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RESUMO 

O diabetes durante a gravidez constitui um ambiente intrauterino 
desfavorável para o desenvolvimento da prole. Apesar de já descritos na literatura 
mecanismos candidatos pelos quais o diabetes materno severo predispõe os filhos a 
alterações cerebrais e distúrbios do neurodesenvolvimento, os seus efeitos a curto e 
longo prazo sobre o sistema imunológico e as células nervosas, conjuntamente ao 
comportamento e aos parâmetros físicos da prole ainda não foram estudados. Da 
mesma forma, o Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) tem sido associado a complicações 
a longo prazo no sistema nervoso central induzidas pela hiperglicemia crônica, 
causando inflamação, disfunções microvasculares, celulares e moleculares, levando 
a comprometimento da neurogênese no giro denteado (GD) do hipocampo e déficits 
cognitivos e psicomotores. No entanto, o papel das respostas microgliais e astrocíticas 
e a modulação específica de proteínas regulatórias imunes sobre os diferentes 
estágios da neurogênese hipocampal na progressão da encefalopatia diabética ainda 
não foram satisfatoriamente elucidadas.  

No primeiro estudo, investigamos os efeitos a curto e longo prazo dos 
desfechos desenvolvimentais causados pela hiperglicemia materna severa não 
controlada sobre a sobrevivência celular no GD, a expressão de proteínas reguladoras 
de apoptose, o BDNF e a resposta neuroinflamatória no hipocampo de neonatos e 
ratos jovens nascidos de mães diabéticas. A curto prazo (no dia pós-natal 1), o modelo 
de diabetes materno severo proposto causou microssomia, atraso no 
neurodesenvolvimento dos filhotes e diminuição de Bcl-2, procaspase 3 e caspase 3. 
A longo prazo (no dia pós-natal 40), aumentou os níveis de TNF-α e diminuiu os de 
procaspase 3, caspase 3, MHC-I, IL-1β e BDNF, bem como prejudicou a sobrevivência 
celular no GD do hipocampo da prole. 

No segundo estudo, analisamos os efeitos agudo e crônico do DMT1 não 
controlado sobre a resposta das células e moléculas reguladoras imunes e a 
modulação das diferentes fases da neurogênese e apoptose no hipocampo de ratos 
jovens. Agudamente, o grupo diabético apresentou uma diminuição na proliferação de 
células marcadas com BrdU no GD, na expressão de Bcl-2 e BDNF, além de um 
aumento nos níveis de IL-6. Por outro lado, cronicamente, o DMT1 causou uma 
diminuição nos níveis de IL-1β e IL-10, acompanhado por um aumento na expressão 
de células microgliais Iba-1+ e uma diminuição não significativa na sobrevivência 
celular no GD do hipocampo.  

Os dados reforçam que a ativação da neuroinflamação, a desregulação dos 
níveis de apoptose, o prejuízo na sinalização de MHC-I e da sobrevivência celular no 
GD do hipocampo podem estar implicados nos distúrbios neurodesenvolvimentais e 
neurocognitivos vistos na prole de mães diabéticas. Ainda, que no modelo 
experimental proposto de DMT1 há um papel importante da neuroinflamação e um 
desequilíbrio de interleucinas específicas mediadas principalmente pela resposta de 
células microgliais, durante a janela temporal analisada, contribuindo para o 
comprometimento das diferentes fases da neurogênese hipocampal subjacente à 
encefalopatia diabética com a progressão da doença. Desse modo, a presente tese 
reforça o envolvimento da neuroinflamação como mecanismo neurobiológico presente 
em ambos os modelos de diabetes estudados. 

 
Palavras-chave: hiperglicemia, desenvolvimento, neurogênese, apoptose, 
neurinflamação, memória, encefalo 
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ABSTRACT 

Maternal diabetes constitutes an unfavorable intrauterine environment for 
offspring development. Although isolated data reveal candidate mechanisms by which 
severe maternal hyperglycemia predisposes the offspring to neurodevelopmental 
disorders, their short- and long-term effects on offspring’s immune system, nerve cells, 
behavior and physical parameters remain poorly understood. Moreover, Type 1 
Diabetes Mellitus (T1DM) has been associated with long-term complications in the 
central nervous system induced by chronic hyperglycemia, causing brain inflammation, 
microvascular, cellular and molecular dysfunctions, leading to neurogenesis 
impairment in the dentate gyrus (DG) of hippocampus and cognitive deficits. However, 
the role of microglial and astrocytic responses and the specific modulation of immune 
regulatory proteins on the different stages of hippocampal neurogenesis in the 
progression of diabetic encephalopathy have not yet been satisfactorily elucidated. 

In our first study, we investigated the short- and long-term effects of 
developmental outcomes caused by uncontrolled severe maternal hyperglycemia on 
cell survival in the DG, expression of apoptosis regulatory proteins, BDNF, and the 
neuroinflammatory response in the hippocampus of neonates and rats young born to 
diabetic mothers. Severe maternal diabetes caused microsomia and 
neurodevelopmental delay in pups and decrease of Bcl-2, procaspase 3 and caspase 
3 in the hippocampus. In a later stage of development it was found an increase of TNF-
α and a decrease of procaspase 3, caspase 3, MHC-I, IL-1β and BDNF in the 
hippocampus, as well as impairment in cellular survival in the DG. 

In our second study, we analyzed the acute and chronic effects of 
uncontrolled T1DM on the response of immune regulatory cells and molecules and the 
modulation of the different phases of neurogenesis and apoptosis in the hippocampus 
of young rats. Acutely, diabetic group presented a decrease in proliferation of BrdU-
labeled cells, in Bcl-2 expression and BDNF, as well as an increase in IL-6 levels. On 
the other hand, chronically, T1DM caused a decrease in IL-1β and IL-10 levels, 
accompanied by an increase in microglial Iba-1 expression and a non-significant 
decrease in cell survival in the DG of hippocampus.  

Our data reinforce that activation of neuroinflammation, dysregulation of 
apoptosis levels, impairment in MHC-I signaling and cell survival in the hippocampus 
may be implicated in the neurodevelopmental and neurocognitive disorders observed 
in the offspring of diabetic mothers. In addition, in the proposed experimental model of 
T1DM there is an important role of neuroinflammation and a specific imbalance of 
interleukins mediate mainly by the microglia response, until the time-pointed 
investigated, contributing to the compromise of the different phases of hippocampal 
neurogenesis underlying the diabetic encephalopathy with disease progression. Thus, 
this thesis reinforces the involvement of neuroinflammation as a neurobiological 
mechanism present in both diabetes models studied. 

