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RESUMO 

O diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) tem sido associado com complicações a longo prazo no 

sistema nervoso central, além dos efeitos periféricos comuns relacionados à doença, causando 

disfunções cognitivas no encéfalo. Por outro lado, o enriquecimento ambiental (EA) induz 

mecanismos de plasticidade dependentes da experiência, especialmente no hipocampo, 

melhorando o desempenho dos animais em testes de aprendizado e memória. Assim, nosso 

objetivo foi avaliar a influência do EA sobre o déficit de memória, a atividade locomotora, os 

níveis de corticosterona, a imunorreatividade da proteína sinaptofisina, e a densidade e a ativação 

de astrócitos e microglia no giro denteado (GD) do hipocampo de ratos diabéticos tipo 1. Para 

isso, ratos Wistar machos com 21 dias de idade, foram expostos ao EA ou mantidos em caixa-

moradia padrão (controles, C) por 3 meses. Quando adultos, os animais tanto C quanto EA foram 

randomicamente divididos e induziu-se diabetes através de injeção de estreptozotocina em 

metade dos animais de cada grupo, sendo mantidas as respectivas condições ambientais para cada 

um dos grupos. A memória espacial dependente de hipocampo foi avaliada em todos os grupos 

através do teste de reconhecimento de objeto reposicionado, no 41o dia após a indução do 

diabetes, bem como a locomoção geral dos animais no campo aberto durante o mesmo teste. Os 

níveis séricos de corticosterona foram medidos ao final do experimento, a imunorreatividade da 

sinaptofisina foi avaliada por imunoistoquímica, e a densidade e a ativação de astrócitos e da 

microglia por imunofluorescência no hilo do GD do hipocampo. Nossos resultados mostraram 

que o EA foi capaz de prevenir ou atrasar o desenvolvimento do déficit de memória causado pelo 

diabetes em ratos, porém não reverteu o déficit motor observado nos animais diabéticos. Não 

houve diferença significativa na imunorreatividade da sinaptofisina entre os grupos. Além disso, 

embora o EA não tenha modificado a densidade e a ativação dos astrócitos nos animais 
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diabéticos, o enriquecimento atenuou os efeitos prejudiciais da hiperglicemia sobre a ativação 

microglial, bem como reduziu os níveis séricos de corticosterona nos ratos diabéticos adultos.  

Assim, o EA ajudou a amenizar as comorbidades cognitivas associadas ao diabetes, 

possivelmente por atenuar a hiperatividade do eixo HPA e a ativação microglial nos animais 

diabéticos. 

 

Palavras-chave: Encefalopatia diabética, Enriquecimento ambiental, Hipocampo, Memória, 

Corticosterona, Sinaptofisina, Astrócitos, Microglia, Imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) has been associated with long-term complications in central 

nervous system, besides peripheral common adverse effects, causing neurocognitive dysfunction 

in the brain. On the other hand, enriched environment (EE) induces mechanisms of experience-

dependent plasticity especially in hippocampus, improving the performance of animals in 

learning and memory tasks. Thus, our objective was to investigate the influence of the EE on 

memory deficits, locomotion, corticosterone levels, synaptophysin protein immunoreactivity, and 

density and activation of astrocytes and microglia in the hippocampal dentate gyrus (DG) of type 

1 diabetic rats. For this, male Wistar rats, 21 days old, were exposed to the EE or maintained in 

standard housing (controls, C) for 3 months. At adulthood, C and EE animals were randomly 

divided and half of them induced to diabetes by streptozotocin, being maintained the respective 

environmental conditions for each animal groups. Hippocampus-dependent spatial memory was 

evaluated in all groups in the novel object-placement recognition task, on 41th day after diabetes 

induction, as well as the general locomotion in the open field at the same test. Serum 

corticosterone levels were measured in the end of the experiment, contents of synaptophysin was 

evaluated by immunohistochemistry, and density and activation of both astrocytes and microglia 

by immunofluorescence in the hilus of the DG in hippocampus. Our results showed that EE was 

able to prevent or delay the development of memory deficits caused by diabetes in rats, however 

did not revert the motor impairment observed in group diabetic. There was no significant 

difference in synaptophysin immunoreactivity among the groups. Furthermore, although the EE 

did not modify the density and activation of astrocytes in diabetic animals, it attenuated the 

injurious effect of hyperglycemia over microglial activation, as well as decreased the serum level 

of corticosterone in diabetic adult rats. Thus, the EE has helped to ameliorate cognitive 
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comorbidities associated with T1DM, possibly by reducing the hyperactivity of HPA axis and the 

microglial activation in diabetic animals.  

 

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

Corticosterone, Synaptophysin, Astrocytes, Microglia, Immunohistochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Diabetes 

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças metabólicas comum em humanos e de 

incidência crescente. Caracteriza-se por hiperglicemia decorrente de deficiência na secreção de 

insulina pelas células β do pâncreas, ou de resistência na ação da insulina, ou ambos (GISPEN; 

BIESSELS, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003).  

Segundo a classificação etiológica, os tipos de diabetes mais freqüentes são o diabetes 

mellitus tipo 1 (DMT1), anteriormente conhecido como diabetes juvenil ou insulino-dependente, 

que compreende cerca de 10% do total de casos, e o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), 

anteriormente conhecido como diabetes do adulto ou não-insulino-dependente, que compreende 

cerca de 90% do total de casos. Outro tipo de diabetes encontrado com maior freqüência e cuja 

etiologia ainda não está esclarecida é o diabetes gestacional, que, em geral, é um estágio pré-

clínico de diabetes, detectado no rastreamento pré-natal (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2006).  

Outros tipos específicos de diabetes menos freqüentes podem resultar de defeitos 

genéticos da função das células beta, defeitos genéticos da ação da insulina, doenças do pâncreas 

exócrino, endocrinopatias, efeito colateral de medicamentos, infecções e outras síndromes 

genéticas associadas ao diabetes (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; AMERICAN 

DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011). 

O DMT1 é caracterizado pela destruição das células β pancreáticas mediada por auto-

imunidade, levando à deficiência absoluta na secreção de insulina. Auto-anticorpos circulantes 

como anti-descarboxilase do ácido glutâmico (anti-GAD), anti-ilhotas e anti-insulina são 

detectados no soro em 85-90% dos pacientes no momento do diagnóstico. Algumas vezes, o 
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desenvolvimento do DMT1 está associado a outras doenças auto-imunes como a tireoidite de 

Hashimoto, a doença de Addison e a miastenia gravis. Em menor proporção, a causa da falência 

das células beta é desconhecida (tipo 1 idiopático). Conseqüentemente, os pacientes requerem 

tratamento com insulina para sobreviverem, e a ausência do mesmo acarreta em cetoacidose, 

coma e até ao óbito (GISPEN; BIESSELS, 2000; BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; 

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011).  

O desenvolvimento do DMT1, que acompanha a taxa de destruição das células β, ocorre 

em 90% dos casos na infância (com pico de incidência entre 10 e 14 anos), sendo os demais 5 a 

10% dos casos diagnosticados em adultos com menos de 20 anos de idade (JAHROMI; 

EISENBARTH, 2007; MAAHS et al., 2010). Sabe-se que o desencadeamento do processo auto-

imune é atribuído a uma complexa interação entre predisposição genética (principalmente o 

complexo antígeno leucocitário humano (HLA) de classe II presente no cromossomo 6) e fatores 

ambientais (agentes infecciosos virais, baixa ingesta de vitamina D, consumo de leite bovino, 

estresse psicológico), uma vez que os determinantes genéticos contribuem em apenas 50% para o 

desenvolvimento do DMT1 (PENG; HAGOPIAN, 2006; MAAHS et al., 2010). 

O DMT2 é caracterizado pela resistência insulínica (envolvendo déficits no receptor de 

insulina e na sua via de sinalização intracelular) com relativa deficiência na secreção de insulina, 

em resposta à constante hiperglicemia. Geralmente é diagnosticado na vida adulta e está 

associada com obesidade, sedentarismo e hábitos de vida pouco saudáveis, em conjunto com 

predisposição genética. Tratamentos como dieta adequada, prática de exercício físico e terapia 

medicamentosa visam reduzir essa resistência insulínica e aumentar a secreção de insulina 

endógena. Eventualmente, terapia com insulina exógena pode se fazer necessário para controle 

dos níveis glicêmicos (GISPEN; BIESSELS, 2000; BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; 

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011). 
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Os sintomas clássicos de diabetes são: poliúria, polidipsia, polifagia e perda involuntária 

de peso (os “4 Ps”). Outros sintomas que levantam à suspeita clínica são: fadiga, fraqueza, 

letargia, prurido cutâneo e vulvar, e infecções de repetição. Algumas vezes o diagnóstico é feito a 

partir de complicações crônicas como neuropatia, retinopatia ou doença cardiovascular 

aterosclerótica, podendo ser também assintomático em proporção significativa dos casos 

(BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Além disso, níveis glicêmicos maiores que 126 

mg/dL em jejum, ou maiores que 200 mg/dL a qualquer momento do dia (glicemia casual) ou 

duas horas após a ingesta de 75g de glicose dissolvida em água (teste de tolerância à glicose), 

confirmam o diagnóstico (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2011). 

A longo prazo, ambas as formas de diabetes estão associadas com numerosas 

complicações secundárias, acarretando em dano celular e em complicações micro e 

macrovasculares que afetam vários órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos 

sanguíneos. O desenvolvimento ou não dessas complicações depende da duração do diabetes e da 

qualidade do controle glicêmico (GISPEN; BIESSELS, 2000). 

O diabetes afeta quase 6% da população mundial e 11% da população brasileira igual ou 

superior a 40 anos, o que representa cerca de 5,5 milhões de portadores (população estimada pelo 

IBGE 2005). É uma doença que impõe grande impacto social, uma vez que apresenta alta morbi-

mortalidade, com perda importante na qualidade de vida. Estima-se que ocorram 

aproximadamente 4 milhões de mortes por ano relativas ao diabetes e suas complicações, o que 

representa 9% da mortalidade mundial total. O grande impacto econômico ocorre notadamente 

nos serviços de saúde, como consequência dos crescentes custos do tratamento da doença e suas 

complicações, como a doença cardiovascular, a diálise por insuficiência renal crônica e as 

cirurgias para amputações de membros inferiores (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).  
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1.1.1 Encefalopatia diabética 

Além das complicações secundárias do diabetes no sistema nervoso periférico (SNP), 

evidências recentes têm revelado efeitos prejudiciais do DM (tipos 1 e 2) também no sistema 

nervoso central (SNC), tanto em humanos como em modelos animais da doença (SEAQUIST, 

2010; SIMA, 2010; DO NASCIMENTO et al., 2011; PIAZZA et al., 2011). O conjunto dessas 

alterações cerebrais, lentas e progressivas, e clinicamente significantes relacionadas com o DM 

tem sido denominado de encefalopatia diabética (SIMA, 2010). 

Avaliações neuropsicológicas têm mostrado que pacientes, tanto com DMT1, como com 

DMT2, apresentam declínio em funções cognitivas, aprendizado e memória, e psicomotoras 

quando comparados com indivíduos saudáveis, sendo fator de risco para o desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas (RISTOW et al., 2004; WESSELS et al., 2008; DE LA MONTE, 

2009). Porém, recentes estudos indicam que a natureza e os mecanismos pelos quais esses 

déficits ocorrem parecem diferir nos dois tipos da doença (SIMA, 2010). Nos indivíduos com 

DMT2, o declínio cognitivo é relacionado à resistência insulínica, à duração da doença, às suas 

patologias associadas (hipertensão, dislipidemias, obesidade), bem como com as alterações 

encefálicas afetadas pelo próprio envelhecimento, sendo considerado fator de risco para o 

desenvolvimento de demências vasculares e doença de Alzheimer (ZHAO et al., 2004; DE LA 

MONTE, 2009; SIMA, 2010; VALENTE et al., 2010).  

