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Resumo

O envelhecimento esta associado a alteracdes no Sistema Nervoso Central (SNC).
Processos de apoptose e neurogénese tém sido elementos chaves no estudo do
envelhecimento. Pouco se sabe sobre os efeitos da insulina em relagdo a esses e outros
processos cerebrais. Estudos demonstram que a insulina exerce fun¢des modulatorias e
neurotroficas no cérebro e a diminuicdo de suas acdes e sinaliza¢do cerebral esta presente
no processo de envelhecimento e tém sido associada ao surgimento de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e outras deméncias. Nesse estudo foram
utilizados ratos Wistar jovens (4-5 meses de idade, n=13) e velhos (22-26 meses de idade,
n=11), tratados com 20 mU de insulina ou salina intracerebroventricular (icv) uma vez ao
dia durante cinco dias. Foram avaliadas a locomog¢do espontanea (campo aberto) e a
memoria espacial (labirinto aquatico de Morris). Além disso, foram investigados os efeitos
farmacologicos da insulina, avaliando alteracdes neuronais, gliais e nucleares por
imunohistoquimica em sub-regides hipocampais (CAl, CA3 e Giro Denteado), ¢ o
imunoconteudo da proteina poly ADPribose polymerase (PARP) por Western Blotting em
homogeneizados de hipocampo. Os resultados demonstram que o tratamento com insulina
icv melhorou a memoria espacial somente nos animais jovens. O envelhecimento diminuiu
a intensidade de fluorescéncia do marcador neuronal (NeuN) nas trés sub — regides do
hipocampo analisadas, CA1, CA3 e GD e mostrou aumentar a fluorescéncia do marcador
de glia (GFAP) na sub-regido CA3. O tratamento com insulina icv foi capaz de aumentar a
fluorescéncia de NeuN em ratos jovens e velhos nas sub-regides CAl e GD do hipocampo.

O imunocontetido da proteina PARP foi diminuido, em ratos velhos, na presenca de



insulina, indicando uma provavel inibicdo de morte neuronal por apoptose. Assim, os dados
sugerem uma diminuicdo das agdes da insulina em algumas sub-regides hipocampais de
animais velhos e isto se reflete na perda do efeito benéfico na cognicdo ocorrida em
animais jovens. Essa diminui¢do tem sido proposta como uma resisténcia cerebral a
insulina e poderia contribuir para o desenvolvimento de doengas cerebrais associadas ao

envelhecimento.

Palavras — chave: Envelhecimento, hipocampo, poly ADPribose polymerase (PARP),

insulina.



1. Introducao

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, o envelhecimento cerebral e a
sua estreita associagdo com o aumento da incidéncia de doengas neurodegenerativas como,
por exemplo, as doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson, tém sido alvo de investigacdes
nos ultimos anos. Enquanto em 1990 a expectativa de vida alcancava somente 47 anos de
idade em paises desenvolvidos, hoje as pessoas vivem em média até os 77 anos de idade
(Driscoll et al., 2008; Fried, 2000). Apesar do imenso progresso cientifico neste campo
durante a ultima década, os mecanismos celulares e moleculares cerebrais responsaveis
pelos prejuizos cognitivos, normal e patologico, associados ao envelhecimento ainda ndo
foram totalmente estabelecidos. Em 1931 foram caracterizadas as alteracdes normais
relacionadas ao envelhecimento, como por exemplo, declinio na memoria, alteragdes na
visdo, perda de audi¢do progressiva, diminui¢do da coordenagdo motora e¢ da forga
muscular. Diferentemente das alteragdes normais relacionadas ao envelhecimento, doengas
degenerativas sdo caracterizadas por uma progressiva e lenta perda neuronal especifica,
levando a déficits neuroldgicos substanciais (Ziv and Melamed, 2010). Resultados recentes
de estudos epidemioldgicos sugerem que a obesidade e o Diabetes Mellitus (DM) sao
importantes fatores de risco para o aumento da incidéncia de doengas neurodegenerativas e
suas comorbidades (Ott et al., 1999), podendo aumentar o risco de desenvolvimento de DA
(McNay et al., 2010).

