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RESUMO

O diabetes mellitus é um quadro patolégico que traz diversas complicacdes
como prejuizos metabdlicos, endocrinos, cognitivos, sarcopenia, emagrecimento,
hiperfagia e polidispia. Estudos prévios tém demonstrado que a manutencdo de
animais em ambiente enriquecido traz um conjunto de beneficios através dos
estimulos que oferece, sendo a atividade fisica um desses estimulos. Apesar disso,
poucos estudos investigaram os efeitos da manutencao de animais diabéticos em
ambiente enriquecido. Desta forma, a presente dissertacdo teve por objetivos
investigar os efeitos do diabetes na atividade fisica realizada no ambiente
enriqguecido e investigar os efeitos do ambiente enriqguecido em parametros
bioguimicos, morfométricos, cognitivos e nas proteinas AKT, RhoA e RhoE
musculares. Para isso, na primeira etapa do desenho experimental, ratos wistar
foram distribuidos em dois grupos: controle e diabetes. O diabetes foi induzido por
estreptozotocina via intraperitonial (50 mg/kg) e os animais foram inseridos em
gaiolas amplas contendo objetos coloridos e rodas de atividade com contador de
giros. O rastreamento foi realizado pelo sistema para analises cinematicas, Digital
Video For Biomechanics - Windows 32 bits (DVIDEOW®) e software Matlab®. Na
segunda etapa do desenho experimental, os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos: controle, diabetes e diabetes gaiola enriquecida. O diabetes foi
induzido por estreptozotocina via intraperitonial (50 mg/kg) e os animais foram
mantidos em gaiolas padrdo ou ambiente enriquecido. A massa corporal, ingestao
hidrica e alimentar foram coletadas duas vezes por semana e a glicemia no inicio e
final do experimento. Ao final do periodo experimental foi registrado o comprimento
corporal e coletadas amostras do musculo gastrocnémio para as andlises da
fosforilacdo da AKT e expressdo de RhoA e RhoE. Para estas andlises, foram
utlizados o teste t ou Mann-Whitney para as analises entre dois grupos e analise de
variancia (ANOVA) two way, com posthoc de Bonferroni (significancia de 5%) para
as demais andlises. O software SPSS® foi utilizado para as andlises. O diabetes
reduziu o acumulo de atividade fisica no ambiente enriquecido. A manutencdo no
ambiente enriqguecido amenizou 0 aumento da hiperglicemia e melhorou,
parcialmente, o desempenho no labirinto aquatico de Morris dos animais diabéticos.
A reducdo na massa corporal, indice de Lee e o aumento na ingestao hidrica e

alimentar nesses animais diabéticos nao foram influenciados pelo ambiente



enriquecido. Ainda, neste periodo de 6 semanas, ndo houve efeitos do diabetes ou
do ambiente enriquecido na fosforilagdo da AKT e expressdo das proteinas RhoA e
RhoE. Pode ser concluido que a manutencdo no ambiente enriquecido traz
beneficios aos animais diabéticos, apesar deste realizar menos atividade fisica que

animais controles.

Palavras-chave: Diabetes. Enriquecimento ambiental. Atividade fisica.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a pathological condition that brings several complications
such as metabolic, endocrine, cognitive loss, sarcopenia, weight loss, hyperphagia
and polydipsia. Previous studies have shown that keeping animals in enriched
environment brings a set of benefits through the stimuli it provides, and the physical
activity is one of these stimuli. Despite this, few studies have investigated the effects
of the maintenance of animals in diabetic enriched environment. The present
dissertation aimed to investigate the effects of diabetes on physical activity
performed in the enriched environment and to investigate the effects of enriched
environment on biochemical parameters, morphometric, cognitive, and AKT, RhoA
and RhoE proteins in the muscle. For this, in the first step of the experimental design,
wistar rats were distributed into two groups: control and diabetes. Diabetes was
induced streptozotocin via intraperitoneal (50 mg/kg) and the animals were placed in
large cages, containing colored objects and the wheels of activity and a counter of
revolutions. The tracking was carried out by the system for analysis, kinematics,
Digital Video For Biomechanics - 32-bit Windows (DVIDEOW®) and Matlab®
software. In the second step of the experimental design, the animals were distributed
into the following groups: control, diabetic and diabetic - enriched cage. Diabetes was
induced streptozotocin via intraperitoneal (50 mg/kg) and the animals were kept in
cages of standard or enriched environment. The body mass, the intake of water and
food were collected twice per week and the blood glucose at the beginning and end
of the experiment. At the end of the experimental period was recorded and the length
of the body and collected samples of the gastrocnemius muscle for the analysis of
the phosphorylation of AKT and expression of RhoA and RhoE. For these analyses,
were used the t test or the Mann-Whitney test for analyses between two groups and
analysis of variance (ANOVA) two way, with posthoc Bonferroni (significance of 5%)
for all other analyses. The software SPSS® was used for the analyses. Diabetes
reduced the accumulation of physical activity in the enriched environment. The
maintenance in the enriched environment slowdown the increase of hyperglycemia
and improved, in part, the performance of the diabetic animals in the water maze of
Morris. The reduction in the body mass, index of Lee and the increase in the intake of

water and food of these diabetic animals were not influenced by the enriched



environment. Still, in this period of 6 weeks, there were no effects of the diabetes or
from the enriched environment in the phosphorylation of AKT and expression of the
RhoA and RhoE proteins. It can be concluded that maintenance in enriched
environment brings benefits to the animals and diabetic patients, although this

perform less physical activity than control animals.

Keywords: Diabetes. Enriched environment. Physical activity.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus € um grupo de doencas metabdlicas cuja caracteristica
principal € a hiperglicemia, associada a defeitos nas células beta do pancreas e na
insulina (BELL; POLONSKY, 2001). O diabetes ja foi considerado um mal menor,
mas, atualmente, com mudangas no ambiente, estilo de vida e comportamento
humano, tornou-se uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Segundo a International Diabetes Federation, o diabetes afeta cerca de 382
milhdes de pessoas no mundo (WHITING et al., 2011). Para a populacao brasileira,
a prevaléncia do diabetes em 2013 era de 11,9 milhGes de pessoas, e a expectativa
€ que o diabetes atinja cerca 19,2 milh6es de pessoas em 2030 (VIGITEL, 2011;
WHITING et al., 2011). Estes nUmeros mostram a importancia de se direcionar mais
recursos e pesquisas para melhor entendimento da sua fisiopatologia e formas de
tratamento (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). O impacto econdmico
para o sistema de saude publica e para a sociedade € muito grande, devido ao alto
custo para hospitalizacdo e tratamento da doenca, e suas complicagcdes, como por
exemplo, desordens cardiovasculares, cegueira, insuficiéncia renal, amputacoes,
diminuicdo cognitiva, entre outras debilitacdes e condicdes mortais (LUCIANO;
MELLO, 1998). A comunidade cientifica tem intensificado os seus esfor¢cos em
esclarecer, prevenir e tratar o diabetes.

A atividade fisica em suas diversas apresentacfes pode trazer beneficios
para o individuo diabético, prevenindo e amenizando os prejuizos da doenca
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016). Dentre os prejuizos diabéticos esta
a deficiéncia no metabolismo de proteinas musculares, levando a diminuicdo da
massa muscular (WORKENEH; BAJAJ, 2013), sendo a sarcopenia mais evidente no
diabetes tipo 1 (KRAUSE; RIDDELL; HAWKE,2011). A atividade fisica pode
recompor o nivel proteico muscular de ratos diabéticos (LUCIANO; MELLO, 1998).

O ambiente pode provocar muitas respostas na adaptacdo e na sobrevivéncia
dos seres vivos. Em seu ambiente, o ser vivo & estimulado a desenvolver
habilidades e capacidades que permitirdo sua sobrevivéncia, bem como a
manutencdo da espécie. Em laboratorios, estes estimulos podem ser promovidos

através do ambiente enriguecido, que torna as respostas comportamentais mais
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proximas do real (BAUMANS, 2005). O enriquecimento ambiental pode ser definido
como uma combinacdo de estimulos inanimados e sociais inseridos no ambiente.
Para que esses estimulos sejam obtidos em uma gaiola maior, alguns objetos séo
inseridos no ambiente, como rodas de atividade e objetos coloridos, através dos
quais os animais tém oportunidadede exercer seus repertorios sensoriais, motores,
cognitivo, social e comportamental (SZTAINBERG; CHEN, 2010).

Dentre os fatores que contribuem para as melhorias encontradas no ambiente
enriquecido, a atividade fisica parece ser fator primordial. Animais mantidos em
ambientes enriquecidos com a presenca de rodas de atividade mostram melhoria na
neurogénese e fatores neurotroficos (KOBILO et al., 2011; BENNETT et al., 2014).
Estudos tém obtido resultados interessantes sobre acréscimo de roda de atividades
a gaiola, reforcando a necessidade intrinseca do animal realizar atividade fisica
(BENNETT et al., 2014). Em seus estudos, Jordao et al. (2015) apresentaram que a
manutencdo em ambiente enriquecido promove melhora no condicionamento
aerobio, mostrando que a atividade fisica nele realizada pode ter causado esta
melhoria.

A manutencao de animais diabéticos em ambiente enriquecido pode ser uma
forma para estudar os efeitos da atividade fisica nesses organismos. Todavia,
estudos envolvendo a manutencdo de animais diabéticos em ambiente enriquecido

SA0 escassos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ambiente enriquecido

O ambiente pode influenciar o ser vivo em diversos aspectos, pois como uma
resposta necessaria para a sobrevivéncia, o ser vivo buscara adaptar-se ao meio.
Em seu meio o ser vivo é estimulado a desenvolver capacidades e habilidades que
permitirdo sua sobrevivéncia e manutencao da espécie através do éxito ou fracasso
na obtencao de suas a¢bes (COOPER, 2005).

Desta forma, surgiu o conceito do ambiente enriquecido (AE) como uma
proposta de criar condicbes para que 0s animais, nele mantidos, pudessem
desenvolver suas capacidades e aplicar seu repertério comportamental de forma
mais proxima ao que fariam, caso ndo estivessem cativos. (VAN PRAAG;
KEMPERMANN; GAGE, 2000).

2.1.1 O ambiente e o bem estar dos animais no laboratério

by

A evolucdo da pesquisa experimental em laboratério tem conduzido a
manutencdo dos animais em situacdes cada vez mais adequadas para que
mantenham condi¢cfes controladas, estaveis, reprodutiveis e préximas ao ambiente
nativo. Esses fatores podem promover melhorias na qualidade da pesquisa e bem
estar dos animais (OLSSON; DAHLBORN, 2002).

Aos animais terrestres, as analises do ambiente podem ser feitas do ambiente
imediatamente proximo a ele, chamado de microambiente, que envolve a
iluminacéo, cheiro, temperatura, umidade, limpeza do solo e particulas no ar (NRC,
2011). O macroambiente € o ambiente fisico no qual o microambiente esta situado,
como um biotério ou uma sala (NRC, 2011). Em animais de laboratorio, a gaiola
onde sdo mantidos pode ser considerada o microambiente.

