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Resumo

O diabetes mellitus tipo | é uma enfermidade autoimune relacionada com
anormalidades genéticas, influenciada por fatores ambientais, que resultam
na destruicao de células B-pancreéticas, mediadas por células T. O diabetes
durante a gravidez aumenta o risco a alteragdes no sistema nervoso central.
O processo de gliogénese é importante para o desenvolvimento e
funcionamento do SNC e comec¢a na segunda semana de gestacdo, em
ratos. A glia € composta por astrocitos, oligodendrocitos, células ependimais
e microglia. Os astrécitos sdo as células mais abundantes e responsaveis
pela integracdo do cérebro com o sistema vascular e imunolégico, estando
relacionados com as fun¢des cognitivas, além de uma importancia fisica e
estrutural na barreira hemato-encefalica. Duas proteinas astrociticas foram
estudadas aqui: a proteina glial fibrilar acida e a S100B, uma proteina
ligante de calcio, produzida e secretada por astrécitos. A S100B esta
envolvida na comunicacdo neurdnio-glia, possuindo propriedades
neurotroficas ou neurotoxicas de acordo com a concentracao extracelular. A
expressdo da proteina glial fibrilar acida € essencial para a estrutura
encefalica e para a integridade da barreira hemato-encefalica. Assim
avaliamos essas proteinas gliais na prole oriunda de maes diabéticas (PoD)
no desenvolvimento corporal e do sistema nervoso central. Foram utilizadas
ratas Wistar-Kyoto diabéticas induzidas por estreptozotocina para obtencéo
da prole. As fémeas diabéticas induzidas apresentaram ninhadas menores
do que o controle, e os filhotes apresentam menor peso ao nascer. A
hiperglicemia materna induz aumento da producao insulinica no feto, que
leva a um quadro de hipoglicemia pés-natal. Os niveis glicémicos do PoD
foram superiores ao controle (PoC) com 1 dia, e inferiores com 21 dias. A
mensuracdo da proteina S100B no soro de animais PoD14 apresentou
diminuicdo em relacdo ao controle. A S100B no liquor mostrou valores
foram maiores no PoD7. Ja a S100B no hipocampo mostrou um
crescimento progressivo, com diminuicdo no PoD14 e um aumento no
PoD28. Na quantificacdo da proteina glial fibrilar acida os animais do grupo
PoD7 e PoD14 apresentaram valores menores, em seguida 0s niveis
comecaram a subir. No teste de campo aberto os animais PoD
apresentaram comportamento ansioso. Ja no reconhecimento de objetos os
ratos PoD exploraram menos o objeto novo, tanto na memoria de curta
como de longa duracdo. As mudancas astrogliais observadas nos animais
do grupo PoD estdo muito provavelmente relacionadas a alteracbes da
plasticidade neuroglial e ao déficit cognitivo observado.



Abstract

The type | diabetes mellitus is an autoimmune disease associated with
genetic abnormalities, influenced by environmental factors which result in
the destruction of pancreatic B-cells, mediated by T cells. Diabetes during
pregnancy increases the risk of changes in the central nervous system. The
gliogenesis process is important to the development and functioning of the
central nervous system and starts the second week of rat gestation. The glia
is composed of astrocytes, oligodendrocytes, ependymal cells and microglia.
The astrocytes are more abundant cells and responsible for the integration
of the brain with vascular and immune systems, being connected with the
cognitive functions, as well as a physical and structural importance of the
blood-brain barrier. Two astrocity proteins were studied: glial acidic fribrilar
protein and S100B, a binding protein of calcium produced and secreted by
astrocytes. S100B is involved in neuron-glia communication, having
neurotoxic or neurotrophic properties according to the extracellular
concentration. Expression of glial acidic fribrilar protein is essential for brain
structure and integrity of the blood-brain barrier. So we evaluated this glial
proteins the offspring derived from diabetic mothers (PoD) on body
development and central nervous system. Wistar-Kyoto rats with diabetes
induced by streptozotocin to obtain offspring. Induced diabetic females had
smaller litters then the control, and the offsprig have a lower birth weigth.
Maternal hyperglycemia induces increased insulin production in the fetus.
Blood glucose levels were higher in PoD than the control (PoC) with 1 day
and less than 21 days. The measurement of S100B protein in PoD14 animal
serum showed a decrease compared to the control. The S100B in
cerebrospinal fluid showed values were higher in PoD7. Since S100B in the
hippocampus showed a progressive increase with decrease in PoD14 and
increase in PoD28. Glial acidic fribrilar protein quantification in animals of
PoD7 and PoD14 group showed lower values, and then levels began to rise.
In the open field test the PoD animals showed anxious behavior. Since the
object recognition (RO) least rats explored the new object in both short and
long term memory. Induced diabetic females had smaller litters than the
control, and the chicks have a lower birth weight. Maternal hyperglycaemia
induces increased insulin production in the fetus, which leads to a postnatal
hypoglycemia. The variations observed in the animals of group PoD caused
biochemical changes related to astroglial plasticity, which caused cognitive
impairment.



Lista de abreviaturas

BHE — barreira hemato-enceféalica

G — gestagéao

GFAP — proteina glial fibrilar acida

PN — pés-natal

SNC - sistema nervoso central

STZ - estreptozotocina



1. Introducdao

1.1.Desenvolvimento bioldgico de ratos

O uso de animais de laboratdrio é muito importante para a pesquisa
biomédica. Ratos tém sido utilizados na pesquisa cientifica desde o século
XVII, porém o desenvolvimento destes como um modelo animal de laboratorio
para a pesquisa ocorreu somente em 1906 pelo Instituto Wistar. A escolha
desta espécie, em especial, se deve as suas caracteristicas como pequeno
tamanho, docilidade, curto tempo de gestacdo e baixo custo de manutencgéo
guando comparada a outras espécies (Sengupta, 2015).

Desprovido de pelos e com os olhos fechados, os ratos nascem com
peso médio de 5,5g. Até o 14° dia de vida, sdo totalmente dependentes
nutricionalmente da mae, quando entao inicia a exploracdo do alimento sdlido.
Contudo, a maior parte de seus nutrientes € recebida pelo leite materno até o
21° dia, apresentando ao desmame um peso que pode variar de 33g a 55g
(Sengupta, 2015).

Os primeiros 12 dias poés-natal (PN) dos ratos sdo comparados ao
periodo final da gestagdo em humanos (Quinn, 2005). O pico de crescimento
do encéfalo é entre o PN7 e PN8 (Dobbing and Sands, 1971), e o
desenvolvimento completo ocorre apenas aos 60 dias de vida, quando o animal
ja é considerado adulto (Dekaban and Sadowsky, 1978). Os ratos
desenvolvem-se rapidamente durante a infancia e tornam-se sexualmente
maduros com cerca de seis semanas de idade (Andreollo et al., 2012). A

velocidade maxima de crescimento ocorre aos 35 dias de idade nas fémeas e



aos 42 dias no macho, e a puberdade aparece aos 35 dias de vida em ambos

os sexos (Dobbing and Sands, 1971; Lapchick et al, 2009).