O cérebro, ja foi descrito como um o6rgdo insensivel a insulina, no entanto, este
pressuposto ¢ atualmente aceito como equivocado uma vez que ja foi demonstrado que a

insulina exerce no cérebro fungdes que incluem a regulagdo do metabolismo, modulagdo de



sistemas de neurotransmissdo gabaérgico e glutamatérgico e efeitos troficos sobre
neurdnios e astrocitos. Estes efeitos sdo importantes para os processos de aprendizado e
memoria e para o desenvolvimento e sobrevivéncia de células neurais (Park, 2001; Craft et
al., 2004). O receptor de insulina (IR) esta presente em grandes concentragdes em todas as
regides do cérebro, mas principalmente nos neurdnios de dareas relacionadas com
aprendizado e memoria como hipocampo, cortex cerebral e amigdala. A insulina ligada aos
seus receptores, nos neurdnios, ¢ capaz de desencadear cascatas de sinalizacdo envolvidas
na regulacdo da sobrevivéncia e morte neuronal, bem como facilitar a plasticidade
sinaptica. J& foi descrito que a insulina ¢ capaz de inibir a apoptose em cultura de neurdnios
e que essa resposta ¢ dependente da presenca de IR e de receptores de IGF-I (van der Heide
et al., 20006), entretanto a relagdo da sinalizag¢do de insulina com a cascata de apoptose ainda
nao havia sido testada utilizando um modelo in vivo com administragdo icv de insulina.

O nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que o exercicio fisico ¢ capaz de
aumentar a sensibilidade do hipocampo de camundongos a insulina, de aumentar a
utilizacdo de glicose nessa regido cerebral e aumentar a captacdo de glutamato no
hipocampo. Essas alteracdes foram acompanhadas de uma melhora da performace, de
camundongos exercitados, no teste de labirinto aquatico de Morris (Muller et al., 2010). No
presente estudo, utilizamos o mesmo modelo de infusdo de insulina icv, entretanto
avaliando o impacto desse tratamento no cérebro de animais velhos.

Assim, os mecanismos desencadeados pela acdo da insulina sobre os seus receptores
cerebrais em condi¢des fisioldgicas ou patoldgicas tem sido alvo de varios estudos clinicos
e experimentais. A redugdo do transporte de insulina em toda a barreira sangue-cérebro e a
diminui¢do da sinalizagdo cerebral, tém sido propostas como uma forma de resisténcia

cerebral a insulina (Steen et al., 2005; Ott et al., 1999). Neste contexto, o prejuizo na
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sinalizacdo de insulina pode potencialmente causar a morte de neurdnios do hipocampo, o
que parece estar implicado nas alteragcdes morfoldgicas e na perda das fung¢des cognitivas
associadas a essa regido cerebral. Por outro lado, evidéncias sugerem que apesar das
semelhancas celulares entre as sub-regides CAl e CA3 do hipocampo, elas diferem
significantemente em aspectos relacionados a sua fisiologia e principalmente com relagdo a
sua vulnerabilidade a morte celular (Jackson et al., 2009).

Em geral pode se dizer que em humanos o tamanho do hipocampo diminui ao longo
do envelhecimento normal, mas essa diminui¢do ¢ mais acentuada na Doenca de Alzheimer
(Whitwell et al., 2005). Embora os dois tipos de diabetes (I e II) causem prejuizos
cognitivos, em jovens, o impacto na qualidade de vida € pequeno. Entretanto em pacientes
diabéticos a partir de 65 anos esse impacto €, realmente, muito maior. Ratos velhos (24
meses) diabéticos apresentaram piora na performance no labirinto aquatico de Morris,
quando comparados a ratos jovens diabéticos, sugerindo uma interacdo entre
envelhecimento e a disfun¢do cerebral causada pela DM (Gispen et al., 2000). A resisténcia
cerebral a insulina foi descrita como Diabete Mellitus tipo III por De La Monte (de la
Monte et al., 2005), baseado no fato de que os pacientes com DA apresentam
comprometimento nas vias de sinalizagdo de insulina e IGF-I no hipocampo e no cortex,
areas envolvidas no aprendizado ¢ na memoria. Além disso, o envelhecimento aumenta a
resisténcia periférica a insulina, entretanto, ainda ndo estd claro se a resisténcia cerebral e
periférica acontece concomitantemente.