Importante ressaltar que normalmente micro e macroambientes estao
relacionados, podendo um afetar ao outro. Desta forma, o planejamento deles
devera ser realizado considerando esta relacdo entre eles. Todos os cuidados com o
macroambiente irdo afetar o microambiente, podendo alterar as respostas nos
organismos dos animais residentes.

E, pois, de interesse da comunidade cientifica envolvida na experimentacio
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animal proporcionar as melhores condi¢cbes possiveis para a manutencdo dos
animais e, desta forma, o enriquecimento ambiental na gaiola € uma proposta para
esta promocao do bem estar aos animais. O ambiente enriquecido €, também, uma
proposta de melhorar as condi¢cdes de sobrevivéncia do animal, pois para ser
considerado enriquecido o ambiente precisa aumentar o bem estar do animal e
melhorar seu funcionamento biolégico (SMITH; CORROW, 2005).

2.1.2 O que é o ambiente enriquecido?

O ambiente enriquecido é definido como um meio que promove complexas
estimulacdes inanimadas e sociais, que proporcionam ao ser vivo que nele habita
melhores condi¢des para o seu desenvolvimento (ROSENZWEIG et al., 1978). Este
conceito pode ser aplicado, por exemplo, aos animais de zooldgico, domésticos ou
de laboratdrio, ou ainda aos seres humanos (ROSENZWEIG et al., 1978).

As gaiolas enriquecidas utilizadas em laboratério sdo maiores que as
tradicionais (gaiola padrdo) e com uma variedade de objetos (posteriormente
descritos) que promovem estimulos cognitivos, sensoriais, motores e sociais. A
manuten¢cdo na gaiola enriquecida gera condi¢cdes e oportunidades ao animal para
que desempenhe seu repertério comportamental e motor (SZTAINBERG; CHEN,
2010).

2.1.3 Historia do enriquecimento ambiental

As observagdes da interferéncia do ambiente no comportamento animal foram
feitas de forma ndo empirica durante muito tempo e foram importantes para ampliar
0s conceitos aplicados, por exemplo, em zooldgicos e parques. Porém, foram os
estudos experimentais posteriormente realizados que permitiram aplicar este
conceito também aos animais mantidos em laboratorio.

Dentre os autores que estudaram sobre o tema, Robert Yerkes (apud
SIMPSON; KELLY, 2011) apresentou a importancia do companheirismo e da
brincadeira para o desenvolvimento de macacos, visto as complicacbes que
apresentavam aqueles que viviam isolados.

O psicologo Hebb (1947) foi o pioneiro na aplicagdo dos conceitos de AE em

laboratério, observando que, apoOs levar alguns animais para casa, estes
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apresentaram desempenho cognitivo melhor que 0s animais que permaneceram no
laboratério, concluindo que importantes modificacdes cerebrais aconteceram com
estes animais, especulando que poderiam ser mudancas estruturais e funcionais
que facilitariam a aprendizagem (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).

Posteriormente, os pesquisadores norte-americanos Bennett; Rosenzweig;
Diamond (1969) efetuaram pesquisas envolvendo comparagdes entre ambientes
enriguecidos e nao enriquecidos. Estes autores perceberam que 0s animais
mantidos em ambientes enriquecidos tinham mais oportunidades para interacao
social, estimulacdes e atividades fisica e cognitiva que animais mantidos nas gaiolas
convencionais isolados.

Tais estudos precursores desbravaram uma ampla linha de pesquisa que
pode conduzir a estudos em diversas areas como veterinaria, zootecnia, bioética,

biologia, psicologia além das areas relacionadas a saude.

2.1.4 Protocolos diferentes para enriqguecimento ambiental

Em uma cuidadosa revisdo da literatura sobre o tema, Simpson; Kelly (2011)
observaram que diversas caracteristicas diferenciam os protocolos de gaiola
enriquecida nos estudos encontrados. As principais caracteristicas sdao o tamanho
da gaiola, nimero de animais nelas mantidos, os objetos de enriqguecimento, 0 sexo
e a idade do animal, a duracéo do periodo experimental e os animais controles.

Com relacdo aos parametros temporais, a exposi¢cdo pode ser continua ou
restrita a um periodo do dia. Neste aspecto, Will et al. (1977) e Widman; Rosellini
(1990) realizaram estudos para investigar a exposicao durante 2 horas por dia e
verificaram que este periodo foi suficiente para produzir os efeitos similares a
manutencdo durante 24 horas em aspectos neurobiolégicos e testes de cognicao.
Desta forma, neste aspecto € importante consultar os objetivos do estudo.

Outro aspecto temporal relevante € o tempo de duracdo do experimento,
sendo mais comuns, estudos que durem entre 4 e 8 semanas, havendo, todavia
estudos cujo periodo experimental é maior que 1 ano (SIMPSON; KELLY, 2011).

No aspecto social € importante ressaltar que a gaiola convencional comporta
entre 3 e 5 animais, enquanto nos modelos de gaiola enriquecida normalmente sao
alocados entre 5 e 15 animais, aumento que promove melhores condi¢gbes para

interacdo social, fisica, comportamental e sensorial (PORTO, 2010). Este fator pode
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ser adequado ou inadequado, sendo importante leva-lo em consideracdo no
desenho experimental da pesquisa. Em revisdo, Simpson e Kelly (2011) afirmam
que a densidade média das gaiolas enriquecidas dos estudos apontados pelos
autores é de 1039 cms3, sendo mantidos 4-5 ratos por gaiola, relatando uma variacao
entre 2 e 15 ratos por gaiola nos estudos analisados.

Os objetos inseridos na gaiola sdo importantes para o enriquecimento por
poderem promover uma série de estimulos aos animais. Dentre estes objetos estao
tuneis, elementos para formacéo de ninhos ou ninhos artificiais, escadas, balancos,
brinquedos, roda de atividade além da inser¢cdo de um segundo andar na gaiola. No
presente estudo destacamos a relevancia da roda de atividade, como estimulo para
realizacdo de atividade fisica (ROSENZWEIG et al., 1978).

2.2 Efeitos do ambiente enriquecido no organismo

Desde a década de 60 do século passado (XX), diversos pesquisadores tém
colocado seus esforcos em investigar os efeitos do AE no organismo de animais
mantidos em laboratorio.

Em um dos estudos pioneiros nas pesquisas de efeitos do AE, Bennett;
Rosenzweig e Diamond (1969) observaram que a massa cortical cerebral de ratos
expostos ao ambiente enriquecido foi maior que de animais mantidos em ambiente
empobrecido (convencional). Este estudo foi corroborado pelo estudo de Henderson
(1970), que também observou este aumento da massa encefdlica em animais

mantidos no AE.

2.2.1 Efeitos em aspectos cognitivos

Diversos estudos tém investigado a relacao entre a manutencdo em ambiente
enriguecido e as respostas dos animais em testes cognitivos utilizando varias
metodologias para estes testes. Todavia, estes estudos sao inconclusivos, pois em
parte deles é apontado o aumento da resposta, e em outra parte a auséncia de
alteracdes (VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000).

As relacdes entre a manutencdo no AE e as respostas cognitivas comecaram
a ser desvendadas em uma série de estudos que tiveram o hipocampo e o giro

denteado como regibes alvo. Assim, Kempermann; Kuhn e Gage (1997)
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encontraram um aumento significativo de novos neurdnios no giro denteado,
descoberta confirmada em estudos posteriores.

A associacdo entre a neurogénese aumentada e melhor resposta em testes
cognitivos foi realizada por Bruel-Jungerman; Laroche e Rampon (2005) que
evidenciaram esta correlacdo. Neste interessante estudo, os autores utilizaram o
acetato de metilazoximetanol, um agente antimitético, para inibir a neurogénese e
concluiram que os animais que receberam este agente tiveram reducdo na
neurogénese e na melhoria da memoria promovidos pelo ambiente enriquecido,
esclarecendo a importancia da neurogénese no giro denteado.

Outro conjunto de elementos importantes nesse processo sdo os fatores de
crescimento produzidos no encéfalo, pois sdo aumentados pelo AE em neurbnios e
células gliais (YOUNG et al., 1999), particularmente no hipocampo (PHAM, 2002).

Além do aumento na neurogénese e dos fatores de crescimento, a
manutencdo dos animais no AE promoveu reducdo em 45% a apoptose celular no
hipocampo dos ratos, protegeu contra lesdes e injurias celulares e melhorou a
funcdo neuroimunolégica (YOUNG et al., 1999; WILLIAMSON; CHAO; BILBO,
2012).

Estas informacbes sobre as alteracbes morfologicas do AE no hipocampo
foram complementadas por outros estudos na regido, como alteracdes no sistema
gutamatérgico no hipotalamo, particularmente pela reducéo na expressdo de RNAm
do transportador de glutamato (EAAC1l) e pelo aumento da expressao dos
receptores de glutamato NMDA (ANDIN et al., 2007). Gagné et al. (1998), em um
relevante estudo, concluiram que o enriguecimento ambiental promove mudancas
hipocampais nas propriedades do receptor de AMPA, num processo dependente do
calcio.

Possiveis alteracbes nos potenciais relacionados ao armazenamento de
memoaria no hipocampo, particularmente na regido CA1 também tém sido estudados.
Desta forma, foram encontrados aumento no potencial de longa duracéo,
possivelmente intermediado pela proteina quinase dependente de cAMP (DUFFY et
al., 2001), ou nao alteracao neste potencial (FOSTER; DUMAS, 2001), ou reducéo
na depressao de longa duracdo (ECKERT; BILKEY; ABRAHAM, 2010).

Outras regides encefalicas também parecem ser alteradas com a manutencao

dos animais no AE. O cortex pré-frontal, por exemplo, foi foco dos estudos de
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Segovia et al. (2008a;b), que verificaram que o0s animais mantidos em AE
apresentaram um aumento da producdo de dopamina e acetilcolina no cértex pre-
frontal em resposta ao estresse comparados aos animais controles. Sabendo que a
dopamina no cortex pré-frontal tem papel fundamental na modulacdo da atividade
motora, 0 mesmo grupo apresentou que o AE promove alteracdes no numero de
receptores para dopamina no cortex pré-frontal (DEL ARCO et al., 2007).

Pinaud et al. (2001), estudando a interferéncia da exposi¢cdo de ratos wistar
durante 1 hora/dia por 3 semanas observaram significativas mudancas anatomicas
no coértex cerebral desses animais.

No cértex parietal, a manutencdo no AE provocou aumento da arborizacao
dendritica e densidade das espinhas dendriticas, podendo estar relacionado as
melhores respostas nos testes cognitivos (LEGGIO et al., 2005). As alteracdes nas
concentragfes de fator neurotrofico de crescimento cerebral (BDNF) podem estar
relacionadas, ainda, as alteracdes no circuito retinal de animais mantidos no AE,
porém ndo estdo envolvidas no aumento da atividade dopaminérgica no
mesolimbico em animais mantidos no AE (SEGOVIA et al., 2010). A amigdala é uma
regido encefalica que, dentre outras funcdes, participa do sistema limbico nas
respostas as emocgdes, particularmente ao medo. Em animais mantidos em AE,
existe um aumento na expressao de BDNF na amigdala e alteracfes nas respostas
ao medo, cuja participacdo da amigdala € fundamental (SEGOVIA et al., 2008a;b;
YOUNG; WINTINK; KALYNCHUK, 2004).