O DMT1, no entanto, afeta crianças e jovens ainda em estágio de desenvolvimento 

neurológico, momento em que o encéfalo é mais suscetível às variações metabólicas associadas à 

doença (SIMA, 2010). Indivíduos com DMT1 têm demonstrado prejuízo em funções 

relacionadas à atenção, à velocidade no processamento das informações, às funções executivas, à 

eficiência psicomotora e de aprendizado e memória (BRANDS et al., 2005; WESSELS et al., 
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2008)  Em crianças, esses déficits resultam em baixo desenvolvimento intelectual e pior 

desempenho nas habilidades escolares e verbais (ler, soletrar, contar) quando comparado a 

crianças saudáveis (NORTHAM et al., 2009; HANNONEN et al., 2010).  

Pacientes com hiperglicemia crônica, com início precoce da doença e episódios de 

hipoglicemia severos e recorrentes parecem ter maior risco de desenvolver alterações estruturais 

e funcionais no SNC (MUSEN et al., 2006; SEAQUIST, 2010). Estudos de imagem mostraram 

que indivíduos diabéticos do tipo 1, 12 anos após o início da doença, apresentam significante 

diminuição no volume de substância branca nos lobos frontal e temporal e no giro para-

hipocampal, além de diminuição no volume de substância cinzenta indicando perda neuronal no 

tálamo, giro para-hipocampal e córtex insular, quando comparado a indivíduos saudáveis 

(NORTHAM et al., 2009). Corroborando esses achados, Musen e colaboradores (2006), através 

de medidas morfométricas, mostraram haver diminuição da densidade de substância cinzenta no 

tálamo, no giro superior e médio temporal e no giro frontal nos pacientes diabéticos tipo 1, 15 a 

25 anos após o início da doença. Esses estudos revelam existir uma maior vulnerabilidade de 

estruturas temporais e frontais límbicas relacionadas à patologia, estando o prejuízo cognitivo 

associado a déficits de substância cinzenta e branca (SIMA, 2010).  

Embora os mecanismos responsáveis por esses danos estruturais e funcionais ainda não 

estejam bem esclarecidos, estudos apontam que se devem às alterações celulares, moleculares e 

microvasculares causadas pelo diabetes, as quais levam, dentre outros efeitos, a uma redução do 

fluxo e do metabolismo cerebral, contribuindo para os déficits cognitivos relacionados à doença 

(WESSELS et al., 2008; GISPEN; BIESSELS, 2000).  

Similarmente ao que ocorre na neuropatia diabética, as alterações celulares, moleculares e 

microvasculares encefálicas causadas pela hiperglicemia crônica, bem como pela deficiência de 

insulina, de peptídeo-C e suas sinalizações celulares (SIMA, 2010), são atribuídas a quatro 
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principais fatores interligados: aumento do fluxo da via do poliol, aumento da formação de 

produtos finais de glicação avançada (AGEs), aumento da ativação das isoformas da proteína 

quinase C (PKC), e aumento da atividade da via da hexosaminase (GISPEN; BIESSELS, 2000; 

BROWNLEE, 2005). 

Através da via do poliol, a enzima aldose redutase normalmente tem a função de reduzir 

aldeídos tóxicos intracelulares a alcoóis inativos. Porém, quando as concentrações de glicose 

dentro das células se tornam muito altas, a enzima aldose redutase também reduz a glicose em 

sorbitol e frutose com consumo de NADPH. No entanto, o cofator NADPH é requerido também 

para a regeneração de glutationa reduzida, um potencial antioxidante intracelular (BROWNLEE, 

2005). Assim, o acúmulo de sorbitol intracelular, caracterizado pelo aumento da atividade da via 

do poliol em resposta a hiperglicemia, causa uma redução nos níveis de glutationa reduzida, 

tornando a célula suscetível a dano e morte por estresse oxidativo, com formação de produtos de 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e do DNA (ácido desoxirribonucleico) (TUZCU; 

BAYDAS, 2006).  

Esse acúmulo de sorbitol intracelular também leva a um aumento da formação de AGEs, 

com conseqüente alterações neurotróficas, como redução da expressão gênica do fator de 

crescimento semelhante à insulina - 1 (IGF- I), bem como alterações neuromodulatórias, como a 

redução nos níveis de insulina, de seus receptores e seus fatores de transcrição de sinalização 

intracelular, e estão associados com perda neuronal no hipocampo e no córtex frontal em 

indivíduos diabéticos tipo 1 (SIMA, 2010). Além disso, o aumento da formação de AGEs e de 

isoformas da PKC leva a uma maior ativação de fatores pró-inflamatórios, como fator de 

transcrição nuclear kappa B  (NF-kB) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina-6, que 

são associados a danos vasculares (BROWNLEE, 2005) e celulares, como a morte de 

oligodendrócitos na substância branca em animais diabéticos (Figura 1) (SIMA et al., 2009).   
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Figura 1. Esquema que resume os possíveis mecanismos envolvidos na encefalopatia do diabetes 
tipo 1; RAGE = receptores para produtos finais de glicação avançada (modificado de SIMA, 
2010). 
 

Humanos diabéticos com baixo controle da doença apresentam também hiperatividade do 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), com aumento nos níveis de cortisol circulantes 

(DESROCHER et al., 2004; MESSIER, 2005). Similarmente, uma elevação dos glicocorticóides 

adrenais é encontrada em modelos animais da doença (GRILLO et al., 2005; REVSIN et al., 

2008; 2009; STRANAHAN et al., 2008), bem como em estudos envolvendo estresse crônico 

(WRIGHT et al., 2006) e depressão (McEWEN et al., 2002).  Recentes estudos têm mostrado 

que altos e persistentes níveis de glicocorticóides causam efeitos deletérios no SNC, levando a 

degenerações morfológicas e funcionais no hipocampo, como alterações na plasticidade 

sináptica, diminuição da neurogênese e perda neuronal, possivelmente contribuindo para o déficit 
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de aprendizado e memória associado à doença (KAMAL et al., 1998; STRANAHAN et al., 

2008; REVSIN et al., 2009; PIAZZA et al., 2011).  

 

1.1.2 Modelos experimentais de diabetes 

Para estudar os efeitos do DMT1 em modelos animais, bem como de diversas 

intervenções terapêuticas, as drogas diabetogênicas aloxano e estreptozotocina (STZ) são as mais 

frequentemente utilizadas (SZKUDELSKI, 2001). 

A STZ é um antibiótico derivado da Streptomycetes achromogenes, que tem ação seletiva 

e citotóxica sobre as células-β das ilhotas pancreáticas, secretoras de insulina, acarretando em 

uma diminuição da produção do hormônio no organismo e consequente hiperglicemia 

(MURATA et al., 1999).  

A STZ é transportada para dentro das células-β pancreáticas por transportadores de 

glicose do tipo GLUT2 presentes em suas membranas plasmáticas. O efeito citotóxico da STZ é 

atribuído, principalmente, a dois possíveis efeitos diretos sobre a célula: metilação de purinas do 

DNA e formação de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (NO) intracelulares, levando a 

dano no DNA (Figura 2). Já como efeito citotóxico indireto da STZ pode-se citar a inflamação 

das ilhotas pancreáticas causada pela infiltração de células mononucleares, e a produção de 

radicais superóxido e NO pelas mesmas, contribuindo para a destruição das células-β (MURATA 

et al., 1999; GISPEN; BIESSELS, 2000). 
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Figura 2. Esquema mostrando os possíveis mecanismos de destruição das células-β pancreáticas 
pela STZ: (I) por metilação do DNA e (II) por modificação do DNA induzido por espécies 
reativas de oxigênio e/ou NO. O2

- = radical superóxido (modificado de MURATA et al., 1999). 
 

A aplicação da droga normalmente se faz por injeção intravenosa ou intraperitoneal de 

STZ, com dose variando de 40 a 60 mg/Kg (SZKUDELSKI, 2001). Desse modo, os animais 

diabéticos induzidos por STZ se tornam hipoinsulinêmicos, mas não chegam a necessitar de 

tratamento com insulina para sobreviverem (GISPEN; BIESSELS, 2000).  

Assim como em humanos, os animais diabéticos induzidos por STZ apresentam os sinais 

clássicos de diabetes: marcada hiperglicemia, hiperosmolaridade plasmática, hipoinsulinemia, 

polifagia, poliúria, polidipsia e perda de peso (SERINO et al., 1998; SENNA et al., 2011);  além 

de complicações como retinopatia, nefropatia, danos vasculares e no sistema nervoso 

proporcionais ao avançar da doença (GISPEN; BIESSELS, 2000).  
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1.2  Hipocampo e Memória 

O hipocampo é uma das estruturas mais plásticas e mais estudadas do SNC. Está 

localizado no lobo temporal de cada hemisfério cerebral e, anatomicamente, é dividido pelo 

Corno de Ammon (CA1 a CA4; ou hipocampo propriamente dito), composto por cinco camadas 

celulares, sendo uma delas a camada das células piramidais; e pelo giro denteado (GD), cuja 

concavidade se dispõe ao redor de CA4. O giro denteado, por sua vez, é composto por três 

camadas: a camada molecular (mais externa), uma camada de células granulares, que emitem 

seus prolongamentos dendríticos para a camada molecular, e uma camada de células polimórficas 

(ou hilo), mais interna e próxima à CA4 (PAXINOS, 1995).  

O hipocampo propriamente dito (CA), juntamente com o giro denteado, com o complexo 

subicular (subiculum, presubiculum e parasubiculum) e com o córtex entorrinal, compreende a 

formação hipocampal. Essas regiões estão ligadas entre si por três principais conexões nervosas 

unidirecionais: do córtex entorrinal partem aferências axonais corticais que fazem sinapse com os 

neurônios granulares do GD (via perforante), que, por sua vez, emitem projeções axonais (fibras 

musgosas) que atravessam o hilo e se conectam com neurônios de CA3; destes, partem 

ramificações que, ou deixam o hipocampo via fórnix, ou se estendem e fazem sinapses com 

neurônios de CA1 (colaterais de Schaffer); e de CA1, por fim, partem eferências para o 

subiculum (Figura 3) (LANGSTON et al., 2010).  

 



11 

 

 

Figura 3. Desenho esquemático mostrando a estrutura e as principais conexões do hipocampo. 
CA = Corno de Ammon; GD = giro denteado (Lent, 2010).  

 

O hipocampo, junto com outras estruturas do lobo temporal medial, está diretamente 

relacionado com o processamento e a consolidação de memórias declarativas ou explícitas. Além 

disso, é uma região cerebral que participa do sistema límbico, tendo um papel integrativo e 

essencial para os processos cognitivos e afetivos (BEAR et al., 2008).  

As memórias declarativas estão associadas ao conhecimento de lugares, coisas e pessoas, 

e aos seus significados. São subdivididas em dois tipos de memórias, as semânticas, que 

envolvem o conhecimento desses fatos independentemente do contexto em que foram 

aprendidos; e as episódicas, relacionadas a lembranças de eventos específicos pessoalmente 

vivenciados dentro de um contexto como tempo e espaço (BEAR et al., 2008; SHARMA et al., 

2010).  

Memória espacial é conceituada como um subtipo de memória episódica, pois se refere ao 

armazenamento de informações sobre localização dentro de certo ambiente, sendo dependente da 
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integridade hipocampal (PAUL et al., 2009; SHARMA et al., 2010). Em modelos animais, 

podemos avaliar possíveis déficits cognitivos associados a diversas patologias, como o diabetes, 

e/ou a lesões no hipocampo através de testes comportamentais que avaliam memória espacial, 

tais como o water maze (labirinto aquático de Morris) e o teste de reconhecimento do objeto 

reposicionado (NOPR), entre outros (BIESSELS et al., 1998; POPOVIÇ et al., 2001; PAUL et 

al., 2009; REVSIN et al., 2009). Em animais diabéticos tipo 1, por exemplo, o déficit de 

aprendizado e memória no water maze é identificado quando os animais despendem um maior 

tempo e percorrem uma maior distância para encontrarem a localização da plataforma alvo do 

teste, comparado aos animais controles (TUZCU; BAYDAS, 2006), enquanto na tarefa do NOPR 

os animais com diabetes despendem um menor tempo explorando o objeto reposicionado 

(PIAZZA et al., 2011). 