Os processos de apoptose e neurogénese tém sido elementos chaves no estudo do
envelhecimento e de doencas neurodegenerativas. A regulacdo da morte celular ¢
determinante na longevidade do sistema nervoso adulto, e o papel da apoptose tem sido

considerado decisivo para o surgimento de doengas degenerativas, em estudos pds mortem
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e em modelos animais (Ziv et al., 2010). A proteina poly ADPribose polymerase (PARP)
atua no reparo do DNA, mas também participa da cascata de sinaliza¢do de apoptose, uma
vez que interage com fatores de transcricdo chaves na regulagdo da morte/sobrevivéncia
celular e da inflamagao, como o p53 ou NF-kB (Songin et al., 2007).

Considerando que a insulina exerce efeitos neuroprotetores ao cérebro e que no
envelhecimento ocorre uma importante perda de células neurais associada a prejuizos
cognitivos, neste estudo pretendemos utilizar uma abordagem farmacologica com
administracdo de insulina intracerebroventricular para avaliar efeitos comportamentais e

neuroquimicos desse tratamento em ratos jovens e velhos.

2. Resultados

2. 1 Envelhecimento diminuiu a locomocao de ratos velhos

Para avaliar a locomoc¢ao dos animais foi realizado o teste de campo aberto dois dias
apos o tratamento icv com insulina. O envelhecimento diminuiu a atividade locomotora dos

animais velhos e o tratamento com insulina ndo afetou esse parametro (Fig. 1, p<0.05).

2.2 Insulina icv melhorou a memdria espacial de ratos jovens

Para avaliar a memoria espacial dos animais foi realizada a tarefa do labirinto
aquatico de Morris. Apds o terceiro dia de treinamento (fase de aquisicdo) os animais
jovens apresentaram diminuicdo na laténcia para encontrar a plataforma em comparacio

com outros grupos. Este padrdo se manteve até o tltimo dia da tarefa (5 dias de treinamento
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- fase de aquisi¢do). Os animais jovens que receberam insulina icv ficaram mais tempo no
quadrante alvo durante o teste (fase de reten¢do) realizado no sexto dia sem a plataforma.
Os Animais velhos, com e sem tratamento, ndo apresentaram diferencas em comparagao
aos jovens na fase de aquisi¢do e reten¢do. Assim, o tratamento icv com insulina ndo afetou

a desempenho no labirinto aquatico dos animais velhos (Fig.2).

2.3 O tratamento com insulina icv alterou a densidade celular de neuronios e

astrocitos em diferentes sub-regioes do hipocampo

Para avaliar se o tratamento icv com insulina afetou a densidade de neurénios,
astrocitos e nucleos nas sub-regidoes CA1l, CA3 e Giro Denteado (GD) do hipocampo de

ratos jovens e velhos foi utilizada a técnica de imunohistoquimica.

Efeitos na sub-regido CAl

Em ratos velhos a fluorescéncia de NeuN, um marcador neuronal, mostrou-se
diminuida, em comparagdo aos ratos jovens, indicando que no envelhecimento houve uma
diminui¢do da densidade celular de neurénios na sub-regido CA1 do hipocampo ( jovem >
velho *p<0.05). Entretanto o tratamento icv com insulina aumentou a fluorescéncia de
NeuN tanto em ratos jovens quanto em velhos, quando comparados com os seus respectivos
grupos controles (jovem insulina > jovem controle; velho insulina > velho controle; *
p<0.05). Deste modo, a insulina icv foi capaz de alterar a fluorescéncia de NeuN em ratos
velhos para niveis similares aos de jovens controles (velho insulina = jovem controle; *

p<0.05). O tratamento nao alterou a densidade de células positivas para GFAP (marcador
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de astrdcitos) em nenhum dos quatro grupos analisados. A marcagdo com DAPI (marcador
de nucleos celulares em geral) foi aumentada em ratos jovens e velhos tratados com
insulina (jovem insulina>jovem controle; velho insulina>velho; *p<0.05). Os Ratos velhos
apresentaram uma diminui¢do na densidade de nticleos em comparagdo aos ratos jovens
(jovem controle>velho controle; *p<0.05). Esses resultados indicam uma diminui¢do da
densidade de nucleos na sub-regido CA1 de animais velhos controles, que quando tratados

com insulina icv 20 mU apresentaram um aumento nesse parametro (Figura 4).

Efeitos na sub-regido CA3

O envelhecimento diminuiu a fluorescéncia de NeuN (neurdénios) e aumentou a
fluorescéncia das células gliais (GFAP), independentemente do tratamento com insulina icv
(jovem controle e jovem insulina>velho controle e velho insulina; *p<0,05). O tratamento
icv com insulina ndo apresentou efeito sobre a fluorescéncia dos neurdnios, astrocitos e

nucleos (DAPI), dessa sub-regido em animais jovens e velhos (figura 5).