Também no estriado, o AE reduz os prejuizos apos lesdo, promovendo
melhora morfologicas e no andar na barra (URAKAWA et al., 2007), enquanto no
cortex visual e enterorrinal promove aumento de BDNF (SEGOVIA et al., 2008a).

Nas respostas neuro-hormonais, alguns estudos demonstraram que a
manutencao dos animais em AE pode tornar mais adequada a resposta ao estresse.
Estudando horménios muito influentes na resposta ao estresse, Belz et al. (2003)
concluiram que a manutencdo no AE promoveu reducdo nas concentracdes séricas
basais de hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticosterona comparados
aos animais controles, bem como em situacdo de estresse agudo. A maioria dos
estudos apresenta que o AE amenizou 0 estresse e a ansiedade dos animais
promovendo também outras alteracdes. O aumento da corticosterona, um efeito

importante da resposta ao estresse, reduz a angiogénese no hipocampo e cortex
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pré-frontal, enquanto que, de forma oposta, a manutengcdo na AE aumenta a
angiogénese nessas regides encefalicas, podendo estar a reducéo da corticosterona
envolvida nesse processo (EKSTRAND; HELLSTEN; TINGSTROM, 2008). O AE
também aumenta a producdo de esterdides neuroativos no hipocampo
(MUNETSUNA et al., 2011).

2.2.2 Potenciais efeitos negativos do ambiente enriquecido

Certamente, as pesquisas utilizando AE necessitam de determinados
avangos, pois podem apresentar certas inconclusbes ou serem utilizadas
metodologias inapropriadas.

Todavia, Toth et al. (2011) citam potenciais consequéncias negativas que
podem ocorrer em pesquisas envolvendo AE como aumento na variabilidade dos
dados, confusado na interpretacéo e a dificuldade de replicacao entre os laboratorios.
Além disso, 0s animais possuem comportamentos sociais que podem estar mais
exacerbados no AE, tais como agressividade ou dominancia, fatores que provocam
mudangas como hierarquia territorial, que promovem maior variabilidade nos dados
coletados. Importante levar em consideracdo todos esses fatores no desenho
experimental.

Bedi e Bhide (1988) fizeram uma revisdo com olhar critico sobre os modelos e
concluiram que os estudos até a época ndo traziam dados consistentes e nem todos
os estudos comprovavam os efeitos benéficos do AE, principalmente nos aspectos
morfolégicos (LANDI et al., 2007).

Apesar do valor cientifico do AE ter sido apresentado em numerosos artigos
cientificos que trouxeram avancos no conhecimento para diversas areas, deve ser
avaliado pelo pesquisador, em cada desenho experimental, se &€ conveniente a

utilizacdo do AE ou convencional (padréo).

2.3 Gaiola enriquecida e atividade fisica

No AE os animais conseguem desenvolver melhor seu repertério
comportamental. Desta forma, as atividades realizadas pelos animais podem ser
agrupadas em exploratorias, locomotoras e sociais, promovendo condicfes para um

bom desenvolvimento de aprendizagem, atividade de memdria e aspectos
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emocionais e sociais (LEAL-GALICIA et al., 2007).

Alguns estudos conseguiram apresentar correlagdes entre a atividade fisica
realizada no AE com determinados beneficios promovidos. Em relevante estudo,
Kobilo et al. (2011) isolaram a atividade fisica dos demais componentes do AE e
concluiram que a atividade fisica € o fator critico para promover alguns dos
beneficios concebidos, como aumento do BDNF, aumento da neurogénese na vida
adulta e melhores resultados em teste cognitivo. Mustroph et al. (2012) confirmaram
os achados de Kobilo et al. (2011) e estenderam os resultados, reforcando a ideia da
atividade fisica como um ponto critico no AE. Neste estudo, os autores
comprovaram que a atividade fisica presente no AE € promotora da melhoria na

memdéria espacial e neurogénese no giro denteado do hipocampo.
2.3.1 Atividade fisica realizada no ambiente enriquecido

Atividade fisica € definida como movimento corporal produzido pela contracéo
do musculo esquelético e que eleva substancialmente o gasto energético, enquanto
0 exercicio fisico é um tipo de atividade fisica definida como movimento corporal
planejado, estruturado e repetitivo realizado com o intuito de melhorar ou manter um
ou mais componentes da aptidao fisica (ROITMAN, 2003).

Para o estudo da atividade fisica em modelos animais diversas formas séo
propostas, como o exercicio fisico forcado através da corrida em esteira, natacédo
com cargas, saltos, ou ainda, a atividade fisica voluntaria, sendo a forma mais
comum, a insercao de rodas de atividade (OUDOT et al., 1996).

Dentre os diversos estimulos existentes para o animal mantido na gaiola
enriquecida, o estimulo a prética de atividade fisica voluntaria (AFV) parece ter um
papel relevante, sendo encontrado em sua corrida na roda de atividade e o aumento
na distancia percorrida pelo animal ao longo do dia. Quando mantidos em gaiolas
gue tenham rodas de atividade, os animais chegam a percorrer cerca de 10-13
km/dia, aumentando o pico do consumo de oxigénio em 17% (HALSETH et al.,
1995). Esta necessidade é observada quando os animais sdo simultaneamente
treinados, reduzindo a pratica de AFV (OUDOT et al., 1996).

Uma série de estudos tem apresentado os efeitos da atividade fisica
voluntaria aos animais em aspectos como sistema enddcrino, sistema nervoso,

musculo esquelético, cognitivo, métricos e outros (JORDAO et al., 2015).
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Além das comprovagfes empiricas da atividade fisica realizada no ambiente
enriquecido, alguns estudiosos tém comprovado e compreendido melhor a pratica da
atividade fisica no AE. Em estudo realizado em nosso laboratorio foi apresentado
que a pratica de atividade fisica realizada no AE foi suficiente para promover
melhoria da capacidade aerdbia dos animais, visto que 0S mesmos animais
mantidos em AE tiveram resposta no teste de maxima fase estavel do lactato melhor
que os animais mantidos em gaiola convencional (JORDAO et al., 2015).

Ao estudar uma forma de quantificar ao acumulo de atividade fisica realizada
num ambiente enriquecido, Xie et al. (2013) utilizando um software de rastreamento
comprovaram que o0s animais mantidos em ambiente enriquecido tém maiores
distancias percorridas e frequéncia de movimentos. A atividade fisica realizada pelos
animais em ambientes enriquecidos € resultado da atividade na roda somada as

atividades espontaneas, dentre as quais esta o aumento na distancia percorrida.

2.4 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas por
elevada glicemia. Prejuizos nas células beta pancreatica e sua secrecdo, o hormdnio
insulina, tém papel central na fisiopatologia do diabetes (BELL; POLONSKY, 2001).
A insulina é um polipeptidio tetramérico anabdlico produzido pelas células beta do
pancreas. A presenca da insulina, entre outras fungdes, ativa na célula uma cascata
de reac0es finalizada com aproximacgao dos transportadores de glicose (GLUT) junto
a membrana das células de determinados 6rgédos permitindo sua acédo. A auséncia
ou ineficacia deste peptideo, portanto, pode prejudicar a acdo dos GLUTSs, podendo
gerar hiperglicemia. Ocorre ainda reducéao da entrada de aminoacidos nos musculos
e aumento da lipélise (ADA, 2010).

Ha duas formas principais de diabetes, o Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) e
Tipo 2 (DM2). O DM1 esta ligado principalmente a destruigcdo autoimune das células
beta pancreéticas, resultando em deficiéncia da secrecdo de insulina. Individuos
com DM1 dependem de insulina exdégena para a sobrevivéncia e para prevencao de
cetoacidose. A prevalénciade DM1 € baixa em relacdo ao DM2, que totaliza mais de
90% dos casos no mundo. O DM2 é caracterizado por resisténcia a insulina e/ou
secrecdo anormal de insulina. Individuos com DM2 ndo sdo necessariamente

dependentes de insulina exdgena, mas podendo ser necessario o uso da mesma
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para o controle dos niveis de glicose no sangue, caso isso nao seja obtido através
da dieta, agentes hipoglicemiantes orais e terapias alternativas (ZIMMET; ALBERT,;
SHAW, 2001).

Dentre as formas menos comuns de diabetes estd o Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG), no qual a gestante afetada apresenta risco entre 40-60% de
desenvolver DM2 nos proximos anos. Dentre outras causas o0 diabetes também
pode resultar de defeitos genéticos, doencas pancreaticas, cirurgias, infeccoes,
drogas e produtos quimicos (COLBERG et al., 2010).

O DML1 pode ocorrer tanto em individuos magros, bem como em individuos
obesos. O DM2 esté fortemente associado a obesidade e caracterizado por varias
anormalidades metabdlicas (ADA, 2006).

Variacbes na sensibilidade a insulina ocorrem durante a vida normal do
individuo podendo ser observadas durante a puberdade, gravidez e no
envelhecimento. Mudancas no estilo de vida como, por exemplo, aumento do
acumulo de atividade fisica e ajustes na dieta estdo associados a melhora na
sensibilidade a insulina (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Os numeros associados com diabetes reforcam que é importante dedicar
mais recursos e pesquisas para melhor compreenséo da fisiopatologia da doenca e
seus mecanismos de tratamento (ADA, 2016).

A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada em longo prazo com
dano, disfuncdo ou deficiéncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
coracao e vasos sanguineos. Sintomas marcantes da hiperglicemia incluem politria,
polidipsia, perda de peso, polifagia, perda da clareza na visdo, prejuizo no
crescimento, susceptibilidade a infeccbes e posterior cetoacidose. Em longo prazo,
pode causar retinopatia com perda crescente da visdo, nefropatia, neuropatia,
amputacoes, disfuncdes gastrintestinais, geniturinarias, cardiovasculares e sexuais.
Pacientes com diabetes também apresentam aumento na incidéncia de doencas
cardio e cerebrovasculares (ADA, 2006).

O participante de maior relevancia para a hiperglicemia € a producao
excessiva de glicose hepéatica. A taxa da neoglicogénese € controlada
principalmente pelas atividades de enzimas como fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPCK), frutose-1,6-bisfosfatase (FP2ase) e de glicose-6-fosfatase (G6Pase).

PEPCK catalisa a conversdo de oxaloacetato para fosfoenolpiruvato (PEP),
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enquanto o G6Pase catalisa a etapa final da gliconeogénese, a producao de glicose
convertido de glicose-6-fosfato (G6P). Os genes destas enzimas gliconeogénicas
sdo controlados pela insulina, glucagon e glicocorticoides. A insulina inibe a
gliconeogénese, suprimindo a expressao de PEPCK e G6Pase, enquanto glucagon
e glicocorticoides estimulam a producao hepatica de glicose por induzir esses genes
(POSTIC; DENTIN; GIRARD, 2004).