Nos estudos com modelos animais de DMT1, contudo, torna-se importante avaliar, 

concomitantemente a memória espacial dependente de hipocampo, a atividade locomotora, uma 

vez que Do Nascimento e colaboradores (2011) mostraram que o diabetes também causa 

comprometimento motor nos animais, possivelmente associado à redução da produção de 

dopamina e morte neuronal na área tegmental ventral e na pars compacta da substância Nigra. 

Assim, mensurá-la torna-se essencial para avaliar se o dano motor está interferindo ou não no 

desempenho dos animais no teste de aprendizado e memória. 

Com relação às possíveis bases celulares e mecanismos eletrofisiológicos envolvidos no 

processo de aprendizagem e consolidação de memória, estudos têm mostrado que o diabetes 

acarreta também em alterações na potenciação de longa duração (LTP) e na depressão de longa 

duração (LTD) no hipocampo de animais experimentais, possivelmente contribuindo para os 

déficits cognitivos relacionados à doença (BIESSELS et al., 1998; KAMAL et al., 1999). Foi 

evidenciado prejuízo na indução da LTP nas regiões de CA1, CA3 e GD do hipocampo, 
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associado à facilitação da LTD na região CA1 em animais com 12 semanas de diabetes tipo 1, 

quando comparados a animais controles (KAMAL et al., 1999). Além disso, Biessels e 

colaboradores (1998) mostraram que o tratamento com insulina desde o início da doença 

preveniu as alterações na LTP, porém, quando iniciada após 10 semanas da indução do diabetes, 

a insulina já não conseguiu reverter o déficit de aprendizado no water maze e só restabeleceu 

parcialmente a LTP em ratos diabéticos induzidos por STZ.  

Enquanto a exposição a níveis basais de glicocorticóides é essencial para a manutenção da 

função neuronal, a exposição a longo prazo a níveis elevados induzem alterações morfológicas no 

hipocampo e déficit cognitivo (McEWEN; SAPOLSKY, 1995). Em roedores, os efeitos do 

glicocorticóide corticosterona sobre os processos de aprendizagem e memória são mediados por 

receptores do tipo mineralocorticóides (MR) e glicocorticóides (GR), os quais são altamente 

expressos em áreas cerebrais límbicas, especialmente o hipocampo (REVSIN et al., 2009). Sabe-

se que a ativação transitória de receptores do tipo GR após situações esporádicas de estresse 

facilitam a consolidação da memória (OITZL et al., 1992). No entanto, a ativação excessiva de 

GRs por níveis altos e crônicos de glicocorticóides causam prejuízo na função hipocampal e no 

processamento da memória (McEWEN; SAPOLSKY, 1995). Já receptores do tipo MR são 

neuroprotetores e estimulam a função hipocampal, mediando a ação da corticosterona em 

situações de novidade, em reações comportamentais e em respostas afetivas (OITZL et al., 1992; 

1994).  

O excesso de glicocorticóides circulantes associado ao diabetes possivelmente contribui 

para as alterações hipocampais, bem como para o déficit de aprendizado e memória associado à 

doença (REVSIN et al., 2008; 2009). Corroborando essa hipótese, Stranahan e colaboradores 

(2008) mostraram que o prejuízo na LTP, a redução na neurogênese no GD do hipocampo, bem 

como os déficits cognitivos foram normalizados nos animais diabéticos após adrenalectomia e 
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posterior reposição de corticosterona em concentrações fisiológicas. Além disso, Revsin e 

colaboradores (2009) mostraram que o uso de antagonista de receptores GR (mifepristona) 

reverteu  as alterações hipocampais e o déficit cognitivo em animais diabéticos tipo 1, e que esses 

efeitos deletérios sobre o hipocampo são causados pelo excesso de ativação de receptores do tipo 

GR nos estágios iniciais da doença. 

 

1.3 Sinaptofisina 

 Sinaptofisina é uma glicoproteína integral de membrana presente nas vesículas pré-

sinápticas de neurônios, em vesículas similares na medula adrenal, e também em uma variedade 

de células neuroendócrinas normais e tumorais dos tipos epitelial e neural (WIEDENMANN et 

al., 1986). Em estudos com fluorescência, a sinaptofisina geralmente está co-localizada com 

terminações axonais, e presume-se que alterações em seus níveis reflitam em mudanças nas 

vesículas sinápticas, sendo utilizado como um indicador de plasticidade sináptica (CALHOUN et 

al., 1996; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004).   

 Atualmente, na literatura, não há um consenso estabelecido sobre a relação da 

sinaptofisina no DMT1. Grillo e colaboradores (2005) mostraram que a expressão de 

sinaptofisina encontrou-se aumentada no stratum oriens e no stratum radiatum de CA1 e CA3 do 

hipocampo de animais diabéticos induzidos por STZ após 1 e 5 semanas do início da doença 

utilizando análise radioimunocitoquímica. Além disso, após 5 semanas de diabetes, observaram 

uma redistribuição e reorganização na expressão da proteína pré-sináptica em CA3 por 

imunofluorescência, quando comparado com animais controles.   

A exposição de cultura de neurônios hipocampais a elevados níveis de glicose por 7 dias 

não alterou a expressão e a marcação de sinaptofisina, mas induziu mudanças no conteúdo e na 
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distribuição de outras proteínas envolvidas na exocitose de neurotransmissores no hipocampo, 

como SNAP-25 (proteína associada a sinaptossoma com 25 kDa; uma das proteínas do complexo 

SNARE, receptor para SNAP),  sinaptotagmina-1 (proteína vesicular com sensor de Ca+2), e 

VGluT-1 (transportador vesicular de glutamato - 1) (GASPAR et al., 2010a). Entretanto, os 

mesmos autores encontraram aumento no conteúdo de sinaptofisina em terminações nervosas do 

hipocampo através da análise de purificação de sinaptossomas hipocampais após 2, 4 e 8 semanas 

de diabetes, associado com uma diminuição do conteúdo de SNAP-25 e sintaxina-1 (outra 

proteína do complexo SNARE) em ratos induzidos por STZ (GASPAR et al., 2010b).  

Já Nitta e colaboradores (2002) mostraram uma redução nos níveis de sinaptofisina e 

sintaxina no hipocampo, acompanhado por uma diminuição no número de dendritos basais e 

anormalidades na estrutura de espinhos dendríticos utilizando a técnica de Golgi no córtex, bem 

como uma redução nos níveis da proteína BDNF (fator neurotrófico derivado do encéfalo) – 

proteína essencial para a manutenção das funções neuronais, incluindo funções sinápticas e 

neurotransmissão – e do seu RNAm (ácido ribonucléico) no córtex e no hipocampo de ratos com 

4 semanas de diabetes. Corroborando esses achados, Sima e colaboradores (2009) observaram 

uma significativa diminuição na expressão de sinaptofisina hipocampal em ratos com 4 meses de 

diabetes, além de uma diminuição no número de terminais pré-sinápticos marcados com 

sinaptofisina na região do stratum oriens de CA1, sugerindo que o diabetes cause disfunção 

sináptica e degeneração envolvendo neuritos pré-sinápticos.  

Além disso, Chambers e colaboradores (2005) revelaram uma redução na 

imunorreatividade de sinaptofisina no giro denteado do hipocampo de indivíduos com 

esquizofrenia, quando comparado com indivíduos controles, através da análise de tecido post-

mortem, podendo haver uma associação entre alterações nos níveis de sinaptofisina hipocampais 

e o déficit cognitivo relacionado à esquizofrenia. 
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Assim, mais estudos tornam-se necessários para a elucidação dos efeitos agudos e 

crônicos do diabetes sobre a expressão de sinaptofisina no hipocampo, revelando possíveis 

alterações de conexão e plasticidade sináptica provocadas pela hiperglicemia, bem como estudos 

envolvendo a expressão de sinaptofisina no giro denteado do hipocampo, pouco estudada até o 

momento. 

 

1.4 Astrócitos 

Astrócitos são as células gliais mais numerosas do encéfalo (BEAR et al., 2008). 

Baseados em sua morfologia celular e localização anatômica são divididos em dois subtipos: 

astrócitos protoplasmáticos, que possuem numerosos prolongamentos curtos e ramificados, 

predominantes na substância cinzenta; e astrócitos fibrosos, dotados de menos prolongamentos, 

porém mais longos e menos ramificados, predominantes na substância branca. Além disso, 

análises de microscopia eletrônica revelaram que os processos dos astrócitos protoplasmáticos 

envolvem sinapses, enquanto os processos dos astrócitos fibrosos estão em contato com nódulos 

de Ranvier, e ambos os subtipos de astrócitos fazem extensivos contatos com vasos sanguíneos 

(Figura 4) e se comunicam com outros astrócitos por junções gap (SOFRONIEW; VINTERS, 

2010).  
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Figura 4. Desenho esquemático mostrando os dois subtipos de astrócitos: protoplasmático e 
fibroso, ambos fazendo contato com vasos sanguíneos através dos pés-terminais (Junqueira; 
Carneiro, 2004). 

 

 Os astrócitos são fundamentais para a manutenção da homeostasia do SNC. Juntamente 

com neurônios e microvasos, formam as unidades neurovasculares, que estão envolvidas na 

regulação do fluxo sanguíneo cerebral, na manutenção da barreira hematoencefálica (BBB) e no 

suporte metabólico e neurotrófico aos neurônios (ABBOTT et al., 2006; SOFRONIEW; 

VINTERS, 2010). Além disso, participam da sinapse “tripartite”, modulando a transmissão 

sináptica e sendo indispensáveis para o controle da composição iônica, molecular e do pH do 

ambiente extracelular (ARAQUE et al., 1999; THEODOSIS et al., 2008).  

 Sabe-se que alterações astrocitárias podem contribuir para o dano oxidativo associado ao 

diabetes, uma vez que os astrócitos são componentes importantes no sistema de defesa 

antioxidante encefálico, através da regulação da concentração de glutamato extracelular (ciclo 

“glutamato-glutamina”) e da produção de compostos antioxidantes, como a glutationa 
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(COLEMAN et al., 2004; 2010;  SIEGEL et al., 2006). Ademais, participam da captação e 

tamponamento de íons K+ extracelular através de bombas de Na+/K+ e canais presentes em suas 

membranas capazes de concentrarem K+ no seu citosol, sendo posteriormente dissipados para a 

corrente sanguínea por uma ampla área da extensa rede de processos astrocíticos (BEAR et al., 

2008; THEODOSIS et al., 2008).  

 Outra função dos astrócitos é captar a glicose dos vasos sanguíneos e fornecer suporte 

energético aos neurônios, além de estocá-la na forma de glicogênio para a manutenção da 

atividade encefálica durante episódios de hipoglicemia ou de alta atividade cerebral 

(SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Entretanto, na hiperglicemia crônica, o excesso de glicose 

causa danos celulares e microvasculares, principalmente pelo acúmulo de sorbitol intracelular, 

caracterizado pelo aumento da atividade da via do poliol em resposta a hiperglicemia, afetando o 

metabolismo e a perfusão cerebral (WESSELS et al., 2008); tornando, assim, os astrócitos 

também células alvo no DMT1, contribuindo para a encefalopatia associada à doença 

(COLEMAN et al., 2010).  