Efeitos na sub-regido Giro Denteado (GD)

O envelhecimento, independentemente do tratamento, causou uma diminui¢do do
marcador NeuN (neurdnios), como nas outras sub-regides hipocampais analisadas, CAl e
CA3. O tratamento com insulina icv alterou a fluorescéncia desse marcador apenas em
animais velhos (velho controle < velho insulina, jovem controle = jovem insulina;
*p<0,05), sendo capaz de causar um substancial aumento da densidade neuronal nessa sub-

regido em ratos velhos. Em ratos jovens, o tratamento com insulina ndo afetou a
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fluorescéncia de NeuN. Na sub-regido GD, tanto em ratos jovens como em velhos, os

marcadores GFAP e DAPI ndo foram alterados na presenca de insulina (figura 6).

2.4 O tratamento com insulina icv alterou o imunoconteudo de PARP

Avaliamos o imunoconteudo da proteina PARP, como um marcador de morte
neuronal. Essa proteina atua em mecanismos de sinalizagdo envolvidos na morte por
apoptose. O envelhecimento provocou um aumento no imunoconteido de PARP no
hipocampo. O tratamento com insulina icv foi capaz de diminuir o imunocontetido dessa
proteina em animais velhos (jovem insulina e velho controle > velho insulina, *p<0.05) a

niveis semelhantes a animais jovens (jovem controle = velho insulina, p<0.05). (figura 7)

3. Discussao

Os dados do presente trabalho demonstram que o tratamento cerebral com insulina
melhorou o aprendizado e a memoria espacial dos ratos jovens quando comparados com os
ratos velhos. A locomocao espontdnea mostrou-se diminuida em ratos velhos comparados
com ratos jovens. Nossos resultados também sugerem que a insulina exerce um importante
papel neurotrofico no hipocampo de ratos jovens e velhos. O tratamento icv com insulina
aumentou a densidade de neurdnios na sub-regido CA1 do hipocampo tanto em ratos jovens
como em velhos. Por outro lado, a insulina ndo aumentou a densidade celular de neurdnios
na sub-regido CA3 do hipocampo, mas foi capaz de aumentar a densidade celular de

neurdnios na sub-regido GD de ratos velhos. Houve diminui¢do do imunocontetido da
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proteina PARP em animais velhos tratados com insulina icv, sugerindo uma inibi¢do da
morte neuronal nesses animais.

O processo de envelhecimento modifica multiplos sistemas biologicos, sendo o
tecido cerebral particularmente afetado pela degeneracdo associada a idade. Algumas
alteragdes morfoldgicas cerebrais estdo intimamente relacionadas com o envelhecimento,
tais como atrofia dos neuronios das regides do cortex cerebral e do hipocampo, diminui¢ao
do niimero de sinapses e de alguns tipos de receptores, acimulo de produtos de oxidagdo e
aumento da astrogliose (Haug et al., 1984; Siegel et al., eds 1999; Morrison & Hof, 1997).
Nossos resultados demonstram algumas alteragdes normais que ocorrem durante o processo
de envelhecimento cerebral. Pelo método de imunohistoquimica foi possivel visualizar a
diminui¢do da densidade neuronal, no hipocampo, causada pelo envelhecimento. Além
disso foi observado um aumento na reatividade glial, na sub-regido CA3 do hipocampo de
ratos velhos.

O hipocampo exerce um papel importante na memoria espacial de roedores
(Moosavi et al., 2006). As sinapses no hipocampo ocorrem primeiramente nas células
granulares do GD e seguem através das fibras para as células piramidais da sub-regido CA3
e finalmente para a sub-regido CAl, que estd interligada ao cortex. Sub-regides do
hipocampo possuem diferentes fungdes nos processos de aprendizado e memoria (George
Paxinos, 2004). Ratos lesionados na sub-regido CA3 apresentam desempenho
comprometido no labirinto aquatico de Morris, quando comparados com ratos que tiveram
a lesdo na sub-regido CA1. No entanto, a sub-regido CA3 afeta a aquisi¢ao e a codificacdo
da informacgao espacial na memoria de curto prazo, com duragdo de segundos e minutos
(Kesner, 2007). Tem sido relatado que ratos velhos possuem seu desempenho,