Vérios estudos tém demonstrado relacdo entre diabetes e as disfuncdes do
sistema nervoso central (SNC), sugerindo que o encéfalo é suscetivel aos mesmos
estimulos que provocam outras complicacdes do diabetes. Estudos tém
demonstrado que pacientes com DM2 tém um risco aumentado de 39% para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer e um risco aumentado de 47% para o
desenvolvimento de deméncia em geral (MOULTON et al., 2015).

No entanto, os mecanismos patolégicos que levam a danos no SNC e
sistema nervoso periférico (SNP) em diabéticos ainda ndo sao totalmente
compreendidos. Um, dentre varios mecanismos propostos, é a deficiéncia na acéo
da insulina. A insulina tem acdo neurotropica nos nervos periféricos para controlar a
sobrevivéncia, manutencgdo, reparo e regeneracao dos mesmos, e tendo também um
papel na plasticidade, neuroprotecdo e memoria cognitiva (KING et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que as complicagdes vasculares relacionadas ao
diabetes, a acao glicotéxica da hiperglicemia, o estresse oxidativo causado pelos
produtos finais de glicosilacdo, acumulo da proteina amiloide intracerebral,
hipoinsulinemia e reducdo do insulin-like growth factor-l (IGF-1) encefalico sdo
fatores que contribuem para um prejuizo cognitivo em organismo diabético
(ALMEIDA-PITITTO et al., 2008).

Mudancas no ambiente, estilo de vida e comportamento humano tém
resultado em um aumento escalonado de casos de diabetes e obesidade no mundo
(ZIMMET,; ALBERT; SHAW, 2001). Para prevencéo e controle do diabetes mellitus
sdo indicados medicamentos orais, injecdo de insulina, balangco nutricional e
atividade fisica (ADA, 2005).

Apesar da disponibilidade de uma gama de medicamentos, uma parcela
significativa de pessoas com diabetes mellitus ndo sdo capazes de alcancar ou
manter um controle glicémico adequado. Além de focar no controle glicémico, novos

tratamentos deveriam proporcionar uma redugdo do risco de doencas
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cardiovasculares além de uma acéo favoravel sobre o excesso de peso, com um
baixo risco de hipoglicemia, bem como um mecanismo de acao sinérgica combinada
com outras terapias (SEUFERT, 2015). Entre estas terapias, a atividade fisica tem
se mostrado eficaz no controle glicémico em pacientes com diabetes (ADA, 2015).

Uma completa mudanca do estilo de vida, através da atividade fisica e
balanco nutricional, tem se mostrado muito eficiente em individuos com alto risco de
desenvolver DM2, com uma reducdo de aproximadamente 58% da glicemia depois
de trés anos de atividade fisica, associado com menor risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (CHURCH, 2011; ADA, 2016).

Portanto, é recomendado, para terapias nao farmacolégicas, o uso de dieta
combinada com programas de promoc¢do da atividade fisica, acompanhados de
aconselhamento e apoio psicoldgico, pois o diabetes é uma condi¢cdo que exige uma
atencdo diaria a dieta, ao estilo de vida e monitoramento constante do nivel de
glicemia e estd associada com fatores diversos como estresse e ansiedade
(DINNEEN, 2006; PRONK; REMINGTON, 2015).

2.5 Sinalizacdo da insulina e diabetes: participacdo das proteinas AKT, RhoA e
RhoE

A insulina é um horménio com efeitos metabdlicos potentes como, por
exemplo, controle glicémico, controle lipidémico, regulacédo e sintese de glicogénio,
regulacdo e sintese de lipidios, sintese e manutencdo da proteina Mammalian
Target of Rapamycin (mTOR), controle da fome, entre outros (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). A secrecao deste hormonio ocorre em resposta a ingestao
de macronutrientes, pela captacdo de glicose pelos transpotadores das células beta,
e essa resposta € modulada por fatores neurais (SN simpatico e parassimpatico) e
fatores hormonais (por exemplo, glucagon, glucagon-like peptide 1, polipeptideo
inibidor gastrico e a somatostatina). A glicose, no entanto, é o principal estimulo para
sua secrecao (BELL; POLONSKY, 2001).

Apods ser secretada pelas células beta, a insulina agira em seus érgédos alvo,
ligando-se ao seu receptor. Apos a ligacdo, a etapa da sinalizacdo da insulina
comeca com a auto fosforilagcdo do receptor de insulina, uma tirosina quinase que
catalisa a fosforilagcdo de proteinas intracelulares, como substrato do receptor de
insulina (IRS), Src-homology-2 (SH2) e Protooncogene (CBL) (CARVALHEIRA,;
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ZECCHIN; SAAD, 2002). Neste ponto da sinalizacdo do receptor da insulina podem
ocorrer alteragfes que resultam na resisténcia a insulina sistémica (HOTAMISLIGIL,
2006). Apos a fosforilacdo, essas proteinas se unem a outras moléculas de
sinalizacdo através de SH2, resultando na ativacdo das vias de sinalizacéo
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), ativacdo da proteina quinase B (PKB/AKT), a
cascata da Mitogen activated protein kinase (MAPK) e a ativacdo da TC10 via Cap
/ICBL e via AKT-mTOR-pAS160 (TOMASOVIC, et al., 2012). Essas interaces sao
fundamentais para a translocacdo do transportador de glicose-4 (GLUT-4) para a
membrana plasmatica. As vias intracelulares ativadas pela ligagdo da insulina ao
receptor regulam o transporte de glicose, formacdo de glicogénio, lipidios e
proteinas (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; MOLLER, 2001).

Recentemente, a secrecdo e acao da insulina foram relacionadas as
proteinas da familia Rho. As Rho sdo um conjunto de enzimas que pertencem a
superfamilia Ras, pequenas GTPases ativadas por ligacdo de GTP. A proteina Rho-
Kinase (ROCK) é ativada pelo complexo RhoA/GTP e inativada pelo complexo
RhoE/GTP. A ROCK participa de importantes funcdes celulares como a
organizagdo, motilidade, ploriferagcéo e diferenciacdo celular, bem como, expressao
de vérios genes, contribuindo na secrecéo de insulina (LIU et al., 2014).

Nas células musculares as proteinas da familia Rho participam no controle da
dindmica da actina citoesqueletal. Desta forma, a RhoE age contribuindo para
degenerar a fibra muscular e a RhoA estimula a formar o tecido, produzindo
mudancas distintas no citoesqueleto (RUSSEL, 2010). A RhoA também intermedia a
sinalizacdo para a diferenciacdo esquelética miogénica (RIENTO et al., 2003).

A relacdo entre estas proteinas e a sinalizacao da insulina tem sido estudada
e apresentada como sendo especifica para cada tipo de célula, bem como, havendo
efeitos distintos entre os membros da familia (SATOH, 2014). Tem sido apresentado
gue a ativacao da RhoA pode contribuir para fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina (IRS-1), promovendo ativagao da PI3k e consequentemente fosforilacdo da
AKT (FURUKAWA et al.,, 2005). Todavia a acdo especifica da RhoA ainda
permanece de dificil compreensdo, sendo apontada como contribuinte na
translocacdo dos GLUT-4, apesar de ndo haver alteracdo na captacao da glicose em
sua delecdo (ISHIKURA; KOSHKINA; KLIP, 2008).

Por outro lado, animais obesos apresentam aumento da via RhoA/ROCK,
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este aumento pode antagonizar a acdo da insulina através da fosforilacdo da serina
no IRS-1(KANDA et al., 2006).

2.6 Sinalizacao central da insulina e memoria

Além das classicas fungdes metabolicas, a insulina tem papel importante em
diversas funcbes como na memoria e outras fungdes encefalicas. O encéfalo € um
orgdo com metabolismo muito ativo. O funcionamento adequado do cérebro
depende de um constante e regular suprimento de sangue. Apesar de representar
apenas 2% da massa corporal em um adulto humano, ele consome 20% do oxigénio
e da glicose disponiveis. O fluxo sanguineo cerebral e a absorcdo de oxigénio e
glicose aumentam dramaticamente a excitacdo neural. A acdo da insulina no
encéfalo regula a sobrevivéncia neuronal, manutencdo sindptica, ploriferacéo
dendritica, aprendizagem e memdria. Varios pesquisadores encontraram que a
insulina também influencia a captacéo de glicose no hipocampo, mas a ac¢ao direta
da insulina, na captacdo de glicose permanece obscura e controversa, as suas
acOes indiretas estdo bem elucidadas. Apesar de controverso, alguns estudos
apresentam que a insulina é produzida em neurbnios de mamiferos adultos
enquanto outros apresentam que deve ser recrutada da periferia para o SNC
(MEHRAN et al., 2012; HUGHES; CRAFT, 2015).

A sindrome de resisténcia a insulina, que esta caracterizada por um aumento
cronico de insulina periférica, reducdo da sua atividade e reducdo do nivel de
insulina no encéfalo, esta associada a prejuizos na memoria relacionados a idade e
a Doenca de Alzheimer. O excesso de insulina pode provocar um aumento no nivel
da proteina Beta Amiloide (AB) e agentes inflamatdrios, tendo efeito sobre a
memoria (CRAFT, 2005). Por outro lado, a auséncia da insulina, caracteristica de
animais insulinopénicos também pode trazer uma seérie de comprometimentos
cognitivos, menor agéo da insulina no hipocampo, maior fosforilagdo da proteina Tau
e formacdo de proteinas beta amiloide e a proteina precursora da beta amiloide
(DIEGUES et al., 2014). E necessaria a restauracéo da expressdo normal dos genes
requeridos para a funcédo cognitiva, bem como das proteinas pré-inflamatorias e
antioxidantes para que as capacidades cognitivas normais sejam restauradas
(THOMAS; GARG; SMITH, 2014).
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2.7 Diabetes mellitus e atividade fisica

O aumento da prevaléncia de DM2 e da obesidade ocorre concomitantemente
a diminuicdo no nivel de atividade fisica (AUNE et al., 2015).

Atividade fisica € definida como movimento corporal produzido pela contracao
do muasculo esquelético e que eleva substancialmente o gasto energético
(ROITMAN, 2003). Em suas diversas manifestacfes, a atividade fisica pode ser
classificada como espontanea, voluntaria, ocupacional, de lazer, estruturada na
forma de exercicio, entre outros.

A atividade fisica espontanea pode ser encontrada em diversas situacdes
como, por exemplo, a locomogé&o. A locomocao tem um papel importante na vida
dos mamiferos, na procura de alimentos, abrigo, busca de parceiros para
reproducdo e na fuga de predadores naturais. Este tipo de atividade fisica pode ser
chamado de atividade fisica obrigatéria ou espontanea (GARLAND et al., 2011).

A atividade fisica voluntaria pode ser definida como uma atividade que néo é
necessaria para a homeostase ou diretamente a sobrevivéncia do individuo, e nao
necessariamente estimulada por um fator externo (GARLAND et al., 2011).