 Corroborando essa idéia, tem sido descrito na literatura a participação dos astrócitos 

também em doenças neurodegenerativas como esclerose múltipla, epilepsia, doença de 

Huntingon, doença de Alzheimer, doença de Parkinson, infecções e episódios 

hipóxicos/isquêmicos, principalmente envolvendo a liberação de fatores pró-inflamatórios e 

moléculas neuroativas pelas células astrocíticas, e alterações na recaptação de neurotransmissores 

(SETH; KOUL, 2008; SOFRONIEW; VINTERS, 2010).  

 Além disso, estudos têm mostrado a contribuição dos astrócitos para o processo de 

formação de memórias, modulando a plasticidade neuronal (THEODOSIS et al., 2008). Em 

algumas áreas cerebrais como hipotálamo, hipocampo e retina, os astrócitos sintetizam e liberam 

uma molécula neuroativa, o aminoácido D-serina, um importante intermediário da 
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neurotransmissão glutamatérgica, servindo como um co-agonista de receptores do tipo NMDA 

(N-metil-D-aspartato) (THEODOSIS et al., 2008; HENNEBERGER et al., 2010). Visto isso, 

Henneberger e colaboradores (2010) demonstraram que a LTP, o mecanismo eletrofisiológico de 

consolidação de memória de longo prazo, que age através de receptores glutamatérgicos, depende 

da liberação de D-serina dos astrócitos para sua facilitação e eficiência. Assim, os astrócitos são 

elementos chave em todos os processos, fisiológicos ou patológicos, que implicam receptores do 

tipo NMDA, desde plasticidade sináptica à excitotoxicidade (THEODOSIS et al., 2008). 

 A expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), um tipo de filamento intermediário 

presente em astrócitos maduros, tem sido frequentemente utilizada como um marcador para a 

identificação das células astrocitárias em diferentes processos patológicos pela técnica de 

imunoistoquímica ou imunofluorescência (SOFRONIEW, VINTERS, 2010). Contudo, a 

distribuição celular de GFAP não é uniforme. A proteína é encontrada no corpo celular e nos 

principais processos astrocíticos, sendo ausente nas ramificações mais distais, os quais carecem 

de citoplasma e organelas intracelulares, inclusive de filamentos intermediários (THEODOSIS et 

al., 2008).  

Os astrócitos tornam-se reativos na presença de um evento neuropatológico, no intuito de 

proteger as células do SNC contra agentes infecciosos e células inflamatórias (SOFRONIEW, 

VINTERS, 2010), ou mediante o processo de neuroplasticidade - induzido por exercício físico ou 

experiências de aprendizado, por exemplo - para regular o microambiente sináptico em resposta 

ao aumento da atividade neural (THEODOSIS et al., 2008; VIOLA et al., 2009; FERREIRA et 

al., 2011).  

A morfologia dos astrócitos e o grau de expressão da proteína GFAP variam conforme o 

estado de reatividade celular, sendo esta proporcional à gravidade da lesão ou infecção. Pode se 

tratar de uma astrogliose reativa moderada inicial, com aumento na expressão de GFAP, porém 
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com pouca ou nenhuma proliferação de astrócitos; ou de uma astrogliose reativa difusa severa, 

com pronunciado aumento na expressão de GFAP, acompanhado de hipertrofia do corpo e dos 

processos celulares, e proliferação de astrócitos com perda dos seus domínios celulares; ou ainda 

de uma astrogliose reativa severa com formação de cicatriz compacta, uma estreita e densa 

“barreira” neuroprotetora de células astrocitárias localizada principalmente nas bordas do tecido 

comprometido (SOFRONIEW, VINTERS, 2010).  

Assim, o aumento da expressão da proteína GFAP deve ser cuidadosamente analisado, 

pois pode indicar eventos como proliferação de astrócitos, hipertrofia ou aumento do número e do 

comprimento das ramificações dessas células, sendo condizente com o estágio de reatividade 

astroglial (SOFRONIEW, VINTERS, 2010; MESTRINER et al., 2011). Em contra-partida, a 

diminuição da expressão da proteína GFAP pode indicar disfunção ou perda de astrócitos, 

redução da sua proliferação ou do número e do comprimento de suas ramificações (COLEMAN 

et al., 2004; SOFRONIEW, VINTERS, 2010).  

 Os estudos com modelos experimentais de diabetes apontam haver uma reação precoce 

das células astrocitárias em resposta aguda à hiperglicemia (Lebed et al., 2008; REVSIN et al., 

2009). Três dias após a indução do diabetes com STZ, Lebed e colaboradores (2008) verificaram 

uma redução no número de células marcadas com GFAP no hipocampo desses animais, além de 

células significativamente menores e menos arborizadas, quando comparados aos animais 

controles. No entanto, no mesmo estudo, houve uma reversão disso aos 7 e 14 dias de diabetes, 

com aumento no número de células GFAP+, além das células se tornaram maiores e mais 

ramificadas, quando comparados aos animais controles. 

 Entretanto, a resposta crônica das células astrocitárias à hiperglicemia no hipocampo de 

animais diabéticos parece ser inversa, sendo caracterizada por uma diminuição da expressão de 

GFAP, uma redução do número de astrócitos e no tamanho dos seus prolongamentos, e tem sido 
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associada com o prejuízo na plasticidade sináptica e os déficits cognitivos relacionados à 

progressão do diabetes (COLEMAN et al., 2004; SENNA et al., 2011). Nesse contexto, mais 

estudos tornam-se necessários para elucidar os efeitos a curto e longo prazo da hiperglicemia 

sobre as células astrocitárias, bem como o seu envolvimento no prejuízo de aprendizado e 

memória associado ao DMT1. 

 

1.5 Microglia 

Microglia são as células imunes/macrófagos residentes do SNC e possuem a função de 

proteger o microambiente cerebral e medular de possíveis danos, além de estarem envolvidas no 

processo de reparação e reorganização de conexões neuronais durante o desenvolvimento 

(AYOUB; SALM, 2003; SOULET; RIVEST, 2008; NAPOLI; NEUMANN, 2009). Representam 

aproximadamente 10 a 20% de todas as células gliais, sendo encontradas em maior abundância na 

substância cinzenta do que na substância branca (SOULET; RIVEST, 2008).  

Células microgliais possuem origem mesodérmica, derivando de progenitores mielóides 

da linhagem monocitária da medula óssea (SOULET; RIVEST, 2008; KETTENMANN et al., 

2011). Essas células penetram em todas as regiões do SNC ainda durante o desenvolvimento 

embrionário, até a completa formação da BBB, se disseminam através do parênquina cerebral e 

adquirem uma morfologia ramificada, característico das células microgliais residentes (DAVIS et 

al., 1994; KETTENMANN et al., 2011).  

Monócitos e macrófagos presentes na medula óssea e na circulação sanguínea podem ser 

recrutados para o SNC em condições patológicas para fornecerem suporte à microglia residente, e 

em alguns casos até adquirirem um fenótipo microglial (LADEBY et al., 2005). Em condições 

normais, essas células mononucleares são hábeis a penetrar a BBB por meio de um processo 



22 

 

chamado diapedese, atravessando diretamente o citoplasma das células endoteliais, sem ruptura 

das junções de oclusão. Já nos processos inflamatórios com comprometimento da BBB, as 

junções de oclusão que unem as células endoteliais se abrem como resultado da ação de citocinas 

e outros agentes, e, então, essas células podem penetrar no SNC tanto por via transcelular como 

por via paracelular. Em eventos mais graves como trauma ou isquemia, também é possível haver 

a penetração de neutrófilos do sangue pela BBB (ABBOTT et al., 2010). 

Recentes estudos indicam que mesmo em condições normais, as células da microglia 

possuem capacidade plástica, apresentando alta motilidade em seus processos, pelos quais torna-

se possível examinar todo o seu domínio territorial (NAPOLI; NEUMANN, 2009; 

KETTENMANN et al., 2011).  

As células microgliais podem ser classificadas em três tipos de acordo com seu estado de 

ativação, adquirindo morfologia característica: microglia de repouso ou ramificada, apresenta 

corpo celular oval com processos longos e finos contendo delicadas ramificações se projetando 

radialmente ao soma; microglia ativada ou hipertrófica, apresenta corpo celular aumentado e mais 

escuro com processos menores, mais espessos e menos ramificados; e microglia reativa ou 

amebóide, possui corpo celular aumentado e densamente marcado, com nenhum ou poucos 

processos com aspecto de filopódios (Figura 5) (AYOUB; SALM, 2003).  

 
 

Figura 5. Imagens digitalizadas mostrando as diferentes formas de microglia marcadas com 
Isolectina–B4: (A) microglia de repouso ou ramificada, (B) microglia ativada ou hipertrófica e 
(C) microglia reativa ou amebóide (Adaptado de AYOUB; SALM, 2003).  
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  A identificação de células microgliais e a avaliação de sua morfologia podem ser feitas 

em fatias de tecido de encéfalo de humanos e animais ou em culturas celulares pela marcação 

específica de uma variedade de moléculas de superfícies ou moléculas intracelulares presentes no 

citosol dessas células (KETTENMANN et al., 2011). Anticorpos contra Iba-1 (Ionized calcium 

binding adapter molecule-1), uma proteína envolvida na homeostasia do cálcio, tem se mostrado 

muito útil na visualização de microglia com detalhamento de seus processos, sendo que a sua 

expressão aumenta com a ativação microglial (SOULET; RIVEST, 2008; KETTENMANN et al., 

2011). 

Em encéfalos de mamíferos adultos normais, a maioria das células microgliais são 

ramificadas; porém, após qualquer detecção de sinais de lesão ou disfunção no sistema nervoso, 

elas se tornam progressivamente ativadas, alterando sua morfologia e adquirindo fenótipo 

fagocítico (AYOUB; SALM, 2003; LADEBY et al., 2005).  

 A microglia está envolvida em traumas e acidentes vasculares cerebrais agudos, bem 

como em doenças inflamatórias e doenças crônicas degenerativas (KIM ; VELLIS, 2005; 

LADEBY et al., 2005; NAPOLI; NEUMANN, 2009). Essas células microgliais, quando 

ativadas, migram para o sítio da lesão, proliferam e fagocitam células e compostos estranhos 

(KETTENMANN et al., 2011). Além disso, através da síntese e liberação de moléculas 

sinalizadoras e tróficas, são capazes de agir como células apresentadoras de antígeno e possuem 

propriedade imunorreguladora, interagindo com outras células da glia, principalmente os 

astrócitos, com neurônios e com outras células do sistema imune (STREIT et al., 1999). 

  Após a detecção de patógenos invasores, sinais de lesão ou disfunção neuronal, as células 

microgliais ativadas produzem mediadores pró-inflamatórios como NO, interferon-γ (IFN-γ), 

TNF-α e uma variedade de interleucinas (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-15), ou também 

mediadores anti-inflamatórios, como IL-10 (LADEBY et al., 2005; NAPOLI; NEUMANN, 
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2009; KIM et al., 2005 e 2010). Os astrócitos parecem ser importantes reguladores e atenuantes 

das respostas inflamatórias agudas microgliais, uma vez que são capazes de reduzir a expressão 

da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e de IL-12 pelas células microgliais, além de 

liberarem fatores solúveis capazes de induzir a expressão de enzimas antioxidantes pela microglia 

(KIM et al., 2010).  

  Além disso, estudos têm mostrado que a ativação das células microgliais e a consequente 

produção desses mediadores inflamatórios com potenciais neurotóxicos, como as espécies 

reativas de oxigênio e as citocinas pró-inflamatórias, especialmente a IL-1β, afetam a 

neurogênese hipocampal, envolvida no declínio cognitivo e nas funções de aprendizado e 

memória relacionados com o envelhecimento e com certas neuropatologias, incluindo a 

encefalopatia diabética (GEMMA et al., 2010; BEAUQUIS et al., 2011; PIAZZA et al., 2011). 