freqiientemente, prejudicado na tarefa do labirinto aquatico de Morris (Rosenzweig &
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Barnes, 2003) e o tratamento icv com insulina ¢ reconhecido como facilitador de
aprendizagem em ratos jovens (Park, et al., 2000; Moosavi, et al., 2007; Chiu, et al., 2008),
porém, o efeito em ratos velhos ainda ndo havia sido testado no protocolo do labirinto
aquatico de Morris, tampouco em relagdo a densidade de células neurais no hipocampo e
quanto ao imunoconteudo de um marcador de apoptose. Neste, trabalho o envelhecimento
diminuiu a densidade de células neurais em todas as regides do hipocampo. No entanto, os
neurdnios da sub-regido CA1 e GD parecem ser mais sensiveis aos efeitos neurotréficos do
tratamento com insulina icv, quando comparados aos neurdnios da sub-regido CA3. Os
dados demonstram, ainda, que a insulina melhora a memoria espacial em ratos jovens, €
essa melhora pode estar relacionada com o aumento da densidade celular de neur6nios nas
sub—regides CA1 e GD do hipocampo causadas pela administra¢do de insulina icv.

A morte neuronal ¢ um evento comum na fisiologia do envelhecimento cerebral e
nas doencas degenerativas. Importantemente, diferente de outros tecidos, o cérebro adulto
apresenta a fun¢do de proliferagdo celular extremamente limitada. Alguns autores
consideram a PARP como “guardia do genoma”, assim a sua importancia no processo de
envelhecimento tem sido amplamente discutida (Strosznajder, 2005) . A insulina foi capaz
de diminuir consideravelmente o imunoconteido de PARP em animais velhos, o que
poderia estar associado com o aumento da densidade neuronal nas sub — regides CA1 e GD
do hipocampo de ratos velhos, uma vez que a apoptose estaria diminuida.

J& foi demonstrado que a atividade de PARP estd aumentada no hipocampo de ratos
Wistar velhos (24 meses), € que isso estaria correlacionado a um aumento de dano no DNA

desses animais. A utilizagdo de um inibidor de PARP (3-aminobenzamide) em ratos jovens

e velhos mostrou que essa proteina tem fung¢do regulatoria sobre GSK3-3, uma proteina
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também modulada pela cascata de sinaliza¢do de insulina no cérebro (Strosznajder et al.,
2000; Strosznajder et al., 2005; Songin et al., 2007).

E possivel sugerir que a sinalizag¢do via insulina promove a inibi¢do da apoptose no
hipocampo. Entretanto o aumento da densidade celular neuronal, promovido pela insulina,
parece nao refletir em uma melhora na memoria espacial dos animais velhos. Isso poderia
indicar que o envelhecimento ndo leva apenas a neurodegeneragdo, mas também causa
prejuizos nas cascatas de sinalizagdo da insulina em seus receptores neuronais no
hipocampo com um importante impacto nos processos de aprendizado e memoria. Assim, a
insulina e seus receptores parecem ter uma importante implicagdo como alternativa

farmacologica na terapia de doengas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento.

4. Materiais e Métodos

Foram utilizados ratos Wistar (n = 24) alojados em gaiolas de poliuretano numa sala de
temperatura controlada em 12 horas claro/12 horas ciclo escuro, com livre acesso a comida
e agua. Os animais jovens que tinham 4 - 5 meses de idade e os velhos 24 - 26 meses de
idade foram divididos em 4 grupos: jovem salina (n=8), jovem insulina (n=6), velho salina

(n=12) e velho insulina (n = 8).

Procedimento cirurgico e tratamento icv

Os ratos foram anestesiados por inje¢ao intraperitoneal (ip) de ketamina (100 mg /
kg de peso corporal) e xilazina (10 mg / kg de peso corporal). Uma canula guia foi

unilateralmente colocada ( 27 de calibre 9 mm) nas seguintes coordenadas cerebrais: 0,9
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mm posterior ao bregma, 1,5 mm a direita da linha média e 1,0 mm acima do ventriculo
cerebral lateral direito. A canula foi implantada ventral (2,6 mm para a superficie superior
do crénio) através de cirurgia. Um dia apds a cirurgia os ratos ja exibiam ingestdo normal
de alimentos e consumo de dgua, bem como a locomog¢do espontinea, ¢ foram assim
considerados aptos para experimentos in vivo. Os animais receberam Sul de insulina
(Lilly, Humulin) ou veiculo (solu¢do salina 0,9%), durante cinco minutos (luL/min), icv,

na dose total de 20 mU uma vez ao dia, durante cinco dias.