A atividade fisica beneficia pessoas que desenvolveram o diabetes, a
alcancar uma gama de melhorias, incluindo aumento da aptiddo cardiorrespiratéria,
vigor, melhoria no controle glicémico, diminuicdo da resisténcia a insulina, melhor
perfil lipidico e melhoria no contetdo da presséo arterial (SIGAL et al., 2013).

Mudangas de estilo de vida tém se mostrado de forma conclusiva, que
retardam, ou mesmo, evitam o desenvolvimento do DM2 em individuos que sao
considerados de alto risco. The Finnish Diabetes Prevention Study mostrou em um
ensaio clinico uma reducao de risco de quase 60% com a pratica de atividade fisica
e dieta (LINDSTROM et al., 2013).

Sabendo que a atividade fisica, melhora o controle glicémico, reduz a
necessidade de hipoglicemiantes orais e insulina, poderia ser maior a aderéncia aos
programas para a conscientizacdo da importancia da atividade fisica e difundir que o
exercicio fisico regular € um componente chave na terapia do diabetes mellitus
(SIGAL et al., 2013). Dados econdémicos indicam que esses programas sao eficazes
também neste aspecto (PRONK; REMINGTON, 2015).

2.8 Diabetes e ambiente enriquecido
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Em seu estudo, Beauquis et al. (2010) foram pioneiros nestes estudos
envolvendo diabetes e AE, apresentando evidéncias do efeito positivo que a
exposicdo a um ambiente enriquecido tem no hipocampo de ratos diabéticos.
Proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevida dos neurdnios, foram melhoradas
apos uma exposicao de curta duragcdo em ambientes enriquecidos (ambiente social
com estimulos sensoriais e cognitivos) em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (BEAUQUIS et al., 2010).

Além disso, o hipocampo de ratos hiperglicémicos é extremamente suscetivel
a eventos estressantes, que podem levar a graves danos hipocampais e a
manutencdo dos ratos em ambiente enriquecido pode amenizar estes danos
(PAMIDI; NAYAK, 2014).

O enriguecimento ambiental diminui as concentraces de corticosterona
sérica e atenua a ativagdo microglial prejudicial em ratos diabéticos. O AE ajuda a
amenizar as comorbidades cognitivas associadas com DM1, possivelmente
reduzindo hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e ativacdo microglial
em animais diabéticos (PIAZZA, 2014).

Outro achado importante do estudo de Beauquis et al. (2010) foi relacionado
a vascularidade cerebral em animais diabéticos e o efeito do ambiente enriquecido
neste aspecto. De acordo com este estudo, os resultados sugerem que, em uma
situacdo patolégica hipocampal com vérios distlirbios, como DM1, exposicdo de
curta duracdo em ambiente enriquecido pode ser suficiente para promover uma
potente resposta cerebral envolvendo um aprimoramento do adulto a neurogénese,
ao crescimento e densidade dendritica, bem como, o aumento da &rea vascular do
hipocampo.

O ambiente enriquecido também fornece entretenimento, aumenta o
comportamento cognitivo, estimula a faculdade criativa e promove mudancas
moleculares a nivel estrutural por melhorar as funcdes do cérebro que ainda nao
foram lesionadas (PAMIDI; NAYAK, 2014).

O ambiente enriquecido promove atividade fisica espontanea e voluntaria,
gue pode contribuir para o controle glicémico, visto que o treinamento fisico aumenta
a captacdo de glicose pela insulina, beneficiando a sensibilidade a insulina, assim,
diminuindo a hiperglicemia (LUCIANO et al., 2002; VIEIRA et al., 2015; BEAUQUIS
et al., 2010).
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Todavia, pouco se sabe sobre os efeitos da manutengdo no ambiente
enriquecido e a atividade fisica nele promovida na acao da insulina no hipocampo,

sendo um campo vasto para estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da manutengcéo em
ambiente enriquecido em aspectos cognitivos e nas proteinas AKT, RhoA e RhoE

musculares de ratos diabéticos.

3.2 Objetivos especificos

Este estudo teve os seguintes objetivos especificos:

Avaliar a influéncia do diabetes na atividade fisica realizada por animais
mantidos no ambiente enriquecido;

Avaliar a influéncia do AE no desempenho de ratos diabéticos no labirinto de
Morris;

Verificar os efeitos da manutencdo no AE na massa corporal, comprimento
naso-anal e indice de Lee de ratos diabéticos;

Verificar os efeitos da manutencédo no AE nas ingestdes hidrica e alimentar de
ratos diabéticos;

Analisar os efeitos da manutencdo no AE nas concentracdes séricas de
glicose de ratos diabéticos;

Analisar a influéncia da manutengdo no AE na fosforilagdo da AKT e
expressdo de RhoA e RhoE no musculo de ratos diabéticos;
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4 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais estdo reunidos em um projeto que foi
desenvolvido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e com a legislacdo brasileira sobre o uso cientifico de animais (Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Centro Universitario Catdlico Salesiano Auxilium (CEUA-08/2015

UniSalesiano).

4.1 Amostra

Para desenvolver estes estudos, foram utilizados ratos machos adultos da
linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus Wistar) com trés meses de idade,
oriundos do biotério central da Universidade Estadual Paulista - Campus Botucatu
que foram alojados em gaiolas convencionais (padrdo) de polietileno medindo
37x31x16 cm, mantidos cinco ratos por gaiola, a temperatura de 25 £ 1°C e em ciclo

claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a a4gua e ao alimento.

4.2 Distribui¢do nos grupos

Para investigar as atividades fisicas realizadas pelos animais controle e
diabéticos na gaiola enriquecida, os animais foram inseridos em gaiolas
enriquecidas, distribuidos, assim, nos seguintes grupos:

Controle gaiola enriquecida (CGE) — animais controles que foram mantidos na
gaiola enriquecida;

Diabetes gaiola enriquecida (DGE) - animais diabéticos que foram mantidos
na gaiola enriquecida.

Para investigar os efeitos da manutencdo no ambiente enriquecido, 0s
animais controles e diabéticos foram distribuidos nos seguintes grupos:

Controle (C) - animais controles que foram mantidos na gaiola convencional
(padréo);

Diabetes (D) - animais diabéticos que foram mantidos na gaiola convencional

(padrao);
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Diabetes gaiola enriquecida (DGE) - animais diabéticos que foram mantidos

na gaiola enriquecida.
4.3 Inducédo do diabetes experimental

Nos experimentos que envolveram diabetes, apds jejum de 12 horas, para a
inducdo do diabetes experimental, os animais receberam estreptozotocina (50
mg/kg) dissolvida em tampao citrato (0,01 uM, pH 4,5) por via intraperitoneal. Apos
este procedimento, os ratos foram recolocados nas gaiolas recebendo no primeiro
dia pés estreptozotocina, uma solucdo de agua e glicose (15%), além de racéo
(LUCIANO; LIMA, 1997; LEME et al., 2010). Cinco dias apdés a administracdo da
droga, foi realizado um teste de glicemia utilizando monitor de glicose
sanguinea Optium Xceed® para comprovacdo do estado diabético dos animais,
sendo considerados diabéticos apenas aqueles que apresentarem glicemia igual ou
superior a 250 mg/dL.

ApoOs estes procedimentos, os animais foram pesados e distribuidos nos
grupos gaiola convencional ou enriquecida conforme o peso para animais controles
e glicemia, e peso para animais diabéticos, a fim de obter igual distribuicdo dos

animais nos grupos baseado nestes parametros de peso e glicemia.
4.4 Gaiola enriquecida

A gaiola enriquecida (GE) € um ambiente onde foram inseridos objetos para
estimular os diversos repertorios dos animais. Em nosso laboratério, as medidas da
gaiola enriquecida sdo 1,5 m x 50 cm x 35 cm e possui como objetos inanimados
tuneis, brinquedos coloridos e a roda de atividade (figura 1). Os animais dos grupos
GEs foram mantidos durante todo o periodo experimental no ambiente enriquecido,
enquanto os demais foram mantidos na gaiola convencional.

A roda de atividade tem 20 cm de diametro e esteve numa base com um pilar
(figura 2), um ciclo computador digital estava acoplado para controle do niamero e
velocidade das voltas. Este mecanismo permitiu mensurar a atividade fisica

realizada nas rodas de atividade.
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Figura 2. Roda de atividades

4.5 AvaliacOes prévias ao sacrificio dos animais

Durante o periodo experimental, os ratos foram avaliados semanalmente, com
relacdo a massa corporal, ingestdo alimentar e hidrica para fins de registros e
posterior analise e no final foram submetidos ao labirinto aquatico de Morris. A

glicemia foi analisada no inicio e final do periodo experimental.

4.5.1 Mensuramento da atividade fisica na roda de atividades

Na roda de atividade foi acoplado um contador de giros digital da marca
Digtaq® modelo CD 1000 para o controle do nimero e velocidade das voltas. Este
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mecanismo permitiu mensurar a atividade fisica realizada nas rodas de atividade.
4.5.2 Ingestado alimentar e hidrica

A ingestdo alimentar e hidrica foi registrada duas vezes por semana, as
segundas e quintas-feiras, ao longo do experimento, tendo sido calculados através
da subtracdo diaria entre a quantidade oferecida e o rejeito do dia subsequente
utilizando balanca eletrénica digital, marca Filizola® Mod BP LED (15kg x 5g). Foi

realizada a média entre as duas coletas semanais.
4.5.3 Massa corporal

Os ratos foram avaliados semanalmente, as segundas e quintas-feiras, com
relagdo & massa corporal. Para medida dos mesmos foi utilizada balanca eletrénica
digital, marca Filizola® Mod BP LED (15kg x 5g). Foi realizada a média entre as duas

coletas semanais.
4.5 .4 Glicemia

A glicemia dos animais diabéticos foi registrada no inicio e final do periodo

experimental utilizando o monitor de glicose sanguinea Optium Xceed®.
4.5.5 Labirinto Aquético de Morris

Os ratos foram avaliados em tanque circular com 2 metros de diametro e com
70 cm de profundidade, e dividido em 4 quadrantes (norte, sul, leste e oeste) de
acordo com uma das especificagdes sugeridas por Morriset al. (1984) e revisada por
Vorhees; Williams (2006). O teste foi realizado durante 5 dias consecutivos de forma
distinta cada dia. O tanque foi colocado em uma sala isolada e com temperatura
controlada. A temperatura da agua foi mantida em 30 graus e foi instalada uma
plataforma com uma base inferior de apoio (12 x 12cm) e uma base superior para o
escape (10 x 10cm) dos animais.

No primeiro dia, o tanque foi preenchido por 4gua e a plataforma foi mantida 5
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centimetros acima do nivel da 4gua de forma que os animais a enxergavam. Cada
animal foi inserido individualmente, no lado oposto da plataforma e mantido no
tanque num periodo de 1 minuto ou até que encontrasse a plataforma. Caso néo a
encontrasse nesse periodo o animal era conduzido até a plataforma e posto sobre
ela. Nos dois casos, foi mantido durante 15 segundos sobre a plataforma, para
facilitar a memorizagéo.