  Estudos apontam que as alterações microvasculares relacionadas ao diabetes podem levar 

a um comprometimento da BBB – com aumento da permeabilidade causada por uma diminuição 

nos níveis das proteínas constituintes das junções de oclusão – do acoplamento neurovascular, e a 

processos inflamatórios, contribuindo para a disfunção neuronal e para as complicações 

cognitivas associadas à doença (MOGI; HORIUCHI, 2011; SERLIN et al., 2011).  

 Atualmente, na literatura, há poucos estudos a respeito de um possível envolvimento 

direto da microglia na patogênese do diabetes. Valente e colaboradores (2010) mostraram uma 

maior ativação das células microgliais localizadas ao redor e dentro das placas β amilóides no 

hipocampo de pacientes diabéticos com doença de Alzheimer, acompanhada por maiores níveis 

de AGEs, aumento de células positivas para proteína Tau e no número de placas β amilóides, 

quando comparado a pacientes somente com a doença de Alzheimer em análises post-mortem. 

Havendo uma maior liberação de mediadores potencialmente neurotóxicos pela microglia, isso 

pode estar possivelmente associado com um sinergismo patológico entre as duas doenças 
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(VALENTE et al., 2011). No entanto, a literatura carece de mais dados com relação à 

contribuição da ativação microglial na encefalopatia diabética. 

 

1.6 Enriquecimento Ambiental 

O “enriquecimento ambiental” (EA) é um modelo experimental de condição de moradia 

que consiste em uma associação de exercício físico, interação social e estímulos sensoriais, 

motores e cognitivos (Figura 6) (LEGGIO et al., 2005; NITHIANANTHARAJAH et al., 2006). 

Tais estímulos podem causar modificações comportamentais e morfofuncionais neurais, 

estimulando mecanismos de plasticidade dependentes de experiência, tais como: aumentar as 

sinapses, a arborização dendrítica, a densidade de espinhos dendríticos no hipocampo e a 

neurogênese hipocampal, melhorando o desempenho dos animais em testes de aprendizado e 

memória (NITHIANANTHARAJAH et al., 2004; LEGGIO et al., 2005; BEAUQUIS et al., 

2010; DENG et al., 2010; PIAZZA et al., 2011).    

 

 

Figura 6. Enriquecimento ambiental e seus possíveis efeitos de estimulação sensorial, visual, 
cognitiva e motora em diferentes áreas do encéfalo de roedores (NITHIANANTHARAJAH et 
al., 2006). 
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Para tanto, os animais são mantidos em caixas ou gaiolas grandes com diversos objetos, 

tais como: bolas, rampas, escadas, túneis, cubos e rodas que estão à disposição dos animais por 

um período variável de tempo (KEMPERMANN et al., 2008; PEREIRA et al., 2008; VIOLA et 

al., 2009; BEAUQUIS et al., 2010; PIAZZA et al., 2011). Uma variedade de condições tem sido 

utilizada, mas o principal é que o ambiente forneça uma série de oportunidades de estimulação 

visual, somatosensorial, motora e olfatória (NITHIANANTHARAJAH et al., 2006); outro ponto 

chave é que proporcione novidade ambiental, através da introdução de objetos novos com 

texturas diferentes ao EA e da mudança dos objetos de posição, com a finalidade de promover 

estimulação adicional de memória espacial (PEREIRA et al., 2008; VIOLA et al., 2009; PIAZZA 

et al., 2011). 

Estudos têm mostrado que o EA estimula a neurogênese no GD do hipocampo 

(KEMPERMANN et al., 1997; BRUEL-JUNGERMAN et al., 2005; BEAUQUIS et al., 2010), 

uma vez que aumenta a expressão de fatores de crescimento e neurotrofinas, como fator BDNF, 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) 

e IGF-1 em roedores, bem como estimula vias serotoninérgicas do núcleo dorsal e medial da Rafe 

para o hipocampo (GROTE; HANNAN, 2007).  Além disso, mecanismos envolvendo o 

recrutamento de células T e a ativação de células microgliais no GD do hipocampo mediada por 

citocinas associadas com imunidade inata, que são neuroprotetoras, parecem contribuir para o 

aumento da neurogênese e para a melhora da habilidade de aprendizado e memória espacial em 

condições de EA (ZIV et al., 2006). 

Ademais, o EA tem revelado possuir efeito protetor e terapêutico (ansiolítico) contra 

eventos estressores do tipo psicogênico e neurogênico, atenuando respostas endócrinas mediadas 

pelo eixo HPA (FOX et al., 2006), bem como causar efeitos plásticos no hipocampo, aumentando 

os níveis de sinaptofisina (FRICK; FERNANDEZ, 2003; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004; 
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LAMBERT et al., 2005) e induzindo alterações morfológicas nos astrócitos (VIOLA et al., 

2009). 

Estudos vêm utilizando o EA como terapia não farmacológica para várias desordens 

cerebrais como doença de Parkinson, Alzheimer, Huntington, epilepsia, síndrome de Down, 

(NITHIANANTHARAJAH et al., 2006) hipóxia-isquemia neonatal (PEREIRA et al., 2008) e 

também na encefalopatia diabética (BEAUQUIS et al., 2010; PIAZZA et al., 2011). E a 

demonstração de que o EA é capaz de prevenir ou atrasar o início e a progressão de algumas 

dessas patologias e de suas complicações enfatizam a importância de um melhor entendimento 

sobre a contribuição e interação dos fatores genéticos e ambientais na patogênese de desordens 

do SNC, inclusive no diabetes. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a influência do enriquecimento ambiental sobre os efeitos causados pelo diabetes 

no giro denteado do hipocampo através de parâmetros funcionais, fisiológicos e morfológicos em 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.  

 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1 Avaliar a funcionalidade da memória espacial dependente de hipocampo entre 

animais diabéticos expostos ou não ao enriquecimento ambiental através do “teste de 

reconhecimento de objeto reposicionado”. 
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2.2.2 Avaliar a locomoção dos animais dos diferentes grupos durante o teste de memória. 

2.2.3 Quantificar os níveis de corticosterona sérica por radioimunoensaio nos animais 

diabéticos expostos ou não a enriquecimento ambiental. 

2.2.4 Avaliar a imunorreatividade da proteína sinaptofisina no hipocampo dos animais dos 

diferentes grupos pela técnica de imunoistoquímica associada à densitometria óptica. 

2.2.5 Avaliar a densidade numérica e a ativação dos astrócitos marcados com GFAP pela 

técnica de imunofluorescência no giro denteado do hipocampo dos animais dos diferentes grupos. 

2.2.6 Avaliar a densidade numérica e a ativação das células microgliais marcadas com 

Iba-1 pela técnica de imunofluorescência no giro denteado do hipocampo dos animais dos 

diferentes grupos. 
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3. MÉTODOS E RESULTADOS 

3.1 Artigo: Enriched environment induces beneficial effects on memory deficits and 

hippocampus cellular plasticity in type 1 diabetic rats. Francele Valente Piazza, Ethiane 

Segabinazi, Lígia Aline Centenaro, Patrícia Severo do Nascimento, Matilde Achaval, Simone 

Marcuzzo.  

 

Artigo submetido à Neurobiology of Disease. 
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ABSTRACT 

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) has been associated with long-term complications in central 

nervous system, besides peripheral common adverse effects, causing neurocognitive dysfunction 

in the brain. On the other hand, enriched environment (EE) induces mechanisms of experience-

dependent plasticity especially in hippocampus, improving the performance of animals in 

learning and memory tasks. Thus, our objective was to investigate the influence of the EE on 

memory deficits, locomotion, corticosterone levels, synaptophysin protein immunoreactivity, and 

density and activation of astrocytes and microglia in the hippocampal dentate gyrus (DG) of type 

1 diabetic rats. For this, male Wistar rats, 21 days old, were exposed to the EE or maintained in 

standard housing (controls, C) for 3 months. At adulthood, C and EE animals were randomly 

divided and half of them induced to diabetes by streptozotocin, being maintained the respective 

environmental conditions for each animal groups. Hippocampus-dependent spatial memory was 

evaluated in all groups in the novel object-placement recognition task, on 41th day after diabetes 

induction, as well as the general locomotion in the open field at the same test. Serum 

corticosterone levels were measured in the end of the experiment, contents of synaptophysin was 

evaluated by immunohistochemistry, and density and activation of both astrocytes and microglia 

by immunofluorescence in the hilus of the DG in hippocampus. Our results showed that EE was 

able to prevent or delay the development of memory deficits caused by diabetes in rats, however 

did not revert the motor impairment observed in group diabetic. There was no significant 

difference in synaptophysin immunoreactivity among the groups. Furthermore, although the EE 

did not modify the density and activation of astrocytes in diabetic animals, it attenuated the 

injurious effect of hyperglycemia over microglial activation, as well as decreased the serum level 

of corticosterone in diabetic adult rats. Thus, the EE has helped to ameliorate cognitive 
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comorbidities associated with T1DM, possibly by reducing the hyperactivity of HPA axis and the 

microglial activation in diabetic animals.  

 

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

Corticosterone, Synaptophysin, Astrocytes, Microglia, Immunohistochemistry. 
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INTRODUCTION 

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is an autoimmune disease that results in the permanent 

destruction of pancreatic β-cells, with consequent insulin deficiency and hyperglycemia (Gispen 

and Biessels, 2000; Revsin et al., 2009). T1DM has been associated with long-term complications 

in peripheral nervous system (PNS), affecting eyes, kidneys, heart, blood vessels and nerves, and 

also in central nervous system (CNS), causing structural changes in the brain and neurocognitive 

dysfunction such as impairments in psychomotor skills, attention, information processing speed 

and learning and memory in humans and animal models of disease (Brands et al., 2005; Wessels 

et al., 2008; Do Nascimento et al. 2011; Piazza et al., 2011). The development of these 

complications is dependent on the duration of diabetes and the quality of metabolic control 

(Gispen and Biessels, 2000).  

Although the mechanisms underpining the diabetic encephalopathy are not completely 

elucidated, it seems to be result of cellular, molecular and microvascular alterations induced by 

chronic hyperglycemia, leading to a decrease of cerebral blood flow and metabolism, 

contributing to the disease-related cognitive disabilities (Gispen and Biessels, 2000; Wessels et 

al., 2008). The increased flux through the polyol pathway, with intracellular sorbitol 

accumulation, and the increase production of advanced glycosylation end products (AGEs) 

precursors secondary to hyperglycemia have been shown to play an important role in the 

pathogenesis of  brain complications (Brownlee, 2005; Sima, 2010). Moreover, studies with 

diabetic rats have shown neuronal apoptosis, decreased of both dendritic complexity and 

neurogenesis and vascular area reduction in the dentate gyrus (DG) of the hippocampus 

(Beauquis et al., 2010), as well as synaptic plasticity deficits like alterations in the content of the 

presynaptic marker synaptophysin (Nitta et al. 2002; Grillo et al., 2005; Sima et al., 2009) and 
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long-term potentiation (LTP) impairment in the hippocampus (Kamal et al., 1999; Biessels, 

1996). Furthermore, these brain changes are possibly related with higher glucocorticoid levels on 

diabetes disease (Stranahan et al., 2008; Revsin et al., 2009).  Astrocytic and microglial activation 

in the hippocampus have also been reported to be involved in cognitive function decline, since 

these cells have a critical role in neuronal activity (Streit et al., 1999; Gemma et al., 2010; Senna 

et al., 2011). Changes in astrocyte function may contribute to oxidative damage associated with 

diabetes (Bhardwaj et al., 1998; Coleman et al., 2010), while microglia to production of pro-

inflammatory cytokines and decrease of neurogenesis (Kim et al., 2005; Ladeby et al., 2005; 

Gemma et al., 2010).  