Atividade locomotora

Para avaliagdo da atividade locomotora foi realizada a tarefa de Campo Aberto
sempre das 9:00 as 16:00h. Para isso, dois dias ap6s o término do tratamento icv com
insulina, os animais foram distribuidos aleatoriamente e individualmente em quatro caixas
de madeira (50 x 50 x 50 cm). Videos foram obtidos e analisados pelo software N Maze

para avaliar a atividade locomotora durante 5 min.

Memoria espacial

Para avaliacdo da memoria espacial dos animais foi realizado a tarefa do Labirinto
Aquatico de Morris ap0s trés dias do fim do tratamento icv com insulina. Neste protocolo,
o hipocampo exerce um papel crucial para que a tarefa seja executada. O equipamento
utilizado foi uma piscina circular preta (200 cm de didmetro) com agua numa temperatura
de 21 £ 1 ° C. No inicio de cada sessdo os ratos foram colocados nos quatro quadrantes da

piscina, por cinco dias consecutivos (fase de aquisi¢do). Apos a largada em cada quadrante

19



os ratos devem nadar livremente durante 60 s em busca de uma plataforma escondida. Cada
teste foi separado por 12 min de descanso. Se o animal n3o conseguia encontrar a
plataforma em 60 s, ele era colocado delicadamente sobre a plataforma e deixado em
repouso por 20 s. Durante o treinamento, os ratos aprendem a escapar da agua por encontrar
uma plataforma escondida rigida preta submersa cerca de 1 cm abaixo da superficie da 4gua
em um local fixo. No sexto dia a plataforma ¢ retirada e o tempo em que o animal
permanece no quadrante alvo (local onde se encontrava a plataforma escondida)
corresponde ao aprendizado adquirido no periodo de treinamento. O labirinto era localizado
em uma sala bem iluminada branca com vérios estimulos visuais fixados nas paredes para
fornecer pistas espaciais. A laténcia de escape durante cada experimento foi medido como
um indicador de aprendizagem. Um teste foi efetuado sem a plataforma, e o tempo gasto no
quadrante alvo foi avaliado como um indicador de retencdo da memoria. Videos foram

obtidos e analisados pelo software N Maze.

Imunohistoquimica

Para as andlises imunohistoquimicas, os animais (4-6 ratos por grupo) foram
sacrificados e os hemisférios esquerdos foram pos-fixadas em paraformaldeido 4% em
tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 24 horas e, em seguida, em uma solugdo de sacarose
de 30% a 4 ° C. Secgdes de 50 um foram obtidas utilizando um Vibratomo (Leica,
Alemanha) e estocados em tampao PBS 0,2 M. Uma fatia em 8 séries aleatdria foram
coletadas para andlise. Uma dupla marcacdo imuno-histoquimica (NeuN e GFAP) foi
realizada para identificar neurénios e células gliais. Nucleos em geral foram observados

com a coloragdo DAPI. As sec¢des foram incubadas por 48 horas a 4 °C com anticorpo
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policlonal anti-GFAP (coelho) (Dako, Reino Unido, 1:500) e anti-NeuN (coelho)
(Chemicon, 1:500) em PBS-Tx contendo 2% de BSA. Depois de ser lavado véarias vezes
com PBS, as sec¢des foram incubadas com anticorpos conjugados anti-alexa 594nm
(coelho) e anti-alexa 488nm (camundongo) por 24 horas a 4 °C. Posteriormente as fatias
foram coradas com DAPI (0,0001% - Milipore) para marcagao dos nucleos. Apos 24 horas
as secgOes foram colocadas sobre laminas com o reagente FluorSave (Calbiochem). Para
determinar a densidade de fluorescéncia, os cortes foram fotografados com um sistema de
microscopia de fluorescéncia Confocal (Olympus FV1000) e analisados utilizando o

software Image J.

Western Blotting

Os homogeneizados de hipocampo foram preparados utilizando 25 mM Hepes (pH
7,4) e 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) contendo coquetel de inibidores de protease e
fosfatase. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10000g, por cinco minutos, 0s
sobrenadantes foram coletados e a quantidade de proteina foi quantificada de acordo com
Peterson GL, 1977. As amostras foram normalizadas a 2 pg proteina/uL de tampao de
amostra (4% SDS, 2,1mM EDTA, 50mM Tris e 5% - mercaptoetanol) e posteriormente
submetidas a eletroforese (20 — 60 pg proteina/pogo) em gel de poliacrilamida de 10 - 16%
e eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose. Ligacdes ndo especificas foram
bloqueadas com tampao Tween—Tris (TTBS, 100 mM Tris—HCIL, pH 7.5) contendo 5 % de
albumina bovina por 2 h. As membranas foram incubadas por 24h a 4°C com anticorpos
policlonais primarios PARP (cell signaling ; 1:1000) e B — Act (Sigma; 1:2000). Apés 3

lavagens de 10 min. cada, com TTBS, as membranas foram incubadas com anticorpos
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secundarios conjugados com peroxidase contra coelho 1:2000 e 1:2000 contra camundongo
(B-actina), durante 24 h a 4°C (GE Healthcare). Apds 3 lavagens de 10 min. cada, com
TTBS, a quimioluminescéncia das amostras foi detectada utilizando filme de raio-x. O
filme foi escaneado e a intensidade de luz da banda foi analisado usando o software Image J
(desenvolvido em  U.S. National Institutes of Health diponivel em

http://rsb.info.nih.gov/nih-image).

Analise estatistica

Os dados comportamentais foram analisados utilizando analise de medidas repetidas
de variancia (ANOVA) seguido pelo pods teste de Tukey. Para avaliar o efeito da insulina
entre os grupos, foi realizado um teste t Student. Para analisar as diferencas entre as idades
utilizou-se ANOVA de uma e duas vias. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos em p <0,05.
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6. Legendas das Figuras

Figura 1: Avaliacdo da locomog¢do espontanea de ratos jovens e velhos submetidos ao

tratamento com insulina icv no Campo Aberto. Animais velhos se locomoveram menos que

animais jovens (p<0,05).

Figura 2: Avaliacdo do aprendizado espacial de ratos jovens e velhos submetidos ao

tratamento com insulina icv pela metodologia de Lairinto Aquatico de Morris durante 5

dias de treinamento — fase de aquisicdo da memdria (A) e no sexto dia do teste - fase de

26



reten¢do (dia teste) (B). Animais jovens tratados apresentaram melhora na performance no

teste tanto na fase de aquisicdo como na fase de retengdo (p<0,05) .

Figura 3: Andlise imunohistoquimica de neurdnios (A), astrocitos (B) e nucleos (C) na
sub-regido CA1 do hipocampo. O envelhecimento diminuiu a quantidade de neurdnios na
regido CAl do hipocampo e a insulina foi capaz de reverter esse efeito (A). O tratamento
com insulina icv aumentou a reatividade glial em ratos velhos (B). A quantidade total de
nucleos parece estar diminuida em ratos velhos e a insulina icv aumentou a fluorescéncia da

marcag¢do para nicleos somente em animais jovens (p< 0,05).

Figura 4: Andlise imunohistoquimica de neurdnios (A), astrocitos (B) e nucleos (C) na
sub-regido CA3 do hipocampo. O envelhecimento diminuiu a quantidade de neurdnios na
regido CA3 do hipocampo e a insulina ndo reverteu esse efeito (A). O envelhecimento
aumentou a reatividade glial em ratos velhos (B). A quantidade total de ntcleos ndo foi
alterada com o envelhecimento nem com o tratamento com insulina icv na sub-regido CA3

do hipocampo (p< 0,05).

Figura 5: Andlise imunohistoquimica de neurdnios (A), astrocitos (B) e nucleos (C) na
sub-regido GD do hipocampo. O envelhecimento diminuiu a quantidade de neuronios na
sub - regido GD e a insulina reverteu esse efeito (A). O envelhecimento ndo alterou a
reatividade glial dos animais (B). A quantidade total de ntcleos ndo foi alterada com o
envelhecimento nem com o tratamento com insulina icv na sub-regido GD do hipocampo

(p<0,05).

27



Figura 6: Analise por Western Blooting do imunocontetido de PARP / 3-Act. O tratamento
foi capaz de diminuir esse parametro somente em ratos velhos a niveis semelhantes a ratos

jovens controles (p< 0,05).
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POLICY ISSUES

When experimental animals are used, the methods section must clearly indicate that
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November 1986 (86/609/EEC), or with the animals for experimental procedures.
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