 
 

Keywords: hyperglycemia, development, neurogenesis, apoptosis, 

neuroinflammation, memory, diabetic encephalopathy 
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1.1 APOPTOSE 

O processo de morte celular programada, ou apoptose, é geralmente 

definido por características morfológicas específicas e por mecanismos bioquímicos 

dependentes de energia. A apoptose ocorre fisiologicamente durante o 

desenvolvimento embrionário e pós-natal, o envelhecimento e como mecanismo 

homeostático de renovação celular tecidual. Também ocorre nas reações imunes, na 

atrofia dependente de hormônios (como do timo induzida por corticosteroides), ou 

quando as células são danificadas por doenças ou agentes nocivos (Elmore, 2007). 

Uma taxa de apoptose inapropriada (ou muito pouca ou em demasia) é um fator 

encontrado em muitas doenças neurodegenerativas, no dano isquêmico, em 

distúrbios autoimunes e muitos tipos de câncer (Hassan et al., 2014).  

As principais características morfológicas das células em processo de 

apoptose incluem retração celular, citoplasma denso, organelas mais compactadas e, 

principalmente, picnose, identificada como fragmentos de cromatina nuclear 

condensada. Sequencialmente, fragmentos citoplasmáticos celulares são formados e 

os corpos apoptóticos são fagocitados por macrófagos e degradados dentro de 

fagolisossomos. Não há essencialmente nenhuma reação inflamatória associada com 

o processo de apoptose nem com a remoção de células apoptóticas, uma vez que 

essas células não liberam seus constituintes celulares no tecido intersticial 

circundante; são rapidamente fagocitadas pelas células vizinhas, evitando assim a 

necrose secundária; e, as células englobantes não produzem citocinas anti-

inflamatórias (Elmore, 2007).  

Os mecanismos bioquímicos da apoptose envolvem cascatas de eventos 

moleculares dependentes de energia. As duas vias principais de apoptose são a via 

extrínseca ou do receptor de morte e a via intrínseca ou mitocondrial, bem como a via 

perforina/granzima. As vias extrínseca, intrínseca e granzima B convergem para o 

mesmo terminal ou via de execução, que é iniciada pela clivagem da caspase-3, 

levando às modificações celulares características da apoptose. Diferentemente, a via 

da granzima A ativa uma cascata celular paralela, independente de caspase, gerando 

dano ao DNA (ácido desoxirribonucleico) de fita simples (Elmore, 2007).  

A via de sinalização intrínseca da apoptose pode ser iniciada por diversos 

estímulos capazes de causar algum dano mitocondrial que, por sua vez, produz sinais 

intracelulares que atuam diretamente em alvos específicos dentro da célula, a fim de 
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ativar a via de execução da caspase 3 clivada. Esses estímulos podem ser a ausência 

de fatores de crescimento, hormônios ou citocinas que impeçam a morte celular, ou 

mesmo a radiação, toxinas, hipóxia, hipertermia, infecções virais e radicais livres 

(Elmore, 2007). O controle e a regulação desses eventos mitocondriais apoptóticos 

ocorrem por meio de membros da família de proteínas Bcl-2, a qual rege a 

permeabilidade da membrana mitocondrial e é composta por, pelo menos, 25 genes 

tanto de proteínas pró-apoptóticas, quanto antiapoptóticas. Assim, a ocorrência de 

apoptose pode ser definida pelo balanço entre seus reguladores pró- e antiapoptóticos 

(Haghir et al., 2017). A Bcl-2 (linfoma de células B 2) é uma das proteínas 

antiapoptóticas da família Bcl-2 que regula negativamente a ativação da caspase 3, 

gerada a partir da clivagem da sua precursora procaspase 3 (Haghir et al., 2017; 

Sadeghi et al., 2016).  

 

1.2 NEUROGÊNESE NO ADULTO, APRENDIZADO E MEMÓRIA 

Na década de 1960, estudos pioneiros de Altman & Das (1965 e 1967) 

forneceram as primeiras evidências de que novos neurônios poderiam ser gerados no 

encéfalo adulto dos mamíferos, inclusive em humanos (Eriksson et al., 1998). 

Classicamente, no sistema nervoso central (SNC) intacto, a neurogênese pós-natal 

persiste continuamente na vida adulta em duas regiões mitoticamente ativas: na zona 

subgranular (ZSG) do giro denteado (GD) do hipocampo e na zona subventricular 

(ZSV) dos ventrículos laterais. Sabe-se que as novas células geradas na zona ZSV 

se deslocam pelo fluxo migratório rostal e se diferenciam em interneurônios granulares 

ou periglomerulares ou em células gliais no bulbo olfatório, enquanto que os da ZSG 

migram localmente e integram a camada de células granulares do GD do hipocampo, 

se diferenciando em interneurônios granulares maduros ou em células gliais (Duan et 

al., 2008; Ming & Song, 2005; von Bohlen, 2007).  

O hipocampo é uma das estruturas mais plásticas do SNC e tem papel 

importante nos processos de aprendizado, memória episódica, espacial e emocional 

(Deng et al., 2010). Está localizado no lobo temporal de cada hemisfério cerebral e, 

anatomicamente, é formado pelo Corno de Ammon ou hipocampo propriamente dito 

(histologicamente dividido de CA1 a CA4) e pelo giro denteado, cuja concavidade se 

dispõe ao redor de CA4 (Dekeyzer et al., 2017). Assim, a relevância funcional da 

neurogênese pós-natal constante na ZSG do GD do hipocampo tem sido atribuída à 



4 
 

modulação dos processos de formação e manutenção de memórias ao longo da vida 

(Deng et al., 2010; Kitabatake et al., 2007).  

A neurogênese no GD do hipocampo é constituída de múltiplas fases: 

proliferação dos progenitores de células tronco neurais, sobrevivência, migração, 

diferenciação e integração sináptica dos novos neurônios à circuitaria local pré-

existente, sendo de 4 semanas o tempo estimado para uma neurogênese completa. 

Durante esse processo, vários marcadores celulares específicos são expressos pelas 

células de acordo com sua fase de maturação e diferenciação, desde os progenitores 

mitoticamente ativos até os novos neurônios pós-mitóticos formados, sendo possível, 

dessa forma, identificar e estudar as fases específicas da neurogênese (Figura 1) 

(Kitabatake et al., 2007; Lucassen et al., 2010; von Bohlen, 2007). Tais estudos são 

baseados na marcação dos progenitores neurais com 5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU), 

um análogo sintético da timidina incorporado durante a replicação do DNA na fase S 

do ciclo celular, ou com BrdU em associação com outros marcadores de maturação 

celular, e analisados por imunoistoquímica ou imunofluorescência (Ming & Song, 

2005; Taupin, 2007; von Bohlen, 2007).  

 

Figura 1. Diagrama esquemático ilustrando o processo de neurogênese pós-natal no giro denteado do 
hipocampo, suas diferentes fases e a expressão de marcadores celulares específicos que caracterizam 
a etapa de maturação e diferenciação dos progenitores neurais sobreviventes. SGZ: zona subgranular; 
GCL: camada de células granulares; ML: camada molecular; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Sox2: 
região determinante do sexo Y (SRY-região 2); DCX: duplacortina; PSA-NCAM: forma polissialilada da 
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molécula de adesão celular neural; TuJ1: Beta III tubulina; NeuN: antígeno nuclear neuronal (adaptado 
de Lucassen et al., 2010). 

 
Estudos apontam que, de todas as células que proliferam na ZSG, 

aproximadamente 50% sobrevivem e chegam a etapa final de maturação, ao passo 

que as demais são eliminadas por apoptose (Larson, 2018). Tanto a taxa de 

proliferação dos progenitores de células tronco neurais, quanto essa taxa de 

sobrevivência celular podem ser alteradas por diversos estímulos fisiológicos e/ou 

patológicos, regulando positivamente ou negativamente os processos cognitivos 

(Ming & Song, 2005).  

 

1.3 NEUROINFLAMAÇÃO E REGULAÇÃO DA NEUROGÊNESE 

A presença da barreira hematoencefálica (BHE) e de um ambiente 

parenquimatoso anti-inflamatório, com altas concentrações locais de citocinas 

supressoras de inflamação tais como fator de crescimento transformante β (TGF-β) e 

interleucina 10 (IL-10), protege o SNC contra eventuais danos e a entrada de agentes 

patogênicos vindos do sistema nervoso periférico (SNP). No entanto, durante 

processos inflamatórios e/ou neurodegenerativos encefálicos, as respostas imunes 

inatas no SNC são mediadas por astrócitos e células microgliais residentes, as quais 

interagem com células T infiltrantes do SNC por meio da expressão de citocinas e 

quimiocinas (Czirr & Wyss-Coray 2012; Ransohoff & Brown 2012). Microglia, 

astrócitos e neurônios podem expressar receptores/sensores padrão de 

reconhecimento de membrana do tipo Toll, ou citoplasmáticos do tipo de ligação a 

nucleotídeos ricos em leucina (NRLs), pelos quais reconhecem os padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs) ou a patógenos (PAMPs), ativando 

principalmente a via de sinalização intracelular do NF-kB (fator nuclear kappa B) e 

induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (Ransohoff & Brown 2012).  

As células microgliais, macrógafos do SNC, agem apresentando o antígeno 

para células T helper (CD4+) por meio da expressão de proteínas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) classe II, quando nas suas formas ativadas 

(hipertrófica e ameboide). A Iba-1 (molécula adaptadora de ligação de cálcio ionizado 

1), outra proteína expressa na superfície das células microgliais, é amplamente 

utilizada para acompanhar e estudar seus estados reativos, uma vez que sua 

expressão aumenta progressivamente com a ativação microglial durante a inflamação, 
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lesão e degeneração neuronal (Kettenmann et al., 2011). Por outro lado, proteínas do 

MHC classe I são expressas por quase todas as células nucleadas do corpo, incluindo 

neurônios e células gliais, e seu reconhecimento por células T citotóxicas (CD8+) 

estimulam diretamente a lise celular. Ademais, evidências têm mostrado que proteínas 

do MHC-I desempenham também funções não-imunes, como no 

neurodesenvolvimento, no refinamento das conexões neuronais e na plasticidade 

sináptica (Bilbo & Schwarz, 2012; Dixon-Salazar et al., 2014; Elmer & McAllister, 2012) 

Os astrócitos compreendem um tipo de células gliais com funções de 

suporte neuronal, tamponamento do potássio, síntese de glicogênio e glutationa, 

recaptação de glutamato da fenda sináptica e ajuste hídrico, modulando a atividade 

sináptica e o fluxo sanguíneo, como elemento integrante da sinapse tripartite e da 

BHE (Ransohoff & Brown 2012; de Senna et al., 2017). A proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP) é um filamento intermediário intracelular presente nos astrócitos, essencial 

para a formação dos processos astrocíticos estáveis em resposta a danos neuronais 

ou demandas fisiológicas, sendo usado como marcador astrocítico (de Senna et al. 

2017).  

A neuroplasticidade e as diferentes fases da neurogênese no GD do 

hipocampo podem ser moduladas por estímulos ambientais e endógenos tais como 

neurotransmissores, fatores de crescimento e neurotrofinas (dentre as quais está o 

BNDF - fator neurotrófico derivado do encéfalo), hormônios sexuais, glicocorticoides 

e canabinoides, entre outros (Grote & Hannan, 2007; Larson, 2018). Além disso, 

estudos têm mostrado que as células imunes contribuem para a manutenção da 

neurogênese hipocampal ao longo da vida (Ziv &Schwartz, 2008). Citocinas pró- 

inflamatórias (principalmente TNF-α - fator de necrose tumoral alfa; IL-1β e IL-6), anti-

inflamatórias (IL-10) e quimiocinas secretadas pelos neurônios, astrócitos e microglia, 

sob condições saudáveis, patológicas ou de estresse crônico, podem regular a 

neurogênese hipocampal, beneficiando ou prejudicando a cognição, o aprendizado e 

a memória, de acordo com o seu balanço e o grau de ativação celular (Donzis & 

Tronson, 2014; Kohman & Rhodes, 2013; Yirmiya & Goshen, 2011).  

Chesnokova et al. (2016) propõem também que algumas doenças 

periféricas e distúrbios metabólicos de longo prazo, bem como o envelhecimento 

normal, criam um estado de inflamação periférica crônica. Essas condições estão 

associadas a distúrbios comportamentais ligados à diminuição da neurogênese 
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hipocampal adulta, como comprometimento cognitivo, déficits de aprendizado e 

memória, depressão e ansiedade (Chesnokova et al., 2016). As citocinas pró-

inflamatórias liberadas e as células T ativadas no SNP entram no SNC pelo aumento 

da permeabilidade da BHE, por alteração das concentrações de proteínas das tight 

junctions, como claudina-5, causando, assim, neuroinflamação pela ativação de 

astrócitos e células microgliais no encéfalo. A microglia ativada reduz a neurogênese 

hipocampal por suprimir a proliferação das células tronco neurais, aumentar a 

apoptose das células progenitoras neuronais e diminuir a taxa de sobrevivência dos 

neurônios imaturos, além de sua integração na circuitaria neuronal existente. 

Ademais, como um mecanismo indireto, as citocinas pró-inflamatórias liberadas no 

SNP ativam o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), e altos níveis de 

glicocorticóides suprimem fortemente a proliferação de células progenitoras neurais.  

 

DIABETES MATERNO, SISTEMA IMUNE, NEURODESENVOLVIMENTO E 

COGNIÇÃO 

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), em suas Diretrizes 2017-2018, 

define o Diabetes mellitus gestacional como uma intolerância à glicose ou a 

carboidratos de gravidade variável que se inicia durante a gestação.  É o problema 

metabólico mais comum na gravidez, tem prevalência em 3 a 25% das gestações, 

variando de acordo com a população estudada e com os critérios diagnósticos 

utilizados. No Brasil, estima-se que 2,4% a 7,2% de todas as gestantes desenvolvem 

diabetes, o que significa mais de 200.000 casos novos por ano (Rudge et al., 2013). 

O diabetes materno durante a gestação pode ter diversos efeitos no 

desenvolvimento fetal e no neurodesenvolvimento pós-natal da prole dependendo de 

sua gravidade e tempo de início, sendo eles inversamente proporcionais à qualidade 

do controle gicêmico materno (Chandna et al., 2015; Hami et al., 2015; Salazar García 

et al., 2015). Crianças nascidas de mães diabéticas apresentam maior pré-disposição 

para distúrbios como esquizofrenia e autismo (Van Lieshout & Voruganti, 2008; Xiang 

et al., 2015), além de prejuízos cognitivos em aprendizado e memória explícita, função 

motora e atenção (Deboer et al., 2005; Ornoy et al., 2001; Perna et al., 2015).  

De acordo com a literatura, dois modelos animais experimentais têm sido 

propostos para estudar o diabetes durante a gestação e suas implicações na prole: o 

modelo de diabetes moderado, que causa hiperglicemia moderada na mãe 



8 
 

(<200mg/dL) e macrossomia na prole, sendo similar às repercussões do diabetes 

mellitus tipo 2 e gestacional em humanos; e o modelo de diabetes severo, que causa 

altos níveis glicêmicos na mãe (>200mg/dL) e microssomia na prole, como resultado 

de uma restrição de crescimento intrauterino, sendo similar às repercussões do 

diabetes clínico não controlado em humanos (Rudge et al., 2013; Van Assche et al., 

2001). Tanto a macrossomia quanto a microssomia podem ter efeitos a longo prazo 

na infância, adolescência e idade adulta da prole. Paradoxalmente, muitas das 

consequências a longo prazo são semelhantes, especialmente no metabolismo 

(Ornoy, 2011). Apesar do diabetes gestacional moderado ser mais frequente, a 

prevalência de hiperglicemia gestacional severa contribui para os 7% a 8% de todos 

os recém-nascidos vivos com peso abaixo do normal em países desenvolvidos, e é 

responsável por 5-10% das malformações congênitas induzidas por diabetes (Ornoy, 

2011; Ornoy et al., 2015). 

A interação entre o sistema imunológico e o SNC tem sido amplamente 

estudada nos contextos fisiológicos e patológicos (Thion et al., 2018). Desta forma, 

estudos revelaram a existência de uma importante comunicação entre os neurônios e 

as células gliais durante a emergência de circuitos funcionais pré- e pós-natais, na 

manutenção da neurogênese hipocampal ao longo da vida, no desenvolvimento 

cerebral e comportamento, por meio de sinais moleculares incluindo citocinas, 

quimiocinas, neurotransmissores, moléculas do MHC e outros fatores (Bilbo & 

Schwarz, 2012; Thion et al., 2018; Ziv & Schwartz, 2008).  

De fato, pesquisas experimentais mostraram que a exposição fetal ao 

ambiente intrauterino adverso hiperglicêmico durante períodos críticos do 

desenvolvimento induz inflamação pelo aumento de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs) e seus receptores (RAGEs) no hipocampo dos neonatos (Chandna 

et al., 2015). Ainda, o diabetes materno é capaz de desregular os níveis de apoptose, 

afetar a formação de novos neurônios hipocampais e causar déficits cognitivos na 

prole (Chandna et al., 2015; Haghir et al., 2017; Kim et al., 2014; Kruse et al., 2012; 

Lotfi et al., 2016; Ramos-Rodriguez et al., 2017; Sadeghi et al., 2018). Entretanto, o 

papel das células e moléculas regulatórias imunes subjacente às alterações 

neurodesenvolvimentais fetais e às consequências neurobiológicas e 

comportamentais pós-natais a curto e longo prazo induzidas pelo diabetes materno 

na prole precisa ser melhor investigado.  
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1.4 DIABETES MELLITUS TIPO I, ENCEFALOPATIA DIABÉTICA E INFLAMAÇÃO 

 

O diabetes mellitus é o distúrbio metabólico mais comum em humanos, com 

prevalência crescente e alta taxa de morbidade e mortalidade. O diabetes mellitus tipo 

1 (DMT1) corresponde a 5-10% de todos os casos de diabetes. É uma doença 

autoimune, poligênica, decorrente da destruição das células β pancreáticas, com 

consequente deficiência de insulina e hiperglicemia (Sadeghi et al., 2016). A SBD, em 

suas Diretrizes 2017-2018, estima que mais de 30 mil brasileiros sejam portadores de 

DMT1 e que o Brasil ocupe o terceiro lugar em prevalência no mundo. O DMT1 se 

subdivide em 1A, a forma mais frequente, confirmada pela positividade de um ou mais 

autoanticorpos circulantes contra autoantígenos das células β; ou em 1B, de natureza 

idiopática.  

Segundo as Diretrizes 2017-2018 da SBD, o diagnóstico clínico do DMT1 

baseia-se na apresentação de polidipsia, polifagia, poliúria e perda de massa corporal. 

A sua confirmação ocorre laboratorialmente pela realização da dosagem de 

hemoglobina glicada (valores ≥ 6,5%), ou pela combinação dos exames de glicemia 

de jejum e teste oral de tolerância à glicose, cujos níveis glicêmicos maiores que 126 

mg/dL e 200 mg/dL, respectivamente, indicam a presença da doença.  

Múltiplos genes estão envolvidos na etiopatogênese do DMT1 em 

humanos, sendo os do sistema antígeno leucocitário humano (HLA) de classe II, no 

braço curto do cromossomo 6, os principais determinantes da suscetibilidade à 

doença. Os lócus DR e DQ são responsáveis por 40% a 50% do risco genético de 

desenvolver o DMT1, sendo os alelos DR3 e DR4 os mais frequentes nos pacientes 

diabéticos. Além da predisposição genética, dentre os principais fatores ambientais 

desencadeadores da resposta autoimune associadas ao DMT1 estão infecções virais, 

componentes dietéticos e certas composições da microbiota intestinal (Concannon et 

al., 2009). 

O DMT1 é comumente diagnosticado durante a infância, adolescência ou 

em adultos jovens, período de desenvolvimento e maturação do SNC, tornando-o 

mais suscetível a níveis extremos de glicemia (Arbelaez et al. 2013). De fato, 

cronicamente, o DMT1 tem sido associado à encefalopatia diabética: um conjunto de 

complicações lentas e progressivas, clinicamente relevantes, caracterizada por 
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alterações na integridade estrutural e funcional do cérebro, levando principalmente a 

déficits cognitivos de inteligência, velocidade de processamento de informações, 

eficiência psicomotora e atenção, flexibilidade cognitiva, habilidades visoespaciais, 

função executiva e de aprendizagem e memória (Arbelaez et al., 2013; Gaspar et al., 

2015; Moheet et al., 2015; Sima et al., 2009). Além disso, a encefalopatia diabética 

está relacionada ao aumento do risco para o desenvolvimento de doença de 

Alzheimer e de demência vascular em pacientes diabéticos (Chen et al., 2018). A 

gravidade dessas complicações depende da duração do diabetes e da qualidade do 

controle metabólico (Wessels et al., 2008).  

Embora os mecanismos celulares e moleculares subjacentes à encefalopatia 

diabética não estejam totalmente compreendidos, parecem ser o resultado do 

aumento da permeabilidade da BHE e da apoptose neuronal. Ademais, a 

desregulação de proteínas reguladoras da apoptose, o prejuízo do fluxo sanguíneo 

cerebral e da plasticidade sináptica hipocampal, bem como a disfunção de células 

gliais induzida pela hiperglicemia crônica e pelo comprometimento da sinalização da 

insulina têm sido extensivamente relatados (Beauquis et al., 2010; Chen et al., 2018; 

Dorsemans et al., 2017; Nagayach et al., 2014; Rom et al., 2018; Sadeghi et al., 2016; 

de Senna et al., 2015). O aumento do fluxo da via do poliol, com acúmulo intracelular 

de sorbitol, parece impulsionar o estresse oxidativo, os níveis da proteína quinase C 

(PKC) e a formação de AGEs. Tais processos que ativam a neuroinflamação têm um 

papel importante na patogênese das complicações cerebrais celulares e 

microvasculares, levando à redução nos volumes de substância cinzenta e branca e, 

especialmente, ao comprometimento do hipocampo, região encefálica envolvida na 

formação de memória e aprendizado (Figura 2) (Moheet et al., 2015; Sima et al., 

2009). A presença de concentrações aumentadas de glicocorticóides circulantes, pela 

hiperestimulação do eixo HPA, também parece contribuir para os déficits cognitivos 

na encefalopatia diabética (Marissal-Arvy et al. 2018; Piazza et al. 2014; Revsin et al. 

2009).  
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Figura 2. Representação esquemática ilustrando os mecanismos envolvidos na patogênese da 
encefalopatia diabética (adaptado de Sima et al., 2009).  
 

 
Estudos têm mostrado que reações microgliais e astrocíticas, bem como a 

produção de sinais moleculares imunes, estão envolvidas na neuroinflamação 

subjacente à encefalopatia diabética, agravada pelo aumento da permeabilidade da 

BHE induzida pela hiperglicemia prolongada, e associadas ao comprometimento da 

neurogênese hipocampal e da função cognitiva em animais diabéticos (Liu et al., 2018; 

Nagayach et al., 2014; Rom et al., 2018; de Senna et al., 2015; Song et al., 2017; 

Chesnokova et al., 2016; Fang et al., 2017; Piazza et al., 2014; Revsin et al., 2009; 

Tanokashira et al., 2018). Porém, o papel das respostas microgliais e astrocíticas e a 

modulação específica de proteínas regulatórias imunes sobre os diferentes estágios 

da neurogênese hipocampal na progressão da encefalopatia diabética ainda não 

foram estudados conjuntamente. 

O modelo animal de DMT1 induzido pela estreptozotocina (STZ) tem sido 

amplamente utilizado. A STZ é um antibiótico derivado da Streptomycetes 

achromogene que tem ação seletiva e citotóxica sobre as células β pancreáticas via 

transportadores de glicose do tipo 2 (GLUT2) presentes na membrana plasmática, 

causando sua destruição por metilação de DNA e pela formação de espécies reativas 

de oxigênio (Murata et al., 1999). A administração de doses únicas de STZ entre 40 a 
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65 mg/kg intravenosa, via veia caudal, ou intraperitoneal são as formas mais utilizadas 

para a indução da hiperglicemia, hipoinsulinemia, polifagia, polidipsia, poliúria e perda 

de peso corporal que caracterizam o estado diabético (Serino et al., 1998).  
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2.JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 
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O diabetes mellitus é tido como a principal doença metabólica em humanos, 

sendo um importante e crescente problema de saúde pública. Estima-se que essa 

doença atinja 415 milhões de portadores no mundo, ocupando o Brasil o 4o lugar, com 

14,3 milhões de diabéticos. A hiperglicemia persistente está associada a 

complicações crônicas celulares, micro e macrovasculares, ao aumento da taxa de 

morbi-mortalidade relacionada à doença e à redução da qualidade de vida dos 

pacientes. Ademais, o aumento da incidência de diabetes durante a gestação e a 

carência de estudos sobre suas repercussões a curto e longo prazo na descendência 

merecem atenção. 

Embora se saiba que o DMT1 não controlado é capaz de induzir 

neuroinflamação, apoptose neuronal, prejuízo na plasticidade sináptica no hipocampo 

e ativação das células gliais pela hiperglicemia crônica e pelo comprometimento na 

sinalização da insulina subjacentes aos déficits cognitivos vistos na encefalopatia 

diabética, a questão temporal do papel das respostas das células astrocíticas e 

microgliais e a modulação específica de proteínas regulatórias imunes sobre os 

diferentes estágios da neurogênese hipocampal na progressão da encefalopatia 

diabética ainda não foram elucidadas. Além disso, apesar de já descritos na literatura 

alguns mecanismos candidatos pelos quais a hiperglicemia materna severa predispõe 

os filhos a alterações cerebrais e distúrbios do neurodesenvolvimento, os seus efeitos 

a curto e longo prazo sobre o sistema imunológico, as células nervosas, o 

comportamento e os parâmetros físicos da prole permanecem pouco compreendidos. 

Assim, a hipótese da presente tese é que, no modelo experimental de 

diabetes materno severo, o ambiente intrauterino hiperglicêmico materno induzirá 

alterações neuroimunes e no desenvolvimento dos neonatos, e que essas alterações 

permanecerão a longo prazo durante a maturação pós-natal da SNC, causando 

prejuízos cognitivos na prole. Quanto ao modelo experimental proposto de diabetes 

mellitus tipo 1, a hipótese é que existirá uma resposta específica temporal astrocítica 

e microglial, de citocinas e da expressão das proteínas regulatórias imunes do MHC-

I e II modulando as diferentes fases da neurogênese hipocampal e a apoptose, 

subjacentes à patogênese progressiva da encefalopatia diabética. 
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3.OBJETIVOS 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos a curto e longo prazo do diabetes experimental materno 

severo não controlado sobre parâmetros de desenvolvimento e modificações 

neuroimunológicas hipocampais na prole, bem como analisar os efeitos agudo e 

crônico do diabetes mellitus tipo 1 não controlado sobre a resposta das células e 

moléculas reguladoras imunes e a modulação das diferentes fases da neurogênese e 

apoptose no hipocampo de ratos jovens.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar os efeitos pré-natais do diabetes materno severo não controlado em 

ratos neonatos no dia pós-natal (DPN) 1 sobre:  

- os níveis das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6), anti-inflamatória (IL-

10) e de BDNF no hipocampo; 

- a expressão de proteínas reguladoras da apoptose (procaspase 3, caspase 3 e Bcl-

2) no hipocampo; 

-  a expressão das proteínas GFAP, Iba-1, MHC-I e MHC-II no hipocampo. 

 

Avaliar os efeitos do diabetes materno severo não controlado na prole no dia 

pós-natal (DPN) 40 sobre:  

- os parâmetros descritos acima; 

- o desenvolvimento somático; 

- o aparecimento dos principais reflexos neurológicos durante o desenvolvimento; 

- o metabolismo da glicose; 

- a sobrevivência celular no GD do hipocampo;  

- a memória aversiva. 

 

Avaliar os efeitos agudos e crônicos do diabetes mellitus tipo 1 não controlado 

em ratos jovens sobre: 

- os níveis das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6), anti-inflamatória (IL-

10) e de BDNF no hipocampo; 
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- a expressão de proteínas reguladoras da apoptose (procaspase 3 e Bcl-2) no 

hipocampo; 

-  a expressão das proteínas GFAP, Iba-1, MHC-I e MHC-II no hipocampo; 

- a proliferação dos progenitores de células tronco neurais, bem como a sobrevivência 

celular no GD do hipocampo. 
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4.CAPÍTULO 1 

“Severe uncontrolled maternal hyperglycemia induces microsomia and 

neurodevelopment delay accompanied by apoptosis, cellular survival and 

neuroinflammatory deregulation in rat offspring hippocampus“ 

(Aceito na revista Cellular and Molecular Neurobiology) 
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5.CAPÍTULO 2 

“Neuroinflammatory perspectives underlying the neurogenesis impairment in a Type 

1 Diabetes experimental model” 

 (A ser submetido à Metabolic Brain Disease) 
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Esta tese teve como objetivo avaliar os efeitos a curto e longo prazo do 

diabetes experimental materno severo não controlado sobre parâmetros de 

desenvolvimento e modificações neuroimunológicas hipocampais na prole, bem como 

analisar os efeitos agudo e crônico do diabetes mellitus tipo 1 não controlado sobre a 

resposta das células microgliais e astrocíticas e de moléculas reguladoras imunes na 

modulação das diferentes fases da neurogênese e apoptose no hipocampo de ratos 

jovens. Os resultados obtidos foram parcialmente ao encontro da hipótese levantada, 

uma vez que no modelo experimental de diabetes materno severo foram obervados 

comprometimentos a curto e longo prazo no desenvolvimento, na apoptose, na 

sobrevivência celular e na neuroinflamação no hipocampo da prole, porém sem 

prejuízos na memória aversiva. Já o modelo experimental proposto de diabetes 

mellitus tipo 1 revelou um papel importante da neuroinflamação e um desequilíbrio de 

interleucinas específicas mediadas principalmente pela resposta de células 

microgliais, durante a janela temporal analisada, contribuindo para o 

comprometimento das diferentes fases da neurogênese hipocampal subjacente à 

encefalopatia diabética com a progressão da doença, mas sem alterar a expressão 

das proteínas do MHC no hipocampo.  

 

O diabetes materno severo não controlado causa comprometimento no 

desenvolvimento somático e atraso no aparecimento de alguns marcos neurológicos 

durante o desenvimento da prole 

O modelo animal estudado mimetizou as características das 

consequências do diabetes materno observadas em estudos experimentais 

anteriores, sendo um modelo reprodutível. Evidências têm mostrado que esse modelo 

de diabetes tipo 1 materno pode induzir microssomia na prole, possivelmente como 

resultado da restrição de crescimento intrauterino com comprometimento placentário 

(Gabbay-Benziv & Baschat, 2015; Rudge et al., 2013; Van Assche et al., 2001; Volpato 

et al., 2015), levando a efeitos a longo prazo, especialmente em parâmetros 

metabólicos e neurológicos nos bebês (Hami et al., 2015; Ornoy, 2005; Perna et al., 

2015; Reece et al., 2009). De fato, em nosso estudo, 60% dos filhotes nascidos de 

mães diabéticas eram microssômicos, como relatado anteriormente por Salazar 

García et al. (2015). Do DPN 7 ao 21, o comprometimento do desenvolvimento 

somático foi mais evidente, mostrando os efeitos pré-natais e pós-natais da injeção 
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materna de STZ na prole. A continuação do estado hiperglicêmico nas ratas prenhes 

tratadas com STZ após o parto pareceu contribuir para o crescimento reduzido durante 

a amamentação, e os filhotes permaneceram pequenos até a juventude (DPN 40), 

como descrito anteriormente por Chandna et al. (2015). Assim, os efeitos observados 

no DPN 40 podem não ser apenas devido ao diabetes gestacional / pré-natal, mas 

também à desnutrição nos estágios iniciais do desenvolvimento da prole, uma vez que 

o diabetes materno tipo 1 pode induzir atraso no início da lactogênese, por afetar a 

secreção de prolactina e as concentrações de lactose, citrato e nitrogênio totais no 

leite (Hartmann & Cregan, 2001; Neubauer et al., 1993; Ostrom & Ferris, 1993). Por 

outro lado, na clínica, a amamentação por parte de mães diabéticas é recomendada 

e deve ser altamente incentivada devido aos benefícios maternos, incluindo o 

aumento da sensibilidade à insulina, e a possibilidade da diminuição da secreção de 

prolactina pode ser revertida pelo aumento da frequência entre as mamadas e pela 

administração de insulina (Feldman & Brown, 2016). 

Os marcos do desenvolvimento possuem um papel importante na avaliação 

da maturação dos reflexos neonatais e servem como preditores de alterações do 

comportamento em adultos (Heyser, 2004). Como consequências neurológicas de 

curto prazo induzidas pela hiperglicemia materna severa não controlada, as 

avaliações dos principais marcos do desenvolvimento revelaram atraso no 

aparecimento do reflexo de aversão à queda, sobressalto auditivo, atividade 

locomotora e abertura dos olhos na prole, corroborando e complementando os 

achados sobre os prejuízos cognitivos já relatados na clínica (Deboer et al., 2005; 

Ornoy et al., 2001; Ornoy, 2005; Perna et al., 2015; Rizzo et al., 1995; Sells et al., 

1994). Além disso, os filhotes machos foram mais afetados do que as fêmeas pelo 

diabetes materno severo em algumas tarefas, como anteriormente relatado por Kruse 

et al. (2014). 

 

O diabetes materno severo não controlado não afeta a memória aversiva de curta e 

longa duração da prole 

Como efeitos a longo prazo induzidos pela hiperglicemia materna severa 

não controlada sobre a cognição da prole, no presente estudo, o grupo de animais 

nascidos de mães tratadas com STZ não mostrou prejuízo na retenção de memória 

aversiva 1,5 h e 24 h após o treino no teste da esquiva inibitória no DPN 40. 
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Diferentemente, Kim et al. (2014) demonstraram, com o mesmo modelo experimental 

de diabetes, comprometimento na memória dos filhotes no mesmo teste no DPN 42. 

Não obstante, os animais foram avaliados mais tardiamente que os do presente 

estudo, 48 h após a sessão de treinamento. Na verdade, não podemos afirmar se o 

déficit de memória aversiva se manifestaria mais tardiamente na vida da prole de mães 

diabéticas no nosso estudo. Ademais, outros comprometimentos cognitivos induzidos 

pela hiperglicemia materna nos filhotes já foram demonstrados utilizando diferentes 

testes comportamentais, como descrito anteriormente por Chandna et al. (2015), 

Ramos-Rodriguez et al. (2017) e Vuong et al. (2017). 

 

O diabetes materno pré-natal severo não controlado e a amamentação materna pós- 

natal não teve consequências sobre o metabolismo da glicose a longo prazo na prole 

Como esperado, os neonatos nascidos de mães diabéticas apresentaram 

níveis mais elevados de glicose no sangue no DPN 1, semelhante ao observado em 

recém-nascidos de mães diabéticas gestacionais (Rudge et al., 2013). No entanto, o 

grupo de animais nascido de mães tratadas com STZ não demonstrou alteração no 

metabolismo da glicose no teste oral de tolerância à glicose no DPN 40; pelo contrário, 

mostrou níveis mais baixos de glicose no sangue antes e durante todos os tempos 

detectados durante o teste, comparado ao grupo controle. De acordo com nosso 

resultado, Zhao & Weiler (2010) também não detectaram comprometimento do 

metabolismo da glicose na prole de mães diabéticas com glicose controlada ou 

malcontrolada com 8 e 12 semanas de idade. No entanto, essa situação parece mudar 

mais tarde ao longo da vida da prole, com o aparecimento de intolerância à glicose 

aos 5 meses de idade, tanto em machos quanto em fêmeas (Kruse et al., 2014). 

Além disso, o peso relativo do fígado na prole em DPN 1 não foi afetado 

pela hiperglicemia pré-natal materna, embora tenha diminuído no grupo de animais 

nascido de mães diabéticas no DPN 40. Não foi foco do nosso estudo analisar o 

metabolismo; porém, esse achado pode estar relacionado a alterações a longo prazo 

no acúmulo de lipídios hepáticos ou no metabolismo da glicose/insulina na prole, e 

tais mecanismos devem ser investigados em estudos futuros. Ainda, em nosso 

estudo, o peso relativo do timo estava aumentado nos neonatos nascidos de mães 

tratadas com STZ e persistiu até o DPN 40, mas sem alteração no peso relativo das 

adrenais. O timo é um órgão linfóide primário de maturação linfocítica (Zdrojewicz et 
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al., 2016). Assim, o aumento do peso relativo do timo observado na prole de mães 

diabéticas pode estar relacionado à imunomodulação induzida pela hiperglicemia 

materna severa pré-natal e pós-natal no sistema imune dos filhotes.  

 

O diabetes materno severo não controlado causa desregulação a curto e longo prazo 

na expressão das proteínas reguladoras da apoptose no hipocampo da prole 

Os comprometimentos neurodesenvolvimentais causados pelo diabetes 

materno severo relatados em nosso estudo foram acompanhados por alterações a 

curto e longo prazo na expressão de genes reguladores da apoptose (procaspase 3, 

caspase 3 e Bcl-2). No DPN 1, os efeitos a curto prazo foram evidenciados por uma 

diminuição significativa na expressão de procaspase 3, caspase 3 e Bcl-2 nos 

neonatos nascidos de mães tratadas com STZ, enquanto que as consequências a 

longo prazo foram reveladas pela persistência da diminuição na expressão de 

procaspase 3 e caspase 3 até a juventude da prole (DPN 40). A ocorrência de 

apoptose pode ser definida pelo equilíbrio entre reguladores pró e anti-apoptóticos, e 

o processo de refinamento das conexões sinápticas é fisiológico e especialmente 

importante para a formação das redes neuronais durante o desenvolvimento (Elmore, 

2007; Haghir et al., 2017). Nossos resultados são apoiados por Haghir et al. (2017) 

que também mostraram níveis reduzidos da proteína Bcl-2 no hipocampo de neonatos 

nascidos de mães diabéticas, mas em contraste com outros estudos anteriores que 

relataram alterações não significativas nos níveis protéicos de procaspase 3 e 

caspase 3 (Kruse et al., 2012) ou mostraram um aumento na expressão de caspase 

3 no hipocampo de embriões e filhotes expostos à hiperglicemia materna (Kim et al., 

2014; Reece et al., 2006). 

 

O diabetes materno severo não controlado causa prejuízo na sobrevivência das novas 

células geradas no GD do hipocampo da prole 

O desequilíbrio na expressão de proteínas da via apoptótica foi 

acompanhado por um comprometimento na fase de sobrevivência celular da 

neurogênese pós-natal no hipocampo da prole de mães diabéticas avaliado no DPN 

40, possivelmente justificando a redução no número de células granulares no GD 

relatadas anteriormente por Kafshgiri et al. (2014). A diminuição da taxa de 

proliferação de progenitores de células tronco neurais no hipocampo nos filhotes de 
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mães diabéticas severas no DPN 42 já havia sido descrita por Kim et al. (2014), 

enquanto Sadeghi et al. (2018) demonstraram uma regulação negativa significativa da 

neurogênese pela expressão diminuída da proteína nuclear neuronal específica 

(NeuN) no hipocampo em desenvolvimento de filhotes de mães diabéticas no DPN 

14. 

 

O diabetes materno severo não controlado causa desequilíbrio a longo prazo de 

citocinas inflamatórias, da expressão de MHC-I e dos níveis de BDNF no hipocampo 

da prole 

A longo prazo, o diabetes materno severo não controlado causou 

diminuição da expressão de MHC-I e dos níveis de BDNF e IL-1β, bem como aumento 

nos níveis de TNF-α no hipocampo da prole no DPN 40. Este estudo complementa os 

resultados encontrados por Chandna et al. (2015), no qual o diabetes materno criou 

um estado pró-inflamatório mediado pelo aumento da sinalização via receptores de 

produtos finais de glicação avançada (RAGE) e um aumento não significativo na 

expressão relativa de NF-κB no encéfalo de neonatos nascidos de mães tratadas com 

STZ no DPN 1, afetando a excitabilidade hipocampal e o comportamento cognitivo 

tardio na vida da prole. Além disso, a reposição de insulina nas ratas prenhes reverteu 

tais efeitos induzidos pela hiperglicemia materna (Chandna et al., 2015).  

O BDNF e moléculas do sistema imunológico podem influenciar a 

plasticidade neural, a neurogênese pós-natal no hipocampo e a memória (Kohman e 

Rhodes, 2013; Yirmiya e Goshen, 2011). Embora a IL-Iβ seja considerada uma 

interleucina pró-inflamatória, níveis normais/fisiológicos dela são necessários para a 

manutenção da neurogênese adulta hipocampal e desempenham um papel 

importante nos processos de aprendizagem e memória. Entretanto, altos níveis de 

BDNF promovem/aumentam a neurogênese, enquanto altos níveis de TNF-α parecem 

ser prejudiciais (Kohman & Rhodes, 2013; Yirmiya & Goshen, 2011). Ainda, outras 

moléculas imunes que também foram consideradas importantes para o 

neurodesenvolvimento normal e o funcionamento sináptico incluem o MHC-I (Bilbo & 

Schwarz, 2012; Yirmiya & Goshen, 2011). De fato, no presente estudo, a expressão 

da proteína do MHC-I estava diminuída no hipocampo da prole de mães tratadas com 

STZ em PND 40.  
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Em conjunto, nossos dados reforçam que a ativação da neuroinflamação, 

a desregulação dos níveis de apoptose, bem como o prejuízo na sinalização de MHC-

I e da sobrevivência celular no hipocampo podem estar implicados nos distúrbios 

neurodesenvolvimentais e neurocognitivos vistos na prole de mães diabéticas.  

 

O diabetes mellitus tipo 1 não controlado causa acentuada atrofia do timo e 

hiperativação do eixo HPA em ratos jovens 

O DMT1 é um distúrbio metabólico comumente acompanhado por aumento 

na secreção do glicocorticoide corticosterona e déficits cognitivos em ratos (Beauquis 

et al., 2008; Piazza et al., 2014). Dessa forma, o peso relativo das glândulas supra-

renais e do timo foi usado nesse estudo como uma medida indireta de possível 

imunomodulação induzida pelos níveis de corticosterona nos animais (Piazza et al., 

2011; Revsin et al., 2009). Sete dias após a indução do DMT1, a hiperglicemia aguda 

causou uma diminuição significativa no peso relativo do timo nos animais diabéticos, 

ao passo que cronicamente induziu uma diminuição ainda mais pronunciada no peso 

relativo do timo concomitante com um aumento no peso relativo das adrenais, 37 dias 

após o início do diabetes. Nossos achados estão de acordo com estudos anteriores 

que também mostraram redução do peso relativo do timo, níveis elevados de 

corticosterona circulante e maior peso relativo das adrenais associado à 

hiperatividade do eixo HPA em ratos diabéticos após 6 dias (Revsin et al., 2009), 20 

dias (Piazza et al., 2011), 45 dias (Piazza et al., 2014), 3 semanas (Marissal-Arvy et 

al., 2018) e 7 semanas (Lenart et al., 2016) do início da doença, semelhante ao 

reportado em pacientes diabéticos (Gaspar et al., 2016; Moulton et al., 2015). Além 

disso, estudos sugerem que altos níveis de glicocorticóides podem aumentar a 

inflamação cerebral e contribuir para o comprometimento cognitivo e da neurogênese 

hipocampal observado na encefalopatia diabética através de receptores de 

glicocorticóides e mineralocorticóides presentes na microglia e neurônios, diminuindo 

o limiar para secreção de fatores pró-inflamatórios (Beauquis et al., 2008; Kettenmann 

et al., 2011; Liu et al., 2018). Portanto, esses dados sugerem que o aumento do peso 

relativo das glândulas supra-renais e a diminuição do peso relativo do timo observado 

nos grupos diabéticos podem estar relacionado a distúrbios no sistema imune 

induzidos pela hiperglicemia não tratada e/ou estresse crônico, provavelmente 
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causando hiperativação do