Enriched environment (EE) refers to an experimental model of housing condition that 

consists of a combination of social interaction, motor and sensory stimulation, improving the 

performance of animals in learning and memory tasks (Nithianantharajah et al., 2006; Leggio et 

al., 2005; Piazza et al., 2011). Several studies have shown that EE can induce mechanisms of 

experience-dependent plasticity such as increases hippocampal neurogenesis, synapses, spine 

density, dendritic branching and synaptophysin protein, as well as promotes morphological 

changes in astrocytes in the hippocampus (Nithianantharajah et al., 2004; Bruel-Jungerman et al., 

2005; Leggio et al., 2005; Viola et al., 2009; Beauquis et al., 2010). EE can also increase growth 

factor and neurotrophins levels, recruit T cells and active microglia in the hipocamppus (Ziv et 

al., 2006; Grote and Hannan, 2007), besides attenuating endocrine responses via the 

hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis evoked by stressor factors (Fox et al., 2006). 

Therefore, the aim of the present study was to investigate the influence of the enriched 

environment on memory deficits and motor activity, corticosterone levels, synaptophysin protein 

immunoreactivity, density and activation of both astrocytes and microglia in the hippocampal 

dentate gyrus in rats submitted to a model of T1DM.  
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MATERIALS AND METHODS  

 

Animals and differential caging conditions 

Male Wistar rats, 21 days old, from our local breeding colony (ICBS, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Brazil) were assigned to two experimental groups: (1) control (C), 

two rats housed in standard housing (Plexigas cages – 41 x 34 x 16 cm), and (2) submitted to an 

enriched environment (EE; 7 animals to cage), both for 3 months. The EE protocols employed 

consisted of a large home cage (56 x 56 x 56 cm) with 3 different floors connected by ramps, 

which contained various objects with different textures like toys, tunnels, running wheels, pots, 

cubes and balls. Objects in the EE were reset in their positions every day, and, in order to 

stimulate motor, sensory and cognitive functions, the positions were completely rearranged and a 

new different object were exchanged once a week (Nithianantharajah et al., 2006; Piazza et al., 

2011). Cages of both groups were cleaned twice a week. Animals were maintained with free 

access to food and water, at a temperature around 22º C in a 12 h light:dark cycle. All the 

procedures for the care and handling of animals were in compliance with current international 

laws and policies (NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication No. 

85-23, 1985, revised 1996) and with the Brazilian Laws for animal care and ethical use of 

animals. The study was approved by the Ethical Committee from UFRGS (2010/18434) and all 

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

 

Experimental groups  

In the beginning of the experiment, with 21 days old, the rats were exposed to the 

enriched environment (EE) or maintained in standard housing (C). At adulthood (66 days old), 
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control and EE animals were randomly divided and half of them induced to diabetes. Following 

this, rats were assigned to each group as follows: (1) non-diabetic rats previously exposed to 

standard housing (NDC); (2) diabetic rats previously exposed to standard housing (DC); (3) non-

diabetic rats previously exposed to an enriched environment (NDEE); (4) diabetic rats previously 

exposed to enriched environment (DEE). The respective environmental conditions (EE or C) 

were maintained for each group of rats until the end of the experiment. For analyses of 

hippocampal spatial memory and motor activity were used 7-8 animals per group, and for 

corticosterone levels, 5-6 animals per group. For immunohistochemistry and 

immunofluorescence studies, 5-6 animals per group were randomly selected.  

 

Diabetes induction 

Type 1 diabetes was induced by a single intravenous injection of streptozotocin (STZ, 50 

mg/Kg/mL; Sigma Chemicals Co., USA) dissolved in citrate buffer (pH 4,3) in the DC and DEE 

groups. Non-diabetic rats (NDC; NDEE groups) were injected only with citrate buffer (1 mL/Kg, 

i.v.). Before diabetes induction, the animals were weighed and fasted for 6 h. Diabetes was 

confirmed by using test strips (Performa, Roche®, Indianapolis, IN, USA) to evaluate blood 

collected from the tail vein 48 h and 42 days after the STZ injection, following a 6 h morning 

fasting. Diabetes was defined as a fasting glycemia >300 mg/dL (Rhoden, 2006; Do Nascimento 

et al., 2011), and this occurred in all animals. A timeline 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 used to evaluate hippocampal spatial 

memory function, which was assessed in the open field apparatus (41 x 41 x 41 cm) in which the 

floor was divided into 9 squares, on 41th day after diabetes induction. Each animal received one 

sample trial and a test trial. In the sample trial, animals were placed into in the center of the open 

field containing two identical plastic bottles placed one in the northwest zone and another in the 

southwest zone. After 5 min of exploration, rats were returned to its home cages for 50 min. For 

the consecutive test trial, the southwest object was moved to the east zone, in order to analyze the 

exploration of the relocated object, and were allowed to the animals explore for more 5 min the 

objects. After each trial, the apparatus and objects were thoroughly cleaned with a 70% ethanol 

solution. The exploration of the two objects was filmed with a video camera (DCR-SR47, Sony, 

Japan) and then was calculated for the sample and test trials, the explorations parameter were 

defined before. The percentage of preference for exploring the relocated object was quantified as 

follows: Exploration time of relocated object / Sum of exploration of both objects X 100 (Revsin 

et al., 2009; Piazza et al., 2011). 

In the same test, the general locomotion was evaluated in the sample and test trials. The 

number of crossings from one square to another was counted (Do Nascimento et al., 2011; Piazza 

et al., 2011; Senna et al., 2011). One day before the memory and motor tasks, the animals were 

habituated to the same open field for 3 min, however without the objects (Piazza et al., 2011; 

Senna et al., 2011). 

 

Serum corticosterone assay  

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

before transcardiac perfusion, collected in tubes, kept on ice and centrifuged for 15 min at 3000 
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rpm at 4°C. Serum samples were transferred to clean tubes and stored frozen at -20°C until 

measurement. Serum corticosterone levels were determinated by the MP Biomedicals Radio 

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

 

Histological procedures  

Forty-five days after the diabetes induction, animals were deeply anesthetized with 

ketamine (90 mg/Kg i.p.) and xylazine (10 mg/Kg i.p). Heparin (1000 IU; Cristalia, Brazil) was 

injected into the left cardiac ventricle, and the animals were transcardially perfused through the 

left ventricle using a peristaltic pump (Milan, Brazil, 30 mL/min) with 300 mL of 0.9% saline 

solution, followed by 300 mL of a fixative solution 4% paraformaldehyde (Synth, Brazil) diluted 

in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). The brains were dissected, post-fixed in the same 

fixative solution at room temperature for 4h and cryoprotected by immersion in 15% and 30% 

sucrose solution (Synth, Brazil) in PB at 4°C until they sank. Then, the brains were quickly 

frozen in isopentane (Merck, Germany) cooled in liquid nitrogen and kept in a freezer (−70 °C) 

for further analyses. 

Coronal sections (40 µm thick) of the dorsal hippocampus were obtained using a cryostat 

(CM1850, Leica, Germany) at −20 °C and serially collected on gelatin coated slides. This area 

corresponded to a distance of approximately 2.30 to 4.52 mm posterior to the bregma (Paxinos 

and Watson, 1982). Every sixth section (240 µm apart) was processed for each immunostaining 

(described below) (Malberg et al., 2000; Veena et al., 2009). 

 

Synaptophysin Immunohistochemistry (IHC) 
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Sections were fixated in ice cold acetone (10 min) at room temperature, followed by 

washing in ice cold phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4. The tissues were washed in PBS and 

pre-incubated with 1% bovine serum albumin (BSA; Sigma Aldrich, USA) in PBS, containing 

0.1% Triton X-100 (PBS-Tx), during 30 min. Then, samples were incubated with monoclonal 

mouse anti-SYP (synaptophysin) antibody to detect changes in presynaptic vesicles, an indicator 

of synaptic plasticity (1:200; Sigma Aldrich, USA) at 4 °C, for 48 h. Sections were washed in 

PBS and the endogen peroxidase was inactivated with 3% hydrogen peroxide (Synth, Brazil) 

dissolved in PBS during 30 min. After washing in PBS-Tx, sections were incubated with the 

secondary antibody rabbit anti-mouse IgG conjugated with peroxidase (1:500, Sigma Aldrich, 

USA) at room temperature for 2 h. The immunohistochemical reaction was revealed using a 

solution of 0.06% 3,3-diaminobenzidine (DAB; Sigma Aldrich, USA) and 10% hydrogen 

peroxide for 5 min. Finally, the sections were rinsed in PBS, dehydrated in ethanol, cleared with 

xylene and covered with synthetic canada balsam (Chemical Reaction, Brazil) and coverslips.  

Negative control was prepared omitting the primary antibody and replacing it with PBS. 

In order to minimize differences in the staining and background, all histological procedures were 

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

 

SYP optical densitometry  

Images of SYP immunoreactivity in diaminobenzidine-stained brain sections was 

evaluated by means of regional semi-quantitative optical densitometry (OD) (Viola et al. 2009; 

Xavier et al. 2005). Images from DG of the dorsal hippocampus were taken using an Optiphot-2 

microscope (200x, Nikon, Japan) coupled to a CMOS camera (518CU, Micrometrics, USA) and 

Image Pro Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, USA). All lighting conditions and 
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magnifications were held constant. From each animal, 10 images were analyzed (5 sections per 

animal, both left and right sides), 6 animals per group. For analysis were converted to an 8-bit 

gray scale (0–255 gray levels). Picture elements (pixels) employed to measure optical density 

were obtained from 3 squares measuring 1153 µm2 each one (area of interest, AOI), overlaid in 

the hilus of the DG of the hippocampus (Ferreira et al. 2011). Background correction was 

performed according to Xavier and cols. (2005). 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), “BL” or black is the intensity generated when no light 

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

 

Iba-1 and GFAP Immunofluorescence (IF)s 

In the remaining sections, fixation was done also with ice cold acetone and antigen 

retrieval was performed by heating sections in 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0) in a 

thermostatic bath at 92 °C for 20 minutes. The sections were washed in PBS and tissue block 

with BSA were followed as described above. Sections were incubated with the primary 

monoclonal rabbit anti-Iba-1 (ionized calcium binding adapter molecule 1) antibody to detect 

microglial cells (1:500; Wako Chemicals, USA) or polyclonal rabbit anti-GFAP (glial fibrillary 

acid protein) antibody to detect astrocytes (1:1000; Dako, UK) at 4 °C, for 48 h. Sections were 

washed in PBS-Tx and incubated with secondary antibody anti-rabbit Alexa Fluor 555 (1:500, 

Molecular Probes, Invitrogen, USA) at room temperature, for 1 h. Then, sections were washed in 

PBS and the slides covered with aqueous mounting medium (FluorSave, Calbiochem, Germany) 

and coverslips. Primary antibody was omitted in negative controls. 
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GFAP+ astrocytes and Iba-1+ microglia quantification 

A confocal microscope (Olympus FV1000) was used to visualize the fluorescent 

immunostaing (excitation wavelength of 555 nm) of the sections. Images from the DG of the 

hippocampus (400x) were acquired by z-axis analysis in a series of stacks (GFAP, x and y: 

317.33 µm, z: 1.38 µm each; Iba-1, x and y: 317.33 µm, z: 1.42 µm each). 

Numerical density of GFAP+ astrocytes and Iba-1+ microglia in the hilus of the DG was 

estimated using Image Pro Plus Software 6.0. For this, an AOI square of 24260.36 µm2 was 

overlaid in the region of interest and the cells located inside this square or intersected by their 

upper and/or right edges were counted. All obvious unspecific dyes and not clearly identifiable 

astrocytes or microglia were excluded from analysis. From each animal, 10 images were analyzed 

(5 sections per animal, both left and right sides), 5-6 animals per group (Viola et al., 2009; 

Ferreira et al. 2011; Mestriner et al., 2011). 