Nos dias 2, 3 e 4, um corante alimentar liquido hidrossoluvel de cor preta
(Arcolor®) foi diluido na agua, tornando-a opaca. A plataforma foi submersa pela
dgua opaca cerca de 5 cm (MORRIS et al, 1984). Os animais foram
individualmente inseridos no tanque e o tempo despendido (tempo de laténcia em
segundos) para encontrar a plataforma foi registrado a cada tentativa. Os
guadrantes foram designados conforme os pontos cardeais, sendo 0s animais soltos
na seguinte ordem, norte-norte, norte-leste, norte-oeste, norte-sul e na ultima sesséo
que constituia de uma tentativa, norte.

No ultimo dia foi realizado o teste sem a plataforma, no qual os animais
nadaram durante 1 minuto e foi marcado quanto tempo permaneceram no quadrante

onde deveria estar a plataforma.
4.5.6 Rastreamento dos animais

O rastreamento foi executado com a utilizacdo de Camera IP Infra 720p
(1280x720) gerenciada pelo Software de captura Citrox®, fixada na parte central
superior da gaiola enriquecida. A partir das imagens capturadas, foi realizado o
rastreamento manual utilizando o sistema para analises cinematicas Digital Video
For Biomechanics - Windows 32 bits (DVIDEOW®) (BARROS et al., 1999). O
procedimento consistia em rastrear o animal através da funcdo Mouse Tracking do
software DVIDEOW®, gerando um arquivo com as coordenadas de tela dos pares
ordenados (X, Y) em 2D da movimentagdo do animal na gaiola enriquecida. Apos
esta etapa, as informacgbes foram calculadas em um protocolo desenvolvido no
software Matlab® 2014a (Match Works Inc, Massachussets, Estados Unidos), para

obtencéo dos dados de deslocamento em metros dos animais.
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Figura 3. Tanque circulardividido em quadrantes (norte, sul, leste e oeste) e
corante diluido na agua de acordo com uma das especificacdes sugeridas por Morris
et al. (1984).

4.6 AvaliacOes ap0s o sacrificio dos animais

Ao final do periodo experimental, os ratos foram anestesiados com tiopental
sédico (50mg/kg de peso corporal via injecao intraperitoneal). Ap0s a eutanasia
foram coletadas amostras do gastrocnémio para andlise proteica por

immunoblotting.

4.6.1 indice de Lee, massa e comprimento corporal

O indice de Lee foi calculado ao final do experimento, usando a relacéo entre
a raiz cubica do peso corporal e o comprimento naso-anal (CNA) do animal, com a
seguinte formula 3/Peso (g)/CNA (cm). A mensuracdo do peso foi realizada com
balanca eletrénica digital, marca Filizola Mod BP LED (15kg x 5g). O comprimento

naso-anal e o peso foram realizados, apds anestesia do animal.

4.6.2 Extracédo tecidual e andlise protéica por immunoblotting
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Para a extracdo tecidual, o musculo gastrocnémio foi cuidadosamente
dissecado e mantido em placa de gelo, pesado, congelado em nitrogénio e
macerado até a completa transformacdo destes tecidos em pd. Estas amostras
foram armazenadas em freezer -80°C até serem analisadas no laboratério de
Biologia Molecular do Exercicio Fisico (FCA-Unicamp).

Para a analise por immunoblotting as amostras foram submetidas ao
processo de lise celular através de kit de fracionamento celular (Pierce Protein
Biology®). Parte deste material foi utilizada para determinacdo do contetdo das
proteinas totais através do método foto colorimétrico usando kit comercial BCA
(Pierce Reagents®).

Apods determinacdo do conteudo de proteinas totais, o sobrenadante foi
utilizado para imunoprecipitacdo overnight, a 4°C, com anticorpos especificos. O
imunoprecipitado foi separado apds incubagcdo com proteina ASepharose 6 MB por 2
horas a 4 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (11000rpm, 20 minutos,
4 °C) e submetidas a lavagem com tampéao de lavagem por 3 vezes de 5 minutos
cada (11000rpm, 4 °C). As proteinas precipitadas foram tratadas com tampéao de
Laemmli (65) contendo 100mmol/l de DTT e aquecidas em agua fervente por 5 -10
minutos. A seguir, quantidades iguais de proteina (30ug) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (8-12%)-SDS-PAGE em aparelho de
eletroforese BIO-RAD®(MiniProtean, Bio-RadLaboratories®, Richmond, CA). A
eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em 120 V em
periodos de tempo varidveis em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-
RAD®. A ligacdo dos anticorpos as proteinas ndo especificas foi reduzida por pré-
incubacdo da membrana com tampao de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado;
10mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0.02% de Tween 20) por trinta minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas de nitrocelulose foram
incubadas overnight com anticorpos especificos diluidos em solugdo para
anticorpos, e entdo lavadas 3 vezes por 15 minutos em tampao fosfato. Em
seguida, as membranas foram incubadas por 2 horas na temperatura ambiente com
o anticorpo secundario (com peroxidase-HRP diluido em solugdo basal contendo
leite desnatado, 1%) referente as especificacbes dispostas no primeiro anticorpo
utilizado. As membranas foram novamente lavadas por 3 vezes de 5 minutos com

solugao basal e incubadas em sala escura com substrato
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luminolquimioluminescente (Pierce Reagents®) por 5 minutos e expostas a filmes
fotossensiveis de RX Kodak e revelados por método tradicional (maquina de
Raios-X). As bandas identificadas na autorradiografia foram quantificadas nas suas
areas utilizando-se densitometria Optica. Para tal, foi utilizado um scanner de mesa
Color Page HR6X (Genius) e o programa Scionlmage (Scioncorp®). Foram utilizados
0S anticorpos para imunoblotting: anti-AKT, anti-fosfo-AKT, RhoA e RhoE (Sigma
Aldrich® and Cell Signaling Technology®).

4.7 Andlise estatistica

Ap6s o teste de normalidade realizado através do teste de Kolmogorov-
Smirnov, os resultados foram avaliados estatisticamente por meio do teste t ou
Mann-Whitney para as analises entre dois grupos ou analise de variancia (ANOVA)
two way, com posthoc de Bonferroni (significancia de 5%) para as demais analises.

O software SPSS®foi utilizado para as anélises.

5 RESULTADOS

5.1 Resultados da atividade realizada na gaiola enriquecida

A tabela 1 apresenta os resultados da distancia percorrida na roda de
atividade. Pode ser observado que, ao longo das semanas, os animais do grupo
diabetes (D) andaram menos que os animais do grupo controle (C), sendo
comprovado pelo teste realizado na média ao longo das semanas (p<0.0001).

Na tabela 2 podem ser observados os resultados da distancia percorrida
pelos animais dentro da gaiola enriquecida. No inicio do periodo experimental, nao
houve diferencas significativas entre os animais. Na ultima semana, os valores

também nao diferiram entre os grupos estudados.
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Tabela 1. Média da distancia percorrida (m/dia) pelos animais pertencentes aos
grupos controle GE (CGE) e diabetes GE (DGE) na roda de atividade ao longo das
semanas durante o periodo experimental.

Grupo Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab Média

CGE 853 2208 1535 2338 3505 2087,8
DGE 99 129 189 91 50 111,6°

%p<0.05 comparado ao CGE (Teste t; p<0,05 n=7 ratos/ grupo).

Tabela 2. Média da distancia percorrida (m/dia) dos animais pertencentes aos
grupos controle GE (CGE) e diabetes GE (DGE) no inicio e final do periodo
experimental.

Grupo Inicio Final
CGE 4,33+2 4,47+ 2,3
DGE 4,67+3,1 2,09+1,5

(Teste t; p<0,05 n=5 ratos/ grupo).

5.2 Resultados da manutencdo dos animais nas gaiolas convencional ou

enriguecida

A figura 1 apresenta resultados relacionados a massa corporal (A), ingestédo
alimentar (B) e ingestdo hidrica (C) ao longo das 6 semanas do periodo
experimental. A massa corporal ao longo do experimento foi menor nos animais
diabéticos de ambos 0s grupos comparados aos grupos controles. Por outro lado, o
diabetes aumentou a ingestdo hidrica e alimentar em ambos os grupos diabéticos
comparados aos controles. Os dados morfométricos apresentados na tabela 4
revelam que o comprimento naso-anal néo foi alterado pelo diabetes ou AE,
enquanto o indice de Lee foi reduzido nos animais diabéticos ndo sendo alterados
pelo AE.

Conforme esperado, a glicemia dos animais diabéticos esteve aumentada nos
periodos inicial e final e quando analisado o delta (diferenca dos valores final-inicial)
0s animais do grupo D apresentaram resultados maiores comparados aos grupos C
e DGE.
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Tabela 3. Glicemia (mg/dl) dos animais pertencentes aos grupos controle (C),
diabetes (D) e diabetes GE (DGE) no inicio e final do periodo experimental e a
diferenca entre final e inicial (A) durante o periodo experimental.

Glicemia (mg/dl)

Inicial Final A

C 103,5+4,8 109,6 + 6,6 3,3
D 392,6 + 123,1° 558 + 71,9% 164,6°
DGE 418,7 + 140,12 437,4 + 18° 18,7°

4p<0.05 comparado ao C; "p<0.05 comparado ao D (ANOVA-Bonferroni; n=7 ratos/
grupo).

Nos dados de comprimento corporal ndo houve alteragdes entre 0s grupos
estudados. Por outro lado, o diabetes diminui os valores do indice de Lee e o AE

nao foi capaz de amenizar este prejuizo.

Tabela 4. Comprimento naso-anal final (cm), indice de Lee dos animais
pertencentes aos grupos controle (C), diabetes (D) e diabetes GE (DGE) ao final do
periodo experimental.

GRUPOS Comprimento corporal Indice de Lee

C 24,4+0,8 54,9+8,8
D 23,8+1,2 41,5+4,7%
DGE 24,2+1,1 43,4456

2p<0.05 comparado ao C; °p<0.05 comparado ao D (ANOVA-Bonferroni; n=7 ratos/
grupo).
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Figura 4. Massa corporal (g; A), ingestdo alimentar (g/rato- B) e ingestdo hidrica
(ml/rato-C) dos animais pertencentes aos grupos controle (C), diabetes (D) e
diabetes GE (DGE) ao longo das 6 semanas do periodo experimental. Os resultados
estdo expressos em média e desvio padrdo. ANOVA; P < 0.05;a#C; b # D; c #
DGE; ANOVA-Bonferroni.

Os dados de labirinto aquatico revelam que animais diabéticos mantidos no
AE tiveram resultados melhores na fase inicial, conforme pode ser observado nos
resultados de area sob a curva, ndo tendo alterado, contudo os valores do teste
final. O diabetes, no presente estudo, ndo alterou o desempenho dos animais no
labirinto aquatico.
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Tabela 5. Laténcia dos animais pertencentes aos grupos controle (C), diabetes (D) e
diabetes GE (DGE) durante os testes de labirinto aquéatico de Morris (seg.)
realizados na quinta semana do periodo experimental e a area sob a curva dos 4
primeiros dias de teste.

_ , , _ Areasoba Teste
GRUPOS Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4

curva Final
C 48+9,9 40,9+19,6 21,8+13,9 16,7+13,9 1216,3+402,7 20+9,4
D 49,4+10,1 37,9+19,9 23+11,5 16,7+13 1361+401,5 21,1+6,5

DGE 42 +20,6 28,4+20,9 20,7+12,4 12+11,7 699,7+156% 21+6,9

4p<0.05 comparado ao D (ANOVA- Bonferroni n=7 ratos/ grupo).

Nas andlises musculares, ndo foram encontradas diferencgas significativas na

fosforilagdo da AKT ou na expressao das proteinas RhoA e RhoE (figura 3).

p-AKT:AKT
150

» » chiz
Unidades arbitrérias Uridades arbitranias
- 3 2 - 2 =

Unidades arbitrarias
2 g

0
DGE

C c D
Figura 5. Fosforilacdo da proteina AKT (A) e expressdo da proteina RhoA (B) e
Rhoe (C) no musculo gastrocnémio dos animais pertencentes aos grupos controle
(C), diabetes (D) e diabetes GE (DGE) ao final das 6 semanas do periodo
experimental. Os resultados estdo expressos em média e desvio padréo.
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DISCUSSAO

O presente estudo apresenta os resultados dos efeitos do diabetes no
acumulo de atividade fisica dos animais mantidos em ambiente enriquecido e os
efeitos da manutencdo em ambiente enriquecido nos animais diabéticos em
aspectos cognitivos através do labirinto aquético de Morris, morfométricos através da
massa corporal, comprimento naso-anal e indice de Lee, nas ingestdes hidrica e
alimentar, glicemia e na fosforilagdo da AKT (proteina B) e expressdes de RhoA e
RhoE no musculo destes animais.

O ambiente enriquecido € definido como ambiente promotor de complexas
estimulagdes inanimadas e sociais aos animais nele mantidos que proporcionam
boas condicbes para o seu desenvolvimento fisico, social e comportamental
(ROSENZWEIG et al., 1978).

O papel da atividade fisica no ambiente enriquecido foi destacado no estudo
de Kobilo e colaboradores (2011) que distribuiram o0s animais em quatro grupos
mantendo cada grupo em gaiolas de tamanhos iguais, sendo a primeira gaiola sem
objetos, a segunda com objetos inanimados, mas sem roda de atividade, o terceiro
grupo mantido em ambiente apenas com a roda e o quarto grupo em ambiente com
a roda e objetos inanimados. Os autores concluiram que a atividade fisica realizada
na roda € o fator critico para promover parte das alteracbes encontradas, dentre as
quais estdo o aumento do fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF),
aumento da neurogénese na vida adulta e redimento melhor no teste cognitivo.
Apesar desta relevancia da pratica de atividade fisica no ambiente enriquecido,
poucas pesquisas estudaram o volume de atividade fisica realizada no ambiente
enriguecido.

Dentre as pesquisas desenvolvidas com este objetivo, Xie e colaboradores
(2013) realizaram o rastreamento de animais mantidos em ambiente enriquecido e
concluiram seus trabalhos apresentando que animais mantidos em ambiente
enriguecido percorrem maiores distancias e apresentam maior frequéncia de
movimentos. Jorddo e colaboradores (2015) submeteram animais mantidos no
ambiente enriquecido e em gaiola convencional ao teste de maxima fase estavel de
lactato e comprovaram que os animais mantidos no ambiente enriquecido tiveram
melhor desempenho no teste quando comparados aos animais controles,

demonstrando que a pratica de atividade fisica no ambiente enriquecido é capaz de
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promover modificagdes no condicionamento aerdbio dos animais.

Nesta perspectiva, o acumulo de atividade fisica de animais mantidos no
ambiente enriquecido € um meio para o estudo das atividades fisicas espontaneas e
voluntarias. Ao ser estudado no presente estudo o acumulo de atividade fisica
realizada na roda de atividade, péde ser observado que, ao longo das semanas, 0s
animais diabéticos tiveram valores menores no numero de giros da roda, quando
comparados aos controles, sendo comprovado pelo teste realizado na média ao
longo das semanas, ndo havendo, porém, alteracdes significativas no deslocamento
dos animais na gaiola.

Estudos prévios realizados por Howarth et al. (2005a;b) e Shimomura et al.
(1988) apresentaram que a atividade fisica de ratos diabéticos induzidos utilizando
estreptozotocina foi significantemente reduzida, corroborando com o resultado obtido
na roda de atividade no presente estudo. A reducdo do nivel de atividade fisica
parece estar relacionada, também, a diminuicdo do ritmo cardiaco e da temperatura
corporal em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, tanto em curto tempo,
guanto em experimentos de longo tempo (HOWARTH et al., 2005a;b).

De ordem central, os ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
apresentam anormalidades metabdlicas nos neurdnios dopaminérnicos, fato que
também contribui na explicagdo dessa reducdo no nivel de atividade fisica
(SHIMOMURA et al., 1988).

Em tentativa de reverter o quadro, Howarth et al. (2006), trataram ratos
induzidos por estreptozotocina com insulina e obtiveram uma parcial normalizagéo
dos niveis de atividade fisica e temperatura corporal, corroborando com os achados
de Carter e colaboradores (1987) que afirmaram que animais nao tratados com
insulina apresentaram um declinio no acumulo de atividade fisica. No mesmo
sentido, Chibalin et al. (2000) afirmaram que homeostase da glicose provoca
melhora no nivel de atividade fisica de ratos diabéticos. Estes poucos estudos que
investigaram a diminui¢éo do nivel de atividade fisica em ratos induzidos ao diabetes
por estreptozotocina, portanto, corroboram com os resultados encontrados no
presente estudo.

A manutencdo no ambiente enriquecido em biotérios experimentais, a
principio, pode estar ligada a melhoria nas condi¢cdes de manutencdo dos animais

no biotério. Alguns estudos utilizam a manutencdo no ambiente enriquecido como
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forma de investigar os seus efeitos nos animais, sendo a grande parte desses
estudos destinados a avaliar os efeitos na cognicdo e aspectos do sistema nervoso
central.

Os organismos diabéticos apresentam numerosos distirbios metabdlicos
causados primariamente pela auséncia de insulina, como ocorrido no presente
estudo nos animais diabéticos induzidos por estreptozotocina. A estreptozotocina €
uma nitrosamina que participa de um grupo de drogas denominadas alquilantes.
ApOs a entrada na corrente sanguinea é transportada para o interior das células beta
através dos transportadores de glicose (GLUT2) que provoca, de forma seletiva em
células beta pancreéticas, danos celulares iniciados com a metilagdo de DNA que
resulta em desfragmentacdo e culminando com a morte dessas células gerando
posteriomente hiperglicemia (LENZEN, 2008). A reducdo na producdo da insulina
ocorre algumas horas apés a administracdo, havendo posteriormente um dano
permanente nas células beta (LENZEN, 2008).

A auséncia de insulina provoca prejuizos no controle da glicose hepéatica e na
captacdo de glicose pelas células musculares e adiposas, pois a insulina reduz a
glicogendlise e gliconeogénese hepéaticas e aumenta a captacdo de glicose via
translocacdo de GLUT4 (PESSIN; SALTIEL, 2000). Desta forma, em animais
diabéticos induzidos por estreptozotocina, a lesdo em células beta provoca
hiperglicemia e instauracdo do quadro diabético conforme observado nos animais
pertencentes aos grupos diabéticos no presente estudo.

Estudos envolvendo animais diabéticos mantidos em ambientes enriquecidos
sdo escassos. Ao estudar os efeitos da manutencdo em ambiente enriquecido na
glicemia destes animais, alguns estudos apresentaram reducédo (BEAUQUIS et al.,
2010) ou nao alteracéo na hiperglicemia diabética (PIAZZA et al., 2011; DORFMAN;
ARANDA; ROSENSTEIN, 2015). No presente estudo, a hiperglicemia foi amenizada
pela manutencdo no ambiente enriquecido, fator de grande relevancia para a
manutencdo de melhores condi¢des para organismo diabético.

As causas que promoveram a reducdo da hiperglicemia nos animais
diabéticos, todavia, precisam ser mais bem estudadas. Alguns fatores a serem
apontados sdo os hormdnios contraregulatorios e a atividade fisica realizada no
ambiente enriquecido. Os hormonios contrarregulatérios sdo fundamentais em

diversas situagdes como na reagao ao estresse, um conjunto de respostas que
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causam o aumento da glicemia (FUJIWARA et al.,, 1991). A manutencdo em
ambiente enriquecido promove reducdo na hiperatividade do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal e consequente reducdo da atividade cortical da adrenal e na
producdo de cortisona (PIAZZA, 2014), que por ser um hormonio hiperglicemiante,
tende a trazer maiores prejuizos ao organismo diabético.

A prética de atividade fisica promove modificacdes metabdlicas que podem
alterar a glicemia de forma aguda e cronica. Neste sentido, a atividade fisica
promove efeitos sinérgicos a insulina, contribuindo com a manutencdo da
homeostase glicémica. A atividade fisica realizada no ambiente enriquecido pode ter
participado na reducdo da hiperglicemia diabética, mesmo tendo sido menos
realizada que pelos animais controles.

A contragcdo muscular ocorrida na atividade fisica promove fatores que
causam captacao de glicose independente da insulina como aumenta a atividade da
enzima AMPK, concentragfes miocelulares de calcio e oxido nitrico facilitando a
translocacdo dos GLUTSs para proximo da membrana celular, promovendo a entrada
da glicose na célula.

Em organismos que apresentam o quadro de resisténcia a insulina, o
aumento da sensibilidade a insulina ocorre com as adaptacfes do exercicio fisico
cronico, provocando melhora na atividade das moléculas intermediarias entre a
ligacdo da insulina ao receptor e a translocacdo dos GLUTs, como aumento da
expressdo de proteinas como AMPK, TBC1D1, AKT 1, AKT 2 e GLUT4 (FUNAI;
CARTEE, 2008; JESSEN et al., 2011).

O aumento da ingestdo hidrica é resultado do desequilibrio glicémico em
organismos diabéticos e é oriundo da polidria e da polidipsia. O aumento da
osmolaridade sanguinea provocado pela hiperglicemia induz glicosuria e perda de
agua e eletrolitos com fins de manter o equilibrio osmotico, gerando desidratacao e
consequente sede particularmente por ativacdo dos osmorreceptores (THOMPSON,;
DAVIS; BAYLIS, 1989; LERCO et al., 2003).

Com relagdo a massa corporal e ingestdo alimentar, os animais diabéticos
apresentaram reducdo da massa e do indice de Lee, apesar de aumento na
ingestdo alimentar. Este € um resultado esperado em animais induzidos por
estreptozotocina ou aloxana, por alteragcbes das substancias anorexigenas e

orexigenas, havendo reducdo nas concentracdes séricas de insulina e leptina e
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aumento nas concentracdes de grelina (SINDELAR et al.,, 1999; HIDAKA et al.,
2002; PEREIRA et al., 2016). O emagrecimento é creditado, dentre vérios fatores, a
deplecdo das reservas hidricas, lipidicas, de glicogénio e a reducdo da massa
muscular promovida por excessiva protedlise (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016; LUCIANO; MELLO, 1998).