1.2. Desenvolvimento celular do sistema nervoso central em ratos

Os ratos apresentam um extensivo desenvolvimento neurolégico pos-
natal (Dobbing and Sands, 1979). A neurulacdo é o processo de formacgéo dos
precursores de células do cérebro e da medula, que ocorre em torno do 6° dia
de gestacdo (G). O tecido ectodérmico da notocorda forma o tubo neural que
se apresenta completo em G10,5 (Rice and Barone, 2000). Em G7 éareas
especificas do SNC comecam a se formar com a neurogénese e migracao
celular no prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo seguida de uma
sequéncia de processos de desenvolvimento, incluindo a proliferacéo,
migracdo, diferenciagcdo, sinaptogénese, apoptose, e mielinizacdo
(Herschkowitz et al., 1997; Vorhees, 1986).

A proliferacdo € um processo altamente regulado e o inicio varia de
acordo com a regidao do SNC. No hipocampo, por exemplo, tem inicio em G15,
sendo que o giro denteado apresenta proliferacdo também no periodo pos
parto (Bayer, 1980). A migracdo das células proliferadas ocorre da zona
ventricular e outras camadas germinativas ocorrem no neocortex medial/dorsal
e outras regides do cérebro anterior (O’Rourke et al., 1992). Por volta de G16 e
G17 as primeiras células iniciam a formacédo do neocortex. ApOs este periodo
até o final da gestacéo, a placa cortical se torna mais espessa a medida que
mais células migram da zona ventricular. A neurogénese pos-natal no giro
denteado hipocampal pode ser influenciada por horménios, neurotransmissores
e fatores de crescimento. Muitos desses elementos tém um potencial impacto

no aprendizado e na memoria de adultos. As primeiras duas semanas apos o
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nascimento sdo as mais sensiveis e coincidem com méaxima producdo de
células (Watson et al., 2006).

Quanto a diferenciacdo dos neuroblastos pode ser definida como o
processo de expressdo de um fendétipo especifico. A fase inicial comega assim
gue 0s precursores neuronais completam sua ultima divisdo, estando prontos
para a migracao para a placa cortical (Eagleson et al., 1997; McConnell, 1990).
Fatores ambientais podem influenciar o processo de diferenciagéo, a migracao
dos neurbnios juntamente com a interacdo de sinais extracelulares e
intracelulares iniciam a expressdo de genes especificos que irdo influenciar o
fenotipo neuronal ou glial (Vallés et al., 1996). As sinapses s&o as responsaveis
por quase toda a comunicacdo célula-célula (Bailey and Chen, 1991), e
amadurecem ao longo das primeiras 3 semanas poés-natal. A sinaptogénese
consiste em alteracbes bioquimicas e morfolégicas pré e pds sinapticas.
Compatibilidade fisico-quimicas desses elementos e o tempo correto de
exclusdo de conexdes inapropriadas sado essenciais para a maturacdo das
conexdes sinapticas (Jacobson, 1991).

Os processos de gliogénese e mielinizacdo sdo essenciais para o0
funcionamento e desenvolvimento normal do SNC, sendo a glia e as células de
Schwann importantes para esse evento. A glia € composta pelos elementos
nao-neurais do SNC, e pode ser dividida em dois grupos de acordo com a
linhagem celular: macroglia (astrécitos, oligodendrocitos) a qual surge do
ectoderma, e a microglia que é originaria de linhagens de mondcitos-
macrofagos (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007; Ventura and Goldman,
2006). As célula da glia sdo capazes de proporcionar uma fonte de energia

metabdlica e de fatores de crescimento/neurotrofico. Estdo envolvidas na



regulagcdo da plasticidade sinaptica, modulacdo da excitabilidade neuronal,
modulacdo e receptacdo de neurotransmissores, e na retransmissao de
informacdes, entre outras fungdes (Elsayed and Magistretti, 2015).

Os astrocitos, células gliais mais abundantes no SNC, apresentam
diferentes padrdes morfoldégicos que refletem sua especializagdo funcional
dependendo da regido do SNC. Na substancia branca os astrocitos assumem
forma estrelar; j& na matéria cinzenta encontramos uma forma menos
complexa deste tipo celular. Podemos encontrar nos nichos de células tronco
do cérebro astrocitos ependimais que sdo corados positivamente para proteina
fibrilar glial &cida (GFAP). A glia radial, encontra-se na zona ventricular, e
fornece sustentacdo para a migracao de neurdnios durante o desenvolvimento
do cérebro e os astrécitos perivasculares, também apresentam coloracdo +
para GFAP e tem estreita relacdo com os vasos sanguineos (Claycomb et al.,
2013).

As funcgdes astrociticas envolvem, principalmente, a modulacado local do
processamento de informacdes dentro de uma sinapse, a integracdo do
cérebro com o sistema vascular e imunoldgico, estando diretamente
relacionados com as funcdes cognitivas, além de uma importancia fisica e
estrutural na barreira hemato-encefalica (BHE).

Ja os oligodendrdcitos sao células menores e menos ramificadas que 0s
astrocitos E podem ser divididos em dois tipos: perineurais, que estéao
localizados na substancia cinzenta, e interfasciculares, encontrados na
substancia branca (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007). A principal funcéo
atribuida a este tipo celular é a formacédo de mielina, para o isolamento dos

axonios, permitindo rapida velocidade de conducédo do potencial de acdo (Miller



et al.,, 2012; Zhang and Sejnowski, 2000). Ao aumentar a velocidade e a
efichcia da transmissdo, a mielinizagcdo permite a sincronizacdo de redes
neurais, que estdo na base dos repertdrios cognitivos e comportamentais, um
processo vital para o funcionamento do cérebro (Haroutunian et al., 2014).
Além disso, os oligodendrdcitos também expressam fatores de crescimento,
juncdes GAP e fornecem energia sob forma de lactato (Byravan et al., 1994;
Orthmann-Murphy et al., 2008).

As células da micrdglia sdo os macrofagos do SNC, portanto, estédo
relacionadas com a defesa e manutencdo do SNC , envolvidas no refinamento
de circuitos neuronais e na neuroinflamacéao (Chu et al., 2010). Em resposta a
um agente patogénico ou a lesdo, hd uma mudanca morfolégica em que elas
proliferam, migram para o local da lesdo e fagocitam células danificadas. Elas
também estdo envolvidas na ativagdo do sistema imunolégico por fatores como

citocinas e quimiotaxicos para promover a protecdo neuronal (Ginhoux et al.,

2013).
Figura 1. Principais eventos do desenvolvimento do SNC de roedores.
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Fonte: Adaptado de Rice and Barone (2000)



1.3. Alteragdes astrogliais durante o desenvolvimento

A proteina ligante de célcio, S100B, é expressa e secretada por
astrocitos, apresentando alvos envolvidos na regulacdo da proliferacéo,
diferenciacdo e plasticidade do citoesqueleto. Essa proteina tem atividades
funcionais intracelulares como a regulacdo do metabolismo de energia,
crescimento, divisdo e comunicacdo celular, bem como manutencéo
homeostase do calcio (Donato, 2001). Ela também pode exercer funcdes
extracelulares como, por exemplo, estimular a proliferacdo de células neurais e
a plasticidade sinaptica (Nishiyama et al., 2002).

Sabe-se que, extracelularmente, a S100B estd envolvida na
comunicacdo neurbnio-glia, possuindo propriedades neurotroficas ou
neurotoxicas de acordo com sua concentracdo. Em niveis nanomolares, a
S100B apresenta efeito pré- sobrevivéncia em neurénios e atua favorecendo o
crescimento de neuritos (Donato et al., 2009), enquanto que em concentracdes
micromolares, exerce efeitos neurotoxicos estimulando a producéo e secrecdo
de citocinas proé-inflamatérias e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo
(Van Eldikand Wainwright, 2003). Por outro lado, niveis sanguineos de S100B
podem ter origem em outros tecidos que ndo somente o cerebral. Apesar de
estar presente em maior quantidade no cérebro (95%), essa proteina pode ser
detectada em adipdcitos, condrdcitos e cardiomidcitos, mas ndo secretada
ativamente por estas células (Mazzini et al., 2005).

Em estudo realizado em humanos, Portela et al., (2002) sugerem que as
concentracbes de S100B em neonatos e criancas Sdo0 maiores quando

comparadas com individuos mais velhos, provavelmente pelo continuo
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desenvolvimento neurolégico que ocorre nesta etapa da vida, como a
proliferacdo e maturacdo glial, extensdo dos neuritos e a formagcdo das
sinapses.

A GFAP pertence a familia das proteinas do citoesqueleto, sendo um
importante modulador da motilidade celular e forma dos astrécitos, por prover
estabilidade estrutural aos processos astrociticos. A expressao dessa proteina
€ essencial para a estrutura encefélica e para a integridade da BHE, podendo
haver desmielinizagdo do SNC na sua auséncia. De acordo com o avango da
idade, essa proteina tem seus niveis aumentados (Liedtke et al., 1996). A
gliose € um evento que ocorre apos o dano tecidual no SNC, caracterizada por
um grande numero de astrocitos na regido e uma rapida sintese de GFAP
(Norton et al., 1992).

Segundo Glaser et al. (2015) ratos jovens com cetoacidose diabética
apresentam os valores séricos de S100B significativamente menores quando
comparados a ratos saudaveis e hiperglicémicos. Porém, apdés 72h do
tratamento com insulina, 0s niveis tornam-se similares aos animais
hiperglicémicos, contudo ainda reduzidos se comparados ao grupo controle,

demostrando altera¢cBes na funcao glial, mas ndo de perda de células gliais.

1.4. Diabetes mellitus tipo |

O diabetes mellitus tipo | (DM1) ou diabetes dependente de insulina é
uma enfermidade autoimune relacionada com anormalidades genéticas, mas
também influenciada por fatores ambientais, que resultam na destruicdo de
células B-pancreaticas, mediadas por células T (Barbosa and Santamaria,
1989; Sesterheim et al., 2007). A doenca se manifesta geralmente na infancia

ou adolescéncia, tendo uma taxa de destruicdo de células T mais rapida,
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guando comparada a taxa que ocorre em adultos. Individuos mais jovens
podem apresentar cetoacidose como a primeira manifestacdo da doenca, ou
ainda hiperglicemia em jejum que evolui rapidamente, em casos de infec¢cdo ou
estresse, para hiperglicemia e/ou cetoacidose grave (Introduction Diabetes
Care, 2015).

As taxas de malformacgdes congénitas e mortalidade perinatal de filhos
de mulheres diabéticas s&o altas quando comparadas a mulheres néo
diabéticas. Além disso, as alteracBes sdo similares entre os tipos de diabetes
(tipo I, tipo Il e gestacional), sugerindo que as anormalidades sdo mais
dependentes dos niveis de glicose e controle da enfermidade do que com o
tipo de diabetes (Mathiesen et al., 2011; Michael Weindling, 2009; Moore et al.,
2002). H& aproximadamente o dobro de anomalias congénitas, principalmente
nos sistemas cardiovascular e nervoso, em filhos de maes diabéticas em
relacdo aos filhos de mées néo diabéticas, e a taxa de mortalidade perinatal é
cerca de trés vezes superior no grupo de filhos de mées diabéticas (Macintosh
et al. 2006).

Para o estudo do DM1, existem diversos modelos animais, dentre eles
camundongos, ratos, coelhos, caes, gatos, suinos e primatas ndo humanos
(Nelson and Reusch, 2014; Sakata et al., 2012; Saleem Mir et al., 2015; Zhu et
al., 2014). O modelo de diabetes pode se apresentar de forma espontanea,
através de técnicas de engenharia genética ou de métodos farmacologicos
(Kirsten et al., 2010; Van Belle et al., 2009). O diabetes experimental induzido
farmacologicamente com estreptozotocina (STZ) em ratos tem sido utilizado

para avaliacfes neuroldgicas (Chmiel-Perzynska et al., 2014; Xue et al., 2014).
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1.4.1. Diabetes durante a gestacéo e o desenvolvimento neuronal

Como resultado de dietas de alto teor calorico e sedentarismo, o
diabetes estad se tornando prevalente. Em adicdo aos seus efeitos adversos
nos sistemas cardiovascular e nervoso periférico, esta doenca parece afetar
negativamente o SNC, aumentando o risco de depressao e deméncia (Messier,
2005). Humanos com diabetes tipo 1 (causada por deficiéncia de insulina) ou
tipo 2 (mediada pela resisténcia a insulina) mostram alteracdes tipicas da
funcdo cognitiva em comparacdo com nédo diabéticos (Greenwood and
Winocur, 2005). Biessels e colaboradores constataram um desempenho
prejudicado nos testes de habilidade de aprendizagem espacial em modelos
animais com diabetes tipo 1 experimental (injecdo Unica intraperitoneal de
STZ), (Biessels et al., 1998). A indugdo de DM1 em ratos adultos resulta em
alteracGes na BHE.

O diabetes durante a gravidez € acompanhado por aumento do risco de
complicagbes e malformacgdes fetais, incluindo a sindrome do desconforto
respiratorio, macrossomia, organomegalia, complicacbes metabdlicas e
hematolégicas (ter Braak et al., 2002). Os defeitos mais comuns s&o
encontrados no SNC, coracdo, rins e no sistema esquelético (Mills, 1982). Em
ratos, o diabetes pré-gestacional esta relacionado com as seguintes alteracoes:
alta dificuldade de conceber, maior nimero de abortos espontaneos, disturbios
feto-placentarias, mortalidade perinatal e malformacdes congénitas (Salazar
Garcia et al.,, 2015). Nos seres humanos, as criangcas de maes diabéticas

podem apresentar anomalias que incluem dificuldades motoras, déficit de
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atencdo, defeitos de aprendizagem e também o risco de desenvolver
esquizofrenia durante a adolescéncia (McElduff et al., 2005).

O desenvolvimento do cérebro fetal, durante a gestacdo, requer um
aporte adequado de nutrientes que favoregca 0sS processos de sinapses e
mielinizagdo dos neurdnios (Bonilla et al., 2012; Georgieff, 2007). A glicose se
enguadra nestes nutrientes essenciais, pois ela atravessa a barreira placentaria
para dar suporte energético ao feto. Porém em fetos de mulheres com valores
glicémicos mal controlados, hd uma alta concentracao de glicose. Esta situagéo
€ compensada pelo feto através de hiperinsulinemia, que acarretam futuras
complicagbes metabolicas influenciando no controle da ingesta e do peso
corporal, além disso, o excesso de insulina leva a episédios de hipoglicemia,

que podem produzir danos irreversiveis ao SNC (Plagemann, 2011).