GFAP+ astrocytes and Iba-1+ microglia density (number of cells/mm3) was determined 

per image according to the stereological procedure previously described (Mestriner et al., 2011): 

AD = (CELn / VOI), where: AD: density of GFAP+ astrocytes or Iba-1+ microglia; CELn: mean 

of cells (astrocytes or microglia) counted in the interested volume; VOI: interested volume 

(obtained from AOI area X z-thickness stack X number of stacks).  

In addition to density, the total area occupied by soma and astrocytic or microglial 

processes was determined to reveal a possible cellular activation. All images (the same 10 images 

from each animal, with an area of 90889.67 µm2 each one containing the region of interest) were 

turned into binary (black and white) and a single threshold value was established for each 

staining, one for the GFAP+ astrocytes and another for the Iba-1+ microglia. Then, each 

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

previously described (Centenaro et al., 2011). 

 

Statistical analysis  

The data were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) with enriched 

environment and diabetes as independent variables. When there were statistically significant F 

values (p<0.05), the Student-Newman-Keuls post hoc test was used. Statistica 6.0 software 

package (StatSoft, Inc., USA) was used for the statistical analysis. All data are represented by the 

mean ± standard error of mean (SEM). 

 

RESULTS 

 

Serum corticosterone levels 

To characterize the basal activity of the HPA system in the different groups, blood 

samples were taken for hormone concentration measurement at the end of the experiment. Two-

way ANOVA showed significant main effects of the diabetes x EE interaction (F(1,19)=7.02; 

p<0.05) and EE factor (F(1,19)=4.58; p<0.05) over the serum corticosterone levels. The Student–

Newman–Keuls post hoc test revealed a significant increase in the serum level of corticosterone 

in the DC group (783.36±65.98 ng/mL) when compared to the other groups (NDC: 

532.51±67.25; NDEE: 563.91±29.33; DEE: 488.51±77.21 ng/mL; p<0.05), showing a beneficial 

effect of the EE in reducing corticosterone levels in diabetic group.  

 

Spatial memory (NOPR) and locomotion analysis 



43 

 

The results showed that diabetic rats present memory deficit in the Novel Object-

Placement Recognition Task and that enriched environment prevents/attenuates this deficit. Two-

way ANOVA revealed significant main effects of the diabetes x EE interaction (F(1,26) = 7.50; 

p=0.01) and EE factor (F(1,26) = 10.02; p<0.01). In the sample trial, the time percentages for 

exploration of both objects were similar in all the 4 groups (NDC: 52.44±5.85; DC: 47.58±7.76; 

NDEE: 51.19±5.63; DEE: 41.35±9.00%; p > 0.05, expressed as percentage of preference for the 

object that was relocated in the test trial, n=7-8 per group). In the test trial, however, Student–

Newman–Keuls post hoc test revealed a significant decrease in the percentage of preference for 

exploring the relocated object in the DC group when compared to the other groups (p < 0.05) 

(Fig. 2). The EE caused a beneficial effect in the spatial memory because the DEE group spent 

more time exploring the relocated object, compared to the DC group.  

Analyzing the locomotion in the different groups, two-way ANOVA showed significant 

main effect of the diabetes factor in the sample trial (F(1,26) = 21.63; p<0.001) and in the test 

trial (F(1,26) = 65.76; p<0.001). Rates of locomotion were lower in the diabetic groups when 

compared to non-diabetic groups in the sample and test trials. Although locomotion was lower in 

the diabetic rats, EE did not alter this parameter. Furthermore, in the test trial Student–Newman–

Keuls post hoc test showed that the NDEE group had a greater rate of locomotion in the open 

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

 

SYP immunoreactivity 

ANOVA applied to the densitometric measurements of SYP immunoreactivity in the 

hilus of the DG of the hippocampus revealed no significant differences among the groups 

(p>0.05). Results and images from the groups are shown in Fig. 3.  
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Quantification of GFAP+ astrocytes and Iba-1+ microglia  

Analysis of GFAP+ astrocytes density in the hilus of the DG showed significant main 

effects of the diabetes x EE interaction (F(1,20) = 8.63; p<0.01) and EE factor (F(1,20) = 6.63; 

p<0.05). The Student–Newman–Keuls post hoc test revealed a significant decrease in the density 

of astrocytes in the DC, NDEE and DEE groups when compared to the NDC group (p<0.01) 

(Fig. 4b). In addition, ANOVA applied to the quantification of the total percentage area (%) 

occupied by soma and astrocytic processes revealed no significant differences among the groups 

(p>0.05) (Fig. 4c). 

 Moreover, analysis of Iba-1+ microglia density in the hilus of the DG showed significant 

main effect of the diabetes factor (F(1,18) = 38.67; p<0.001) and EE factor (F(1,18) = 4.55; 

p<0.05). The Student–Newman–Keuls post hoc test revealed a significant decrease in the density 

of microglia in the diabetic groups (DC and DEE), when compared to non-diabetic groups 

(NDEE and NDC) (p<0.01), besides a reduction in the NDEE compared to NDC group (p<0.05) 

(Fig. 5b). In addition, ANOVA applied to the quantification of the total percentage area (%) 

occupied by soma and microglial processes showed significant effect of the diabetes x EE 

interaction (F(1,18) = 15.37; p=0.001). The Student–Newman–Keuls post hoc test revealed an 

increase in the % of area occupied by microglia in the DC and NDEE groups, compared to the 

NDC group (p<0.05) (Fig. 5c). The EE caused a beneficial effect decreasing the microglial 

activation in the DEE group, similar to the NDC group, when compared to the group DC 

(p<0.05).  

 

DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
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In the present study, we showed that enriched environment prevented memory deficit in 

diabetic rats, which was accompanied by decrease in the serum level of corticosterone and by 

attenuation of the microglial activation in the dentate gyrus of hippocampus. 

Enriched environment has been shown to produce several beneficial effects in the brain. 

In fact, EE improve the recovery from neurological damage, such as those caused by global or 

focal ischemia, traumatic brain injuries, neonatal anoxia, and neurological and neurodegenerative 

diseases, by enhancing, preventing or attenuating motor and cognitive impairments (Will et al., 

2004; Nithianantharajah et al., 2006; Pereira et al., 2008).  

Ours findings in the NOPR task, designed to evaluate hippocampus-dependent spatial 

memory, confirm the results of other previous studies (Revsin et al., 2009; Piazza et al., 2011; 

Senna et al., 2011) that also showed that diabetic-control animals spend less time exploring the 

relocated object, indicating that T1DM cause spatial memory deficit. Additionally, we observed a 

positive effect of EE preventing/attenuating this impairment caused by diabetes, as shown by 

higher performance of diabetic rats reared in the EE (DEE group) than DC group in the NOPR 

task. Similar effect has also been demonstrated by physical exercise (Senna et al., 2011) and by 

administration of the glucocorticoid receptor antagonist mifepristone (Revsin et al., 2009).  

Hyperglycemia associated to diabetes induces a neuronal death by increase oxidative 

stress (Tuzcu et al., 2006), as well as by cause a reduction in neurogenesis in the DG of the 

hippocampus (Beauquis et al., 2010), and synaptic plasticity and LTP impairments (Kamal et al., 

1999; Biessels, 1996; Grillo et al., 2005; Sima et al., 2009). In contrast, the EE improves these 

mechanisms of plasticity in the hippocampus (Nithianantharajah et al., 2004; Bruel-Jungerman et 

al., 2005; Leggio et al., 2005; Beauquis et al., 2010), in addition to increase growth factor and 

neurotrophins levels, as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), vascular endothelial growth 

factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF-2) and  insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Grote 
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and Hannan, 2007; Beauquis et al., 2010). These neuroprotector mechanisms induced by EE may 

partly explain the enhancement in spatial memory found in the diabetic animals. 

Furthermore, studies have reported that poorly controlled diabetes display hyperactivity of 

the HPA axis, leading to elevated circulating adrenal glucocorticoids levels in humans and in 

rodents with experimental diabetes, and may contribute to cognitive deficits induced by 

hyperglycemia (Desrocher et al., 2004; Messier, 2005; Stranahan et al., 2008; Revsin et al., 

2009). Here we observed a significant increase in the serum level of corticosterone in the diabetic 

group when compared to all others, indicating the HPA axis hyperactivity. Moreover, EE 

attenuated this parameter in diabetic rats, since the serum corticosterone level was similar to the 

control group. Possibly, the serum corticosterone reduction can have contributed to higher 

performance of DEE group than DC group in the NOPR task, effect similar to that previously 

demonstrated by administration of the glucocorticoid receptor antagonist and the cognitive 

normalization in diabetic mice (Revsin et al., 2009). These results are also in according to others 

that showed a decrease in the endocrine responses via HPA axis induced by stress and a cognitive 

improvement in behavioral test in animals exposed to EE (Morley-Fletcher et al., 2003; 

Benaroya-Milshtein et al., 2004; Laviola et al., 2004; Fox et al., 2006).  

Diabetic rats decreased the general locomotion in the sample and test trials when 

compared to non-diabetic rats, as previously described (Revsin et al., 2009; Do Nascimento et al., 

2011; Piazza et al., 2011; Senna et al., 2011), evidencing motor disabilities caused by this 

disease, possibly related to decrease of dopamine production and neuronal death in the ventral 

tegmental area and substantia nigra pars compacta (Do Nascimento et al., 2011). Nevertheless, 

the EE protocol used in our study was not able to prevent or attenuate this motor impairment 

induced by diabetes, in contrast with what have been reported about treadmill training (Do 

Nascimento et al., 2011).  
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Besides, there was a significant increasing in the number of crossed squares in the open 

field by the enriched healthy group in test trial, as compared to control group. Our results are in 

agreement with Benaroya-Milshtein et al. (2004) that observed a decrease of anxiety and increase 

in exploratory activity caused by EE in elevated plus-maze, demonstrating that enriched healthy 

animals are more active than controls. However, our results are in contrast with others that 

showed that EE decreases locomotion in rodents in the open field, suggesting the beneficial 

effects on behavioral despair and better habituation to a novel environment (Larsson et al., 2002; 

Hattori et al., 2007; Brenes et al., 2009). These discrepancies in the results were possibly due to 

differences in EE protocols, species and age of the animal models. 

Studies have shown that diabetes causes cellular and synaptic plasticity impairment, 

including alterations in the content of the presynaptic marker synaptophysin (SYP) (Nitta et al., 

2002; Beauquis et al., 2010). In fact, the treatment with glucocorticoids, as well as the high levels 

of glucocorticoids induced by hyperglycemia, increased SYP expression in CA1, CA3 and DG of 

hippocampus in animals with 5 weeks of diabetes by radioimmunocytochemical labeling (Grillo 

et al., 2005). Nevertheless, other studies demonstrated a decrease of the SYP protein 

accompanied by a reduction in BDNF levels and memory impairment in diabetic rat brains with 4 

weeks (Nitta et al. 2002) and with 4 mouths of disease (Sima et al., 2009) by immunoblotting. On 

the other hand, there is a strong agreement in the literature showing that EE enhances synaptic 

plasticity, increasing SYP expression in multiple regions of the brain, including in hippocampus, 

using mainly an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Frick and Fernandez, 2003; 

Nithianantharajah et al., 2004; Lambert et al., 2005). In our study we evaluated the effect of 45 

days of diabetes and 3 months of total exposure to EE over SYP immunoreactivity, and neither 

diabetes nor EE altered significantly the SYP expression measured by semi-quantitative optical 

densitometry in the hilus of the DG of hippocampus. This may be a result of different methods 
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for evaluation of SYP used among the studies, and their respective sensibilities (Calhoun et al, 

1996). In addition, different hippocampal subregions were analysed in these studies, possibly 

explaining the divergent results. 

Damage to the CNS elicits the activation of both astrocytes and microglia (Streit et al. 