A manutencdo no ambiente enriquecido ndo promoveu efeitos nestes
parametros, mesmo em detrimento a amenizacdo na hiperglicemia. Em partes,
essas modificacbes foram observadas em estudos realizados com animais em
condicbes diferentes. Vieira et al. (2015) demonstraram que animais idosos
mantidos em ambiente enriquecido apresentaram diminuicdo da massa corporal,
sem contudo, alterar o comprimento ou a glicemia. Em animais obesos, a
manutencdo no ambiente enriguecido reduziu massa corporal e glicemia,
amenizando os prejuizos da dieta hipercalorica (MAESAKO, 2012).

Para investigar os efeitos do ambiente enriquecido na aprendizagem e
memoria espacial dos ratos diabéticos, foi utilizado o teste de labirinto aquético de
Morris, uma ferramenta bem referenciada no estudo das fungBes cognitivas e
bastamente utilizada em pesquisas de areas como Neurociéncia, Farmacologia,
Psicologia, entre outras. O presente estudo demonstrou que, apesar do diabetes
nao ter alterado o desempenho dos animais no teste de labirinto aquatico de Morris,
a manutencdo dos animais diabéticos no ambiente enriquecido promoveu algumas
melhorias na aprendizagem e memoaria dos animais.

Alguns estudos apontam que o diabetes é uma condi¢cdo que pode promover
prejuizo cognitivo por lesdo e dano dos neurdnios e astrdcitos hipocampais
induzindo neurodegeneracdo (SEGOVIA et al., 2008a). Por outro lado, a
manutencdo no ambiente enriqguecido promove melhorias e, em determinados
quadros patoldgicos pode amenizar tais prejuizos (SEGOVIA et al., 2008b).
Utilizando o teste de reconhecimento de objetos novos, Piazza e colaboradores
(2014) mostraram que 0s animais diabéticos mantidos em ambiente enriquecido tém
0 prejuizo cognitivo amenizado, citando o importante papel da redugdo na
hiperatividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. Beauquis et al. (2010)
demonstraram que a manutencdo no ambiente enriquecido aumentou a
neurogénese, vascularizagcdo e complexidade dendritica em animais diabéticos,

concluindo que se faz necessario a analise dos testes de memaria para conectar 0s
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achados do seu trabalho com alteragdes no teste.

Estes beneficios encontrados nos testes podem estar relacionados a diversos
fatores sugeridos como plasticidade sinaptica (LEGGIO et al., 2005),
neurotransmissores (SEGOVIA, 2008), fatores de crescimento (VAN PRAAG, 1999)
e reducao de apoptose (WILLIAMSON, 2012). Contudo, as vias moleculares que
participam nestes processos precisam ser melhor estudadas.

A manutencdo do musculo esquelético depende de um equilibrio entre
degradacédo e sintese de proteina, onde o aumento da massa € caracterizado pela
sintese de proteinas, enquanto a perda de massa ocorre quando a degradacdo das
proteinas é maior que a sintese. Esta € uma das caracteristicas de varias doencgas
cronicas e, entre elas, esta o diabetes. Desta forma, entender esse processo é muito
importante para identificacdo dos objetivos da terapéutica para essas doencas
(RUSSELL, 2010).

Entre os mediadores do ganho e perda muscular estdo as proteinas da familia
das Rho, que sdo responsaveis pela organizacdo do citoesqueleto e repostas de
mobilidade celular. A RhoE é pertencente a familia RhoGTPase e € similar a RhoA.
Estas proteinas controlam a dindmica da actina citoesqueletal tendo acfes
antagonicas. A RhoE atua no desmantelado da fibra muscular, enquanto a RhoA
estimula seu mantelamento, produzindo mudancas distintas no citoesqueleto
(RIENTO et al., 2003). A RhoA também intermedia a sinalizacdo para a
diferenciacéo esquelética miogénica (CASTELLANI et al., 2006).

Em nosso estudo nao foram encontradas diferencas nas expressoes de RhoA
e RhoE no muasculo gastrocnémio dos ratos estudados. A fosforilagdo da AKT, cuja
atividade estd relacionada com hipertrofia muscular, ndo foi influenciada pelo
diabetes ou ambiente enriquecido no periodo de 6 semanas. Hulmi et al. (2012)
encontraram reducdo na fosforilagdo da AKT apdés 1 e 3 semanas da inducao de
diabetes por estreptozotocina. Todavia, apés 5 semanas, a fosforilagdo da AKT no
musculo esquelético de animais diabéticos e controles ndo apresentou diferencas

significativas, corroborando com os resultados do presente estudo.
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CONCLUSAO

O ambiente enriquecido pode trazer diversos beneficios aos animais nele
mantidos. Todavia, grande parte dos estudos, até o momento, tem sido direcionada
para investigagcdes no sistema nervoso central. O ambiente enriquecido pode ser
visto como promotor de atividade fisica, podendo nele ser estudado ndo apenas
parametros relacionados ao sistema nervoso central, comportamentais ou de
reabilitacdo, mas como um meio para a pratica de atividade fisica voluntaria e
espontanea, particularmente pelo deslocamento que o0s animais realizam, a
interacdo social e a atividade na roda.

Os dados do presente estudo permitem concluir que o diabetes reduz a atividade
fisica na roda de atividade sem, contudo, alterar significativamente o deslocamento
dos animais na gaiola enriquecida. Mesmo assim, a manutencdo em ambiente
enriqguecido ameniza o aumento da hiperglicemia e melhora o desempenho no
labirinto aquéatico de Morris nos animais diabéticos.

O diabetes reduziu a massa coporal e o indice de Lee e aumentou as ingestdes
hidricas e alimentares. O ambiente enriquecido, contudo, ndo promoveu alteracfes
nestes parametros. Ainda, nem o diabetes, nem a manutencdo no ambiente
enriquecido, no periodo de 6 semanas, promoveram alteracées nas proteinas AKT,

RhoA ou RhoE no musculo gastrocnémio.
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ANEXO A- ARTIGO ORIGINAL: “Manutencdao em ambiente enriquecido e
memoaria: participacdo das proteinas AKT e ERK”

MAINTENANCE IN AN ENRICHED ENVIRONMENT AND MEMORY:
PARTICIPATION OF AKT AND ERK PROTEINS

RESUMO

O hipocampo possui fun¢des importantes na memariados mamiferos. Algumas vias
de sinalizacao estdo sendo estudadas e, entre elas, esta a via da insulina que possui
receptores em varias regides do encéfalo, como o hipocampo, revelando seu papel
em diversas funcdes encefalicas, como memdria e prevencdo de morte neuronal. O
exercicio fisico promove beneficios cognitivos envolvendo proteina quinase B (AKT),
proteina de ligacdo ao elemento de resposta do AMPc (CREB) e fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF). O ambiente enriquecido € um meio promotor de
atividade fisica, pois os animais nele mantidos tém acesso a diversos estimulos
inanimados e sociais que promovem oportunidades aos animais para que exergam
seus repertorios sensoriais, motores, cognitivo, social e comportamental. Desta
forma, o presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos do ambiente
enriguecido na memoaria e fosforilagdo das proteinas AKT e ERK no hipocampo de
ratos wistar. Para isso, foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar
distribuidos em grupo controle (C), animais que foram mantidos na gaiola
convencional e grupo gaiola enriquecida (GE), animais que foram mantidos na gaiola
enriquecida. Ao final do periodo experimental os animais foram avaliados com
relacdo a massa corporal, submetidos ao labirinto aquatico de Morris e ao teste de
campo aberto. ApOs a eutanasia, foram coletadas amostras do hipocampo para
analise proteica por immunoblotting da fosforilagdo das proteinas AKT e ERK. O
ambiente enriquecido ndo alterou a massa, comprimento e glicemia, porém
promoveu melhoras no desempenho nos testes do labirinto aquatico de Morris, no
teste de campo aberto e na fosforilacdo da AKT e ERK. O presente estudo permite
concluir que o ambiente enriquecido promove parcialmente melhoras nas funcdes de

mem©aria em ratos wistar. O aumento da fosforilagdo das proteinas AKT e ERK pode



60

contribuir na explicacdo dos eventos moleculares que culminam nesta melhoria no
desempenho dos animais no teste cognitivo.

Palavras chave: ambiente enriquecido, memoéria cognitiva, atividade fisica.

ABSTRACT

The hippocampus has central functions in memory capacity for mammals, such as
learning and memory. Some signaling pathways are being studied, among them, the
insulin that has receptors in several places of the brain, as the hippocampus showing
its role in various brain functions, such as memory and prevention of neuronal death.
The physical exercise promotes cognitive benefits, involving the proteins AKT, CREB
and BDNF. The enriched environment is a mean of promoting physical activity; the
animals kept therein have access to several inanimate and social stimulations that
stimulate the animals to exercise their sensory, cognitive, social and behavioral
repertoires. In this way, this study aimed to investigate the effects of an enriched
environment in the memory and phosphorylation of proteins AKT and ERK in the
hippocampus of Wistar rats. In this study, male adults Wistar rats were distributed in
conventional cage and enriched cage, at the end of the experimental period the
animals were assessed with relation to body mass, submitted to Morris Water Maze
and the test of open field. After euthanasia, hippocampal samples were collected to
analyze protein by immunoblotting; the proteins analyzed were AKT and ERK. The
enriched environment has not promoted changes in body mass, length and
glycaemia, but promoted improvements in the performance in the Water Maze of
Morris and the open field and in the phosphorylation of AKT and ERK. In this study
we concluded that the enriched environment promotes improvements in the functions
of memory in wistar rats and the increase of phosphorylation of proteins AKT and
ERK, contributing to the improvement of their performance in the memory tests.
Keywords: enrichment environment, cognitive memory, water maze of Morris,

physical activity
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ANEXO B- Reviséao de literatura: “Enriquecimento ambiental e atividade fisica”

Environmental enrichment and physical activity

Resumo

O conceito de enriguecimento ambiental aplicado a pesquisa em laboratério consiste
em oferecer aos animais recursos como rodas de atividade, tuneis, brinquedos,
aumento no espaco e maior interagcdo social entre 0s animais que promovem
estimulos complexos e diversificados que favorecem aos animais desenvolverem e
aplicarem seu repertdrio comportamental. Tal proposta produz diversos efeitos nos
animais, dentre os quais estd o aumento do acumulo de atividade fisica realizada.
Desta forma, este ambiente pode ser uma proposta interessante para o estudo da

atividade fisica voluntaria e espontanea em animais de laboratério.

Abstract

The concept of environmental enrichment applied to the laboratory consists in
providing features such as wheels of activity, tunnels, toys, space and greater social
interaction between the animals that promotes complex and diversified stimuli that
further to animals to develop and apply the behavioral repertoire. This proposal
produces several effects in animals, between that is the increase in physical activity.
Thus, this environment may be an interesting suggestion for the study of voluntary

and spontaneous physical activity in laboratory animals.
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