1.4.2. O papel da glicemia no desenvolvimento do sistema nervoso

central

Ha evidéncias de que o meio intrauterino e o periodo pdés-natal
hiperglicémicos podem causar predisposicdo para o desenvolvimento de
desordens na vida adulta. A hiperglicemia € conhecida por afetar
negativamente a estrutura e a funcdo do SNC em ratos jovens (Suzuki et al.,
2004; Vlassara and Palace, 2002). Ainda, no periodo infantil pode danificar
severamente a estrutura do hipocampo apresentando limiares convulsivos mais
baixos (Abdelmalik et al., 2005). Niveis elevados de glicose extracelular estdo
associados a um aumento de alteracfes neuronais, danos a células da glia (Li
et al., 1998), dano oxidativo no SNC (Aragno et al.,, 2000), e aumento da
formacéao de radicais livres de oxigénio (Baydas et al., 2002). Foi demonstrado

gue os danos oxidativos e de morte neuronal, provocados pela hiperglicemia
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experimental em ratos, induzida por STZ, levam a alteragbes no hipocampo e
no neocortex que, do ponto de vista comportamental, sdo refletidas como
déficits de memoéria (McEwen et al., 2002).

A hipoglicemia grave recorrente parece nao ter efeito negativo sobre a
funcdo cognitiva em jovens com diabetes tipo 1 (Austin and Deary, 1999;
Malone et al., 2008). Por outro lado, apdés um episodio de hipoglicemia em
ratos jovens com 25 dias de idade, ha morte de neurdnios corticais, levando a
disfuncdo singptica e a prejuizos cognitivos (Kamiyama et al. 1965).
Comparado com o PN28 e adultos, o SNC de PN7 e PN14 tém menor
necessidade de energia, reservas de glicogénio mais elevadas e séo capazes
de realizar transportes eficientes com a utilizagdo de substratos de energia ndo
glicidicas, como os corpos cetdnicos (Ennis et al. 2008).

Figura 2: Hipotese da programacéo perinatal (adaptado de Dorner and
Plagemann, 1994)
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Diante destas evidéncias, fica clara a importancia de se explorar os
fatores predisponentes como o diabetes mellitus tipo | durante a gestacéo, suas

interferéncias nos prejuizos estrutural e funcional do SNC e consequentes
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comprometimentos nos dominios cognitivos, visando uma melhor compreensao

dos efeitos da doenca sobre os fetos e a busca por possiveis tratamentos.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Avaliar as proteinas associadas a plasticidade astroglial ao longo do

desenvolvimento de ratos oriundos de fémeas diabéticas.

2.2. Objetivos especificos

— Padronizar o modelo de diabetes induzido por STZ em ratos da

linhagem Wistar Kyoto;

— Avaliar a evolugéo glicémica e ponderal da prole de fémeas

diabéticas ao longo do tempo: 1, 7, 14, 21 e 28 dias de idade;

— Avaliar o contetdo de S100B sérica, liquorica e hipocampal na

prole nestas mesmas idades;

— Avaliar o contetudo de GFAP hipocampal,

— Avaliar o comportamento cognitivo, motor e de ansiedade da prole

aos 28 dias de idade.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Este estudo foi realizado no Biotério do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de outubro a dezembro
de 2015. Foram utilizados ratos reprodutores da linhagem Wistar-Kyoto (10
fémeas e 5 machos), com 60 dias de idade, provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
objetivando a producéo de seis filhotes por grupo experimental.

Os animais foram criados e mantidos em padrdo sanitario convencional,
com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro (07:00/19:00) e temperatura
controlada (21 a 24°C). Foram mantidos em gaiolas devidamente identificadas,
com dimensbes de 41 x 34 x 16cm, em cama de maravalha
de pinus selecionada e autoclavada e alimentados com ragdo balanceada
padréo para roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e agua ad libitum.

As avaliacOes foram realizadas sob normas de ética para pesquisa em
modelos animais, com cuidados especiais para a utilizacdo do menor numero
destes e para manejo da dor e sofrimento. Todos os procedimentos realizados
estavam de acordo com o preconizado pela Lei Arouca (lei n° 11.794, de 08 de
outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA que dispbe sobre
procedimentos e métodos de eutanasia em animais entre outras providéncias,
e pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério

(SBCAL/COBEA, 2015).
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3.2. Padronizacdo do modelo de diabetes e obtencéo dos filhotes

As fémeas reprodutoras foram divididas em dois grupos: grupo controle
(GC) e grupo diabética (GD). Apés ambientacdo, as fémeas de ambos grupos
permaneceram em jejum por trés horas durante o fotoperiodo claro para a
mensuracdo da glicemia sanguinea através de glicofitas em monitor de
glicemia (Accu-ChekAdvantage Il- RocheO), em sangue da porcdo distal da
cauda.

Para formacdo do GC, foram incluidas as fémeas que apresentaram
valores glicémicos entre 92 — 115 mg/dL. Ja para a formacdo do GD, as demais
fémeas receberam uma injecdo Unica de estreptozotocina (Sigma, St. Louis,
MO, USA) na dose de 60 mg/kg, diluida em 1 mL de tampéao citrato 0,01M, pH
4,2, pela via intraperitoneal. Apdés 72 horas de inducédo, foi realizada nova
afericdo da glicemia. Foram consideradas diabéticas as fémeas que
apresentaram valor glicémico superior a 250mg/dL.

Para a obtencdo da prole, as fémeas foram acasaladas através do
sistema Brother & Sister, mantendo a isogenicidade, na propor¢cao de um
macho para duas fémeas (1:2). Para tanto, foram alocadas em cada caixa uma

fémea do GD, uma do GC e um macho higido devidamente identificados.

Confirmada a gestacéo, os grupos GC e GD foram divididos em cinco
subgrupos de acordo com o tempo de avaliacdo proposto da prole produzida

(Tabela 1). Apos o parto, os filhotes eram observados diariamente.
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Tabela 1 — Subgrupos experimentais e tempo de vida da prole

analisada.
Idade da prole Prole oriunda de Prole oriunda de
(grupo n=6) fémeas Controle = fémeas Diabéticas
1 dia (24 horas) PoC1 PoD1
7 dias PoC7 PoD7
14 dias PoC14 PoD14
21 dias PoC21 PoD21
28 dias PoC28 PoD28

3.3. Avaliacéo da prole

3.3.1. Avaliacédo ponderal e glicémica
De acordo com o periodo experimental, conforme item 2.2., diariamente
ou semanalmente, foram realizadas a pesagem, em balanca analitica, e

mensuracao glicémica dos subgrupos.

3.3.2. Conteudo de S100B

A proteina S100B foi quantificada, pelo método ELISA, de acordo com
Leite (2008). A proteina foi avaliada em amostras de soro, liquor e fatias
hipocampais. As amostras (50 pL) juntamente com tampéao tris (50 pL) foram
incubadas por duas horas em uma placa pré-incubada com o anticorpo anti-
S100B monoclonal (SH-B1). Apods, foram incubadas por 30 minutos com anti-
S100B policlonal e, entdo, com o anti-rabbit, conjugado com peroxidase, por
mais 30 minutos. A reacdo colorimétrica com o fenilenediamina (OPD) foi
medida em 492nm. O valor de concentracdo de S100B foi calculado a partir da
comparacao das absorbancias das amostras com uma curva padréo de S100B,

variando de 0,002 — 1 ng/mL.
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3.3.3. Quantificac&o de Proteina Fibrilar Glial Acida (GFAP)

O contetudo de GFAP foi quantificado por ELISA, conforme Tramontina
et al. (2007), com as amostras de hipocampo (100 pL). Foi realizada a
incubacdo com um anticorpo policlonal anti-GFAP de coelho durante uma hora
seguida de incubacdo com um anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, a temperatura ambiente. Em seguida, a rea¢do colorimétrica com
OPD foi medida em 492 nm. O valor de concentracdo de GFAP foi calculado a
partir da comparagdo das absorbéncias das amostras com uma curva padréo
de GFAP, variando de 0,1 a 10 ng GFAP, e entdo calculadas a porcentagem do

grupo prole de diabéticas em relacdo ao grupo prole de controles (100%).
3.3.4. Avaliagdo comportamental

A avaliacdo comportamental foi realizada aos 28 dias de idade.
Primeiramente, foi realizado o teste do campo aberto, o qual permite avaliar
possiveis alteracfes motoras e comportamentos ansiogénicos, além de permitir
a ambientacdo dos animais ao local que serd realizado o teste cognitivo. O
teste ocorreu em sala com 30 lux de iluminacéo, dentro de caixas com paredes
e piso pretos, com as seguintes dimensdes de 65 x 45 x 45 cm. A arena foi
virtualmente dividida em area periférica e area central. Cada rato foi colocado
no canto inferior direito, de costas para o centro do campo aberto, e deixado
livremente durante 5 minutos para a exploracdo. Depois, o rato foi transferido
de volta para sua gaiola e a arena foi higienizada com alcool 70%. Uma
camera de video, instalada acima da arena, foi conectada a um notebook e a
um sistema de analise de movimento de monitoramento de video (Any-maze),

gue mediu a distancia total percorrida (cm) e o tempo em movimento (s). Além
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disso, foi manualmente mensurado o tempo gasto na area central e periférica
(s) (Ramirez-Lopez et al., 2016).

Para a avaliacdo do comportamento cognitivo, foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos, descrito por Borsoi et al. (2015). O teste ocorreu
dentro da mesma arena utilizada para o campo aberto. Os objetos utilizados
para o reconhecimento foram confeccionados em vidro, plastico e metal. O
teste consistiu-se de trés sessdes: treino, 2 horas apos o treino (memoria de
curta duragéo) e 24 horas ap0s o treino (memoria de longa duracdo). No treino,
gue ocorreu 24 horas ap0s a sessdo do campo aberto, o animal foi exposto a
dois objetos idénticos (A) por cinco minutos. Apds duas horas, o animal foi
exposto a dois objetos diferentes, um familiar (A) e um novo (B), também por
cinco minutos. Por fim, ap6s 24 horas do treino, o animal foi exposto
novamente ao objeto familiar (A) e outro objeto novo (C), durante cinco minutos
(Figura3). Durante este teste, admite-se que o animal deve explorar o objeto
novo (B e C) por pelo menos 50% do tempo, ou seja 2,5 minutos, mostrando
assim, capacidade de reconhecimento do objeto familiar (A), tanto nas provas
de curta e longa duracédo da memoaria.

Figura 3: Demonstracdo da avaliacdo em campo aberto e do
reconhecimento de objetos no treino, 2 horas e 24 horas apoés o treino.

Campo Aberto Reconhecimento de objetos
Periferia (TREINO) (2 HORAS) (24 HORAS)
Centro
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3.4. Avaliacao estatistica

Os dados foram armazenados e analisados pelo suplemento de anélise
estatistica do programa Excel® 2010, além do software Grapgpad Prim versdo
6. Os dados foram apresentados em M £ EP; foram usados o teste t, teste de

correlacdo e de regresséo linear (p<0,05).

4. Resultados

4.1. Padronizacdo do modelo de fémeas diabéticas

O desenvolvimento do modelo de diabetes em ratas da linhagem Wistar-
Kyoto foi realizado com sucesso. ApOs a indugdo com STZ, as 5 fémeas
apresentaram valores glicémicos acima de 250mg/dL, as quais posteriormente
foram acasaladas para obtencao dos filhotes, apresentando taxa de prenhez de
100%, detectada por volta dos 18 dias de gestacdo, através da observacao do
aumento abdominal. No dia da eutanasia dos filhotes, a glicemia das fémeas

também foi aferida para confirmar o estado hiperglicémico (Tabela 2).

Tabela 2. Valores da glicemia periférica das fémeas antes do

acasalamento.
Fémea Glicemia pré- Glicemia pos- Glicemia no dia
inducéo (STZ) inducéo (STZ) da eutanasia
1 112 319 395
2 92 289 294
3 115 347 403
4 98 271 330
5 96 258 441
6 107 158 -
7 101 110 -
8 o8 123 -
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A média de filhotes nascidos das fémeas do GD variou entre 6 e 8
(M=7,6), e das fémeas do GC entre 7 e 11 (M=8,4). No grupo controle néo
houve animais natimortos ou 6bitos, jA no grupo oriundo de maes diabéticas
houve, no total, 7 ébitos em diferentes grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Valores reprodutivos das fémeas controle (GC) e diabéticas

(GC),de acordo com o tempo experimental.

1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

PoC PoD PoC PoD PoC PoD PoC PoD PoC PoD

N°de filhotes 7 8 7 7 9 6 9 8 11 8
Mortos - - - 3 - 3 - 1 - -

n final 7 8 7 4 8 3 8 7 9 8

4.2. Avaliacdo ponderal e glicémica

Os animais da PoD apresentaram menor peso no periodo de lactacdo (1
aos 21 dias de vida) em relagcédo ao grupo PoC (Tabela 4). Porém, ao 28° dia de
vida, esta diferenca nao foi estatisticamente observada (Figura 4A).

J4, na avaliacdo glicémica, os animais do grupo PoD apresentaram, em
relacdo ao grupo PoC, valores glicémicos estatisticamente superiores na idade
de 1 dia e inferiores no 21° dia de vida. Nos outros tempos néao houve diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 4B e Tabela 4).
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Figura 4: Peso corporal (A) e glicemia periférica (B) da prole nos
diferentes tempos observados. Os dados representam M + EP, *p<0,05,
**p<0,005, ****p<0,00005, comparados ao grupo controle. PoC = prole oriunda

de controles, PoD = prole oriunda de diabéticas.
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Tabela 4. Valores de n e p para peso e glicemia de acordo com os

grupos experimentais.

Tempo PoC (n) PoD (n) Peso (p) Glicemia (p)
1 28 16 0,0244 0,0053
7 30 22 0,0015 NS*
14 22 18 0,0001 NS*
21 17 15 0,0338 0,0091
28 9 8 NS* NS*

*NS: ndo significativo
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4.3. Quantificacdo das proteinas S100B e GFAP

4.3.1. S100B no soro sanguineo
Em nosso estudo, a mensuracdo da proteina S100B no soro de animais
PoD apresentou, em relagéo ao grupo PoC, diminui¢ao significativa apenas aos

14 dias de idade (Figura 5 e Tabela 5).

4.3.2. S100B no liquor
Quanto a S100B no liquor, os valores foram superiores aos 7 dias de
idade. Nos demais tempos observados, ndo houve diferenca estatistica entre

os grupos (Figura 5B e Tabela 5).

4.3.3. S100B no hipocampo

Ja& o perfil da S100B no hipocampo mostrou um crescimento
progressivo, contudo apresentou no 14° dia de vida uma diminuigdo
estatisticamente significativa no grupo PoD, retomando um crescimento,

também significativo na idade de 28 dias. (Figura 5C e Tabela 5).

4.3.4. GFAP no hipocampo

Na quantificacdo da proteina GFAP, os animais do grupo PoD
apresentaram, em relacdo ao grupo PoC (100%), valores estatisticamente
menores nas idades de 7 e 14 dias. Apés este periodo, 0s niveis comegaram a
subir e ndo tiveram diferenca estatistica em relacdo ao controle (Figura 5D e

Tabela 5).
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Figura 5:. S100B no soro (A), S100B no liquor (B), S100B no hipocampo
(C) e GFAP no hipocampo (D) da prole nos diferentes tempos observados. Os
dados representam a M + EP, *p=<0,05, comparados aos grupo controle. PoC

= prole oriunda de controles, PoD = prole oriunda de diabéticas.
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Tabela 5. Valores de n e p para S100B no soro, liquor e hipocampo,

bem como GFAP, de acordo com 0s grupos experimentais.

S100B Soro S1008B liquor S$100B hipocampo GFAP hipocampo
Tempo

PoC(n) PoD(n) p PoC(n) PoD(n) p PoC(n) PoD(n) p PoC(n) PoD(n) p

1 6 6 NS* 5 4 NS* 6 6 NS* 4 6 NS*
7 4 4 NS* 4 3 0,0403 5 4 NS* 5 4 0,0097
14 6 3 0,0484 5 3 NS* 6 3 0,0215 6 3 0,0118
21 6 6 NS* 4 5 NS* 6 5 NS* 5 4 NS*
28 6 6 NS* 6 5 NS* 5 5 0,0108 5 4 NS*

*NS: ndo significativo
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4.3.5. Correlagédo entre S100B no soro e no liquor

Analisando possivel relacdo entre os niveis séricos da proteina S100B
com o0s niveis encontrados no liquor, ndo ha evidéncias suficientes para se
afirmar que exista entre eles uma correlacdo (r=-0,18, fraca negativa) (Figura
6).

Figura 6:. Correlagéo entre S100B no liquor e no soro

Correlagao entre S100B do liquor e S100B do soro
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4.4. Avaliagdo comportamental

4.4.1. Campo aberto

Ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos nas
avaliacbes do tempo em movimento (teste t, p=0,570) e distancia total
percorrida (teste t, p=0,926) (Figura 7A e 7B). Porém, foram significativos os
valores encontrados nas avalices do tempo de permanéncia na periferia (teste
t, p=0,049) e do tempo de permanéncia no centro (teste t, p=0,049) (Figura 7C

e 7D)
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Figura 7: Tempo em movimento (A) e distancia percorrida (B) pelos
animais durante o teste de campo aberto. Tempo gasto na periferia (C) e tempo
gasto no centro (D) da arena do teste de campo aberto. Teste t ndo pareado:

*p<0,05 Resultados demonstrados em média + erro padrao da média (n= 8 por

grupo).
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4.4.2. Teste de reconhecimento de objetos

Na idade de 28 dias, as proles de méaes controle (PoC) exploraram
significativamente por mais tempo o objeto novo nas provas de 2 horas (One
sample T test, p=0,043) e 24 horas ap0s o treino (One sample T test, p=0,027).
J& as proles de maes diabéticas (PoD) ndo apresentaram diferenca entre a
exploracdo do objeto novo e do velho em 2 horas (One sample T test, p=0,143)

e 24 horas apés o treino (One sample T test, p=0,820) (Figura 8).
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Figura 8: Comparacdo dos indices de reconhecimento de objetos: (A)
prova realizada 2 horas poés-treino e (B) 24 horas pés-treino. One sample T
test: *p<0,05. Resultados demonstrados em média + erro padrdo da média (n=

8 por grupo).
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5. Discusséo

O diabetes mellitus tipo 1 tem sido associado a complicacbes a longo
prazo no sistema nervoso central e efeitos periféricos, causando disfuncdes
cognitivas no encéfalo. A hiperglicemia durante a gestacdo pode influenciar na
programacdo perinatal, porém esses efeitos ndo estdo bem definidos
(Plagemann, 2011; Sima, 2010). Desta forma, ao estudarmos os disturbios
cognitivos trouxemos a comunidade cientifica esclarecimentos sobre a
interferéncia desta enfermidade durante a gestacdo, seu risco durante os
desenvolvimentos peri e poés-natal, através das alteracdes de niveis das
proteinas astrogliais S100B e GFAP e comprovando o déficit cognitivo por
testes comportamentais.

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca auto-imune Orgao-
especifica caracterizada pela destruicdo seletiva de células-beta pancreéticas
produtoras de insulina. Compreende um grupo clinica e geneticamente
heterogéneo de doencas que apresentam, como caracteristica comum, niveis
elevados de glicemia e distarbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas devido a producdo ou acdo deficiente da insulina no organismo
(Sesterheim et al., 2007).

Modelos para estudo DM1 podem ser quimicos, utilizando
estreptozotocina (STZ) ou aloxana ou espontaneos. A STZ, antibiético e anti-
carcinogénico, € 0 agente quimico diabetogénico mais proeminente na
investigacao do diabetes, cerca de 90% dos protocolos publicados, devido a
sua citotoxicidade, causando dano no acido desoxirribo-nucléico (DNA),
depletando a Nicotina Adenina Di-nucleotideo (NAD+), que inibe a biossintese

e a secrecao de insulina, levando a morte das células beta, através da
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deplecdo de energia (Gauthier, 2014; Kirsten et al., 2010; Sakata et al., 2012).
Foram realizados estudos in vitro, com STZ, para verificar o efeito
diabetogénico nas células beta-pancreaticas. O estudo mostrou uma descarga
transitoria de glutamato descarboxilase no meio extracelular, propondo que
esta enzima poderia servir como um marcador de processos toxicos e como
um auto-antigeno para a reatividade imune (Szkudelski, 2001).

As doses usualmente utilizadas para indu¢do do DM1 estéo entre 40 e
60mg/kg pela via intravenosa, porém a via intraperitoneal também pode ser
utilizada, sabendo-se que Unica injecdo em doses menores de 40mg/kg é
ineficaz (Furlan, 2001; Szkudelski, 2001). Embora estudos relatem que, na
mesma dose utilizada em nosso estudo, cerca de 10 a 20% dos animais
morrem devido a citotoxicidade da STZ, ndo ocorreram Obitos utilizando o
protocolo com dose de 60mg/kg, pela via intraperitoneal, apds trés horas de
jejum, no inicio do periodo claro em ratas da linhagem Wistar-Kyoto.

Animais isogénicos apresentam vantagens como a uniformidade
fenotipica e genotipica, possibilitando a reducdo do numero de animais
necessarios para os experimentos (Baptista et al., 2011), porém encontramos o
fendbmeno chamado de depressdo por endogamia em que é observado uma
baixa fertilidade, uma vez que durante o desenvolvimento da endogamia,
determinados alelos desfavoraveis sédo colocados em estado homozigoto
(Benavides and Guénet, 2003). Assim, comparando a taxa de natalidade das
fémeas utilizadas em nosso estudo com os dados reprodutivos do Biotério do
Departamento de Bioquimica da UFRGS, onde a linhagem de ratos Wistar-
Kyoto produz ninhadas com média de 8 filhotes por parto, as fémeas do grupo

controle seguiram o padrao reprodutivo esperado. Ja, as fémeas diabéticas
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induzidas apresentaram prolificidade menor. Calderon et al. (1992), utilizando o
mesmo protocolo experimental em ratas, encontrou alta incidéncia de
abortamentos e mortalidade poés-natal. Em nosso estudo, duas fémeas
diabéticas apresentaram trés 6ébitos na ninhada apés o parto, e outra diabética
apresentou um 6bito.

O retardo do crescimento intrauterino (RCIU) pode ocorrer em maes
diabéticas. Um estudo com modelo gestacional induzido por STZ em ratas
mostrou que as proles dessas fémeas apresentam baixo peso na idade fetal de
21 dias (Salazar Garcia et al., 2015). Outro estudo avaliando ratas prenhes
com glicemia acima de 120mg/dL (diabetes moderado induzido por STZ)
mostrou uma alta taxa de animais com baixo peso ao nascer (Saito et al.,
2010). O mesmo foi visto por Song et al. (2012), ao avaliar a prole de ratas com
diabetes gestacional induzida por STZ e glicemia acima de 360mg/dL,
encontraram valores ponderais significativamente baixos.

Nosso estudo vai ao encontro dos resultados mencionados, pois 0s
animais do grupo PoD apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa
do peso durante a fase de lactacao (até 21 dias de idade).O RCIU pode ser
explicado por hiperglicemia materna severa (acima de 300mg/dL), que conduz
a deplecdo de pancreas fetais funcionais, que leva a reducédo na producao de
insulina, causando um insulto ao crescimento fetal (Song et al.,, 2012). Em
humanos o resultado da gravidez de mulheres com DML1 esta associada com
macrossomia, esse quadro deve-se provavelmente ao fato de que nas
mulheres o quadro de hiperglicemia € moderado (Groen et al., 2013). Estudos
em ratos mostraram que em ratas diabéticas sem controle glicémico adequado

apresentou aumento do peso da prole (Knopp et al., 1986).
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Durante a gestacao, o feto recebe glicose a partir do sangue da méae. No
caso de fémeas diabéticas nado tratadas, ha o transporte de grande quantidade
de glicose, como a insulina ndo atravessa a barreira placentaria, o feto
necessita produzir grandes quantidades de insulina (Lau et al., 2007). Tal
compensacao continua sendo vista logo apés o parto, podendo levar o animal a
um quadro de hipoglicemia (Kelly et al., 2005). Em nosso estudo, encontramos
niveis glicémicos aumentados nas primeiras 24 horas no grupo PoD,
provavelmente refletindo a hiperglicemia materna, porém no 7° e 14° dias de
vida, os filhotes apresentaram uma tendéncia a hipoglicemia, a qual foi
significativa no 21° dia quando comparados aos filhotes do grupo PoC de
mesma idade.

A proteina astroglial S100B é um marcador de astrocitos maduros do
tecido cerebral durante o periodo de desenvolvimento pos-natal (Donato, 2001;
Feoli et al., 2008). Neste estudo, encontramos no grupo PoD elevacdo dos
niveis séricos de S100B nas primeiras 24h ap6s o nascimento. Esses achados
estdo de acordo com o estudo desenvolvido por Zhou et al.,, (2015) que
mostrou niveis séricos de S100B elevados nas primeiras 24h de vida em
neonatos prematuros humanos que apresentaram injlria cerebral. Sabe-se
gue, em relagcédo ao desenvolvimento, ratos de 7 dias de idade sdo comparados
a fetos humanos no terco final da gestacdo, assim as células gliais ainda nao
estdo totalmente diferenciadas e a BHE ainda ndo esta completamente
desenvolvida. Além disso, a hiperglicemia plasmatica aumenta a ligacdo de
leucécitos ao endotélio, com isso ha um aumento da permeabilidade vascular,
pela producéo de citocinas inflamatorias (Kim et al., 1994; Willis et al., 2004).

Outro aspecto que pode potencializar a permeabilidade da barreira € o dano
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aos astrocitos, que estimula a produgcdo de citocinas inflamatérias as quais
podem potencializar a permeabilidade da BHE (Ousman and David, 2001).
Com isso a S100B do SNC pode atravessar com maior facilidade a barreira,
resultando em altos niveis séricos dessa proteina (Gazzolo et al., 2005).

O grupo de Portela demonstrou que niveis séricos de S100B em
humanos higidos sdo mais elevados em jovens e decrescem de acordo com a
idade, devido a uma intensa proliferacdo e maturacéo glial nos juvenis (Netto et
al., 2006; Portela et al., 2002). Essa mudanca associada ao desenvolvimento
também foi observada em nosso estudo, em filhotes de ratas controle e
diabéticas, do nascimento aos 28 dias. Adicionalmente, nossos resultados
mostraram no grupo PoD, com idade de 14 dias, uma queda de S100B sérica,
em relacdo aos controles. Isto pode estar relacionado com menor quantidade
de células da glia devido ao quadro de hiperglicemia pré-natal, pois, conforme
o0 achado no estudo de Li et al. (1998), a hiperglicemia pode causar danos a
células da glia.

No entanto, a S100B sérica reflete os niveis de secrecdo da proteina
tanto do tecido cerebral como do tecido adiposo (Gongalves et al., 2010).
Devido a limitacdes técnicas para a avaliacao da secrecao de S100B no tecido
adiposo de ratos neonatos e pré-puberes, optamos por analisar a secrecdo de
S100B no liquor. Na literatura, existem poucos estudos analisando a S100B no
liguido cefalorraquidiano em ratos neonatos. Porém, ha relatos de que esta
proteina tem niveis liquoricos maiores em ratos de 15 dias, quando
comparados com ratos de 30 dias de idade (Tramontina et al., 2002; Vicente et
al., 2004). Nesta analise, 0s Nnossos grupos experimentais seguiram um perfil

ontogenético similar, sem variacdo do nascimento aos 28 dias. Sugerindo que
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gueda sérica observada na proteina S100B deve envolver uma variacdo de
secrecdo extracerebral (e.g. tecido adiposo) e talvez da permeabilidade da
BHE.

Para melhor compreensédo, analisamos os niveis de S100B no tecido
hipocampal, que refletem a producdo da proteina nesta regido cerebral. No
hipocampo, o perfil dos niveis de S100B se mostrou contrario ao que ocorreu
no soro e no liquido cefalorraquidiano. Os animais mais jovens apresentam
conteudo menor de proteina no hipocampo, o qual aumenta de acordo com a
idade, sendo o0 mesmo perfil observado em culturas primérias de astrocitos
(Tramontina et al., 2002). Esta proteina estd diretamente relacionada com a
sinaptogénese, processo que, em ratos, tem um pico na segunda semana de
vida, sendo este evento metabdlico um dos acontecimentos mais importantes
para o desenvolvimento do SNC e indispensavel para o processo de
aprendizado e memodria (Rice and Barone, 2000).

Vafaei-Nezhad et al. (2016), estudando as proles de ratas diabéticas,
observaram um impacto negativo do DM na sinaptogénese em animais de 7 e
14 dias de idade. Estes achados corroboram com os resultados encontrados
em nosso estudo, onde os valores de S100B foram baixos desde o nascimento,
em ambos os grupos. Embora, o grupo PoD com 14 dias de idade tenha
apresentado valores de S100B diminuidos, este quadro sofreu uma inversdo no
grupo PoD com 28 dias, ficando superior ao grupo PoC. Assim, podemos inferir
gue a hiperglicemia materna interferiu no desenvolvimento do numero de
células produtoras de S100B, diminuindo, talvez, sua acéo neurotrofica durante
as primeiras semanas de vida. Porém, podemos especular que na tentativa de

compensar este déficit inicial, houve um aumento na producdo de S100B a
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partir dos 21 dias, sendo significativo apenas aos 28 dias. Entretanto, conforme
mencionado anteriormente, variacbes das concentracbes da S100B
extracelular podem afetar a sinaptogénese. Assim, a reducdo hipocampal da
S100B no pico da sinaptogénese (15 dias) e/ou um aumento aos 28 dias
podem ter contribuido ao prejuizo cognitivo observado.

A fim de compreender melhor os resultados e avaliar possiveis danos
durante a sinaptogénese, analisamos a proteina GFAP, por ser um marcador
especifico de astrécitos. Em estudo com prole de ratas prenhes submetidas a
dieta de baixa proteina foi observado um atraso no aparecimento e maturagao
de células GFAP-positivas no hipocampo, sugerindo que a diminuicdo desta
proteina estd associada com um atraso na astrocitogénese (Gressens et al.,
1997). No nosso estudo, os grupos PoD com 7 e PoD com 14 dias de vida
apresentaram uma diminuicdo niveis de GFAP, e apds este periodo 0s niveis
comecaram a subir. O mesmo comportamento foi observado nos niveis de
S100B no hipocampo, conforme descrito anteriormente. A reducdo desses
marcadores, particularmente GFAP, sugere um atraso do desenvolvimento
astroglial, também observado em outras condic6es de injdria pré-natal, como
na desnutricdo (Feoli et al., 2008), intoxicacdo com metil-Hg (Vicente et al.,
2004) e exposicao ao etanol (Brolese et al., 2015).

Além dos testes bioquimicos, realizamos também testes
comportamentais para avaliar o dano cognitivo causado pelo DM materno na
prole. O teste do campo aberto € utilizado tanto para avaliar a capacidade
motora, como a ansiedade dos animais. A capacidade motora € avaliada
através da distancia percorrida e do tempo em movimento. Em situacdes

normais os animais preferem explorar a periferia da arena a regido central.

40



7

Este comportamento, comum da natureza de roedores, € chamado de
tigmotaxia. Por outro lado, o aumento do tempo gasto na parte central, bem
como da relagao da locomogao central/total sdo indicativos de comportamento
ansioso (Prut and Belzung, 2003).

Em nosso estudo, avaliamos a capacidade motora dos animais a fim de
comprovar se os resultados encontrados nos outros testes comportamentais
ndo sofreriam interferéncia de possiveis alteracdes fisicas dos animais. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo aos parametros de
tempo em movimento e distancia percorrida. Ja para avaliagdo da ansiedade,
analisamos o tempo na periferia e o tempo no centro. Os animais oriundos de
fémeas diabéticas permaneceram mais tempo no centro, quando comparados
aos animais oriundos de fémeas controles. Este comportamento demonstra um
perfil ansioso dos animais do grupo PoD.

Para avaliar o dano cognitivo causado nos animais PoD, realizamos o
teste do reconhecimento de objetos. Este teste é bastante utilizado para avaliar
0 comportamento exploratorio, percepcdo e memdria de reconhecimento em
modelos de roedores. Neste estudo, podemos observar que os animais PoD
exploraram significativamente menos um novo objeto quando comparados com
os animais do grupo PoC. Esses dados mostram que os animais PoD tem
menor capacidade de reconhecer o objeto familiar. Assim, podemos inferir que
0s animais oriundos de fémeas diabéticas apresentam um déficit cognitivo,
indicado tanto pelos marcadores gliais (S100B e GFAP) como pelo teste
cognitivo. Entretanto, ndo podemos excluir que o comportamento ansioso

destes animais tenha afetado o desempenho na tarefa cognitiva.
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Sabendo-se que o DM1 é uma patologia que atinge principalmente
individuos infanto-juvenis, € importante a investigacdo da suscetibilidade dos
animais oriundos de méaes diabéticas ao DM1. O inicio precoce da doenca é
um forte preditor do grau dos prejuizos cognitivos na infancia, na fase jovem e
adulta (Biessels, 2013). O déficit de memdéria e aprendizado sédo observados
em ratos na tarefa do labirinto aquatico de Morris (Water Maze) e do
reconhecimento do novo objeto (RO). Apresentando maior tempo de laténcia e
maior deslocamento para alcancar a plataforma do Water Maze, e menor
tempo de exploragdo no novo objeto no RO (Piazza et al., 2011; Senna et al.,
2011), da mesma maneira que observamos em nosso estudo.

Em andlises neuromorfoldégicas em animais adultos com DM1 séo
encontradas alteracbes neurais correlacionadas com disfungdes cognitivas,
como por exemplo, diminuicdo da neurogénese, da proliferacdo celular e
apoptose neural, bem como diminuicdo da expressao da proteina GFAP (Li et
al.,, 2002; Malone et al., 2008). A suscetibilidade a danos estruturais e
cognitivos é maior na infancia, devido ao desenvolvimento acelerado do SNC e
na senilidade, pela presenca de alteragcdes neurodegenerativas (Biessels et al.,
2008).

O quadro de disfuncdo cognitiva e estrutural pode ser agravado pela
presenca de comorbidades que estdo associadas a complicacbes a longo
prazo, que afetam os olhos, rins, coragdo, vasos sanguineos e nervos em
pacientes diabéticos. O desenvolvimento dessas complicacdes depende da
duracédo do diabetes e da qualidade do controle metabdlico (McCall, 1992). Em
casos de desequilibrio metabodlico e distarbios vasculares o SNC pode

apresentam maior suscetibilidade a doencas como o Alzheimer. As alteracdes
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observadas nos animais do grupo PoD induziram a alteragbes moleculares que
podem causar danos irreversiveis a plasticidade glial, aumentando a
suscetibilidade desse individuos a insultos futuros, como trauma, isquemia,
doenca de Alzheimer e de Parkinson (Gispen and Biessels, 2000).

Dessa forma, nossas perspectivas envolvem a investigacdo de possiveis
alteragOes intra e extracerebrais que possam ocorrer na vida adulta da prole
oriunda de maes diabéticas. Juntamente com a avaliacdo da plasticidade
sinaptica pela dosagem de sinaptofisina, e da resisténcia insulinica pela
avaliacdo do grau de fosforilagdo do substrato do receptor de insulina,
objetivando melhor compreender os efeitos causados pelo DM1 durante a

gestacao em filhotes, tanto na infancia como na fase adulta e senil.
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6. Conclusodes

Os dados obtidos através deste estudo nos permitiram:

() padronizar o modelo de diabetes mellitus tipo | em ratas da linhagem
isogénica Wistar-Kyoto;

(i) demonstrar que animais oriundos de maes diabéticas tipo | tém baixo
peso ao nascer e até o final do periodo de lactacéo;

(ii)inferir que, com 1 dia de idade, os neonatos oriundos de ratas
hiperglicémicas apresentam reflexos dos niveis glicEmicos maternos;

(iv)confirmar, através de dosagem de proteinas ligadas a plasticidade
neuroglial (S100B e GFAP) e de testes comportamentais, que o
diabetes mellitus tipo | materno causa alteracbes ao SNC, podendo

induzir déficit cognitivo.
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