1999). Studies have reported the possible involvement of astrocytes dysfunction in several 

neurodegenerative disorders (Seth and Koul, 2008; Sofroniew and Vinters, 2010), as well as in 

cognitive function decline associated with diabetes (Coleman et al., 2004; Revsin et al., 2009; 

Senna et al., 2011). This is because these cells play critical roles in brain homeostasis, regulating 

synaptic plasticity and participating to the process of formation of memories (Henneberger et al., 

2010; Sofroniew and Vinters, 2010). Furthermore, changes in astrocyte function may contribute 

to oxidative damage associated with hyperglycemia, by decrease the production of antioxidant 

compounds (Baydas et al., 2003; Coleman et al., 2010).  

The results showed a decrease of GFAP+ astrocytes density in the hilus of the DG of 

hippocampus in all the experimental groups comparing to NDC group: both diabetic groups (DC 

and DEE), as well as in NDEE group. However, all the groups had the same total % area 

occupied by GFAP+ soma and astrocytic processes. Then, since the local decrease of cell number 

coincide spatially with the same % area occupied by GFAP expression, we assume that these 

astrocytes suffered an increment in their GFAP+ processes, an indicative of cellular hypertrophy 

(Estrada et al., 2012). A reduction in the GFAP+ astrocytes number may indicate cell loss or 

dysfunction, or a decrease in its proliferation, while astrocytic processes hypertrophy may 

indicate cellular reactivity (Olabarria et al., 2010; Sofroniew and Vinters, 2010). 

The decrease of GFAP immunoreactivity and also its protein content expression by 

immunoblotting has been demonstrated in the hippocampus of diabetic animals probably as a 

chronic consequence of hyperglycemia (Coleman et al. 2004 and 2010; Sima et al., 2009; Senna 
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et al., 2011). These has been related with disruptions in the BBB and abnormal neurovascular 

coupling, changes in LTP and learning and memory impairment in diabetic patients and 

experimental model of disease (Coleman et al. 2010; Mogi et al., 2011; Serlin et al., 2011; Senna 

et al., 2011). Nevertheless, in this study, there was no difference in % area occupied by GFAP 

expression among the groups, but a cellular GFAP increment. Supporting our results, Estrada et 

al. (2012) also showed the occurrence of glial activation arising from pilocarpine dose-dependent 

astrocytic cytoskeletal hypertrophy (by Sholl's concentric circles method) and loss of GFAP+ 

astrocytes density in the hilus of the DG of hippocampus in a rat model for epileptogenesis, 

demonstrating that similar glial morphological responses can be involved in diabetes and 

epilepsy.  

Another finding in our study was that the EE also induced astrocytic activation in the 

healthy group (NDEE) hilus. This confirm in part the results of Viola et al. (2009) that showed 

that 8 weeks of EE was able to promote morphological changes in astrocytes, evidenced by an 

increase in the ramification of their processes measured by the Sholl concentric circles method, 

ledding astrocytes to acquire a more stellate morphology in the CA1 region of the hippocampus 

of healthy mice. In addition, in this present study, the EE did not modify the astrocytes density 

and activation in the DEE group compared to the DC group, in contrast with the increase of 

astrocytic immunoreactivity caused by physical exercise protocol in the stratum radiatum of the 

CA1 in diabetic rats (Senna et al., 2011).  

Microglia resides in the healthy CNS and responds to changes in the cerebral 

microenvironment, reacting swiftly to pathological events (Ladeby et al., 2005). Through their 

synthesis of toxic and trophic molecules and their immunoregulatory properties, studies have 

shown that the activation of microglia is involved in acute CNS injury and stroke, as well as 

inflammatory and neurodegenerative diseases (Kim and Vellis, 2005; Ladeby et al., 2005; Napoli 
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and Neumann, 2009), producing pro-inflammatory cytokines and interacting with other glial 

cells, mainly astrocytes, with neurons and other cells of the immune system (Streit et al., 1999; 

Kim et al., 2010).  

In contrast with several studies that have been developed about astrocytes dysfunction and 

their contribution to the complications of the diabetes in the CNS, almost nothing has been 

described in the literature regarding the involvement of microglia specifically in diabetic 

encephalopathy. Our findings revealed a decrease of Iba-1+ microglia density in the hilus of the 

DG in both diabetic groups when compared to non-diabetics, besides a reduction also in healthy 

animals exposed to EE (NDEE group) compared to the control (NDC) group. Despite this, there 

was a higher % of area occupied by Iba-1+ expression in the DC and NDEE groups, compared to 

DEE and NDC groups, indicating a possibly hypertrophy of cell bodies and processes in these 

groups, characteristic of microglial activation (Ayoub and Salm, 2003; Estrada et al., 2012). This 

cellular activation in the DC group can be caused by production of pro-inflammatory cytokines 

by microglia associated with the diabetic encephalopathy, while in the NDEE group by 

production of anti-inflammatory cytokines (Ziv et al., 2006; Gemma et al., 2010; Valente et al., 

2010). In this way, EE attenuated this cellular hypertrophy and reactivity in diabetic rats, since 

the microglial activation in the DEE group was similar to the NDC group.  

Supporting our results, Valente et al. (2010) showed a major microglial activation 

associated with increased number of extracellular aggregates of the amyloid β peptide, Tau-

positive cells and higher AGEs levels in post-mortem analysis of diabetic patients brain with 

Alzheimer's disease (AD), compared to those only with AD, suggesting pathological synergism 

of both pathologies. On the other hand, Ziv et al. (2006) demonstrated that the recruitment of T 

cells and the activation of microglia in the hilus of the DG of the hippocampus by cytokines 

associated with adaptive immunity, which are neuroprotective, are associated with enhancement 
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in hippocampal neurogenesis and in spatial learning abilities induced by EE in rats, since 

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

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

observed in the NDEE group compared to NDC group, besides attenuation of EE on injurious 

effect of hyperglycemia over microglial activation in the DEE group compared to DC group. 

Furthermore, the major microglial activation observed in the DC group in this study may, 

possibly, be associated with the worst performance of this group in memory spatial task caused 

by the diabetic encephalopathy. 

Another possibility is that changes in astrocytes could be correlated with observations on 

microglial activation in DC group, preceding neuronal damage, similarly the studies involving 

epilepsy (Faustmann et al., 2003; Estrada et al., 2012). It has been shown that chronic microglial 

reactivity can produce astrocytic dysfunction like cell death, retraction of foot processes and loss 

of aquaporin-4 and connexins, which are crucial for regulation of neuronal oscillations and brain 

homeostasis (Faustmann et al., 2003; Kang et al., 2006; Sofroniew and Vinters, 2010).  

Glial cell changes have been implicated in many pathological and beneficial plasticity 

conditions. This was the first study involving synaptophysin levels and astrocytic and microglial 

activation on diabetes and on concomitant therapeutic effects of EE. All the results presented in 

this study demonstrate the plasticity inherent of the glial cells and how this may be specific to 

condition studied. The results about glial cell alterations should be analyzed together rather than 

isolated effects, and must be studied with the aid of other morphological and biochemical 

parameters, as well as in association to other cells and mechanisms in the CNS, as neurogenesis.  

In conclusion, the EE attenuated the injurious effect of hyperglycemia over microglial 

activation, as well as decreased the serum level of corticosterone in diabetic adult rats, preventing 

the decline of the performance of these animals in the spatial memory test. These findings 



52 

 

suggest that enriched environment is able to prevent and/or delay the development of memory 

deficits caused by diabetes in rats, possibly by attenuate the HPA axis hyperactivity and the 

microglial activation in diabetic rats, helping to ameliorate cognitive comorbidities associated 

with disease. 
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Legends and Table 

 

Fig. 1. Schematic representation of the experimental design. 

 

Fig. 2. Percentage of preference for the relocated object during the test trial in different groups; 

*p<0.05 comparing the DC vs. all other groups). Two-way ANOVA + Student-Newman-Keuls 

post hoc test. Data were expressed as mean ± S.E.M.  

 

Fig. 3. Effects of diabetes and EE on SYP in the hippocampus. (A) Digital images of coronal 

sections of the dentate gyrus stained for SYP. (B) Optical density (OD) measurement of SYP 

immunoreactivity in the hilus of the DG of the hippocampus in different groups; Two-way 

ANOVA showed there were no differences among the groups (p>0.05). Data were expressed as 

mean ± S.E.M. Scale bar = 50 µm. 

 

Fig. 4. Effects of diabetes and EE on quantification of GFAP+ astrocytes in the hippocampus. 

(A) Digital images of coronal sections of the dentate gyrus stained for GFAP 

immunofluorescence. (B) Density (number of astrocytes/mm3). (C) % of area occupied by 

astrocytes in the hilus of the DG of the hippocampus in different groups; *p<0.01 compared to 

NDC group. Two-way ANOVA + Student-Newman-Keuls post hoc test. Data were expressed as 

mean ± S.E.M. Scale bar = 40 µm. 

 

Fig. 5. Effects of diabetes and EE on quantification of Iba-1+ microglia in the hippocampus. (A) 

Digital images of coronal sections of the dentate gyrus stained for Iba-1 immunofluorescence. (B) 

Density (number of microglia/mm3) (*p<0.01 vs. NDC and NDEE, #p<0.05 compared to NDC). 
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(C) % of area occupied by microglia (*p<0.05 compared to NDC, #p<0.05 vs. DEE) in the hilus 

of the DG of the hippocampus in different groups; Two-way ANOVA + Student-Newman-Keuls 

post hoc test. Data were expressed as mean ± S.E.M. Scale bar = 40 µm. 

 

Table 1. Locomotion in the different groups. Values expressed as mean ± SEM; *p<0.05 vs. 

NDC and NDEE, #p<0.05 compared to NDC group. Student-Newman-Keuls post hoc test. 

 NDC DC NDEE DEE 

Sample trial      

Number of crossed squares 27.43±5.49  14.50±2.64*  36.87±5.00  12.43±1.36*  

     
Test trial      

Number of crossed squares 34.43±6.02  12.12±1.42*  47.25±3.72# 10.43±2.02* 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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4.   CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Os resultados obtidos nessa dissertação nos permitem concluir que: 

O enriquecimento ambiental (EA) foi capaz de prevenir ou atrasar o desenvolvimento do 

déficit de memória causado pelo diabetes em ratos adultos, ajudando, portanto, a amenizar as 

comorbidades cognitivas associadas à doença. 

O EA não reverteu o déficit motor observado em ambos os grupos diabéticos. 

Nem o diabetes, nem o EA alteraram significativamente a imunorreatividade da 

proteína sinaptofisina no hilo do giro denteado (GD) do hipocampo em todos os grupos 

estudados. 

O EA reduziu os níveis séricos de corticosterona e a consequente hiperatividade do 

eixo HPA observada nos animais diabéticos. 

Ambos os grupos de animais diabéticos apresentaram uma diminuição da densidade e 

ativação dos astrócitos no hilo do GD do hipocampo. 

O EA também induziu uma redução da densidade e da ativação astrocitária no hilo do GD 

nos animais saudáveis, porém possivelmente relacionada a aumento de plasticidade sináptica 

hipocampal. No entanto, o EA não modificou as alterações astrocíticas observadas nos animais 

diabéticos. 

Ambos os grupos de animais diabéticos apresentaram uma diminuição da densidade de 

células microgliais no hilo do GD do hipocampo, porém o EA atenuou a ativação microglial 

observada nos animais diabéticos. 

O EA também induziu a uma redução da densidade e da ativação microglial no hilo do 

GD nos animais saudáveis, contudo possivelmente relacionada à liberação de citocinas anti-

inflamatórias. 
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Este foi o primeiro estudo envolvendo as análises dos níveis de sinaptosifina e da ativação 

de astrócitos e microglia no diabetes e o concomitante efeito terapêutico do EA. Porém, para um 

melhor entendimento dessa interação, seria importante avaliar também a neurogênese hipocampal 

e a sua relação com a ativação microglial, bem como a dosagem de fatores pró e anti-

inflamatórios secretados por essas células, para então associar esses resultados com os do teste de 

memória espacial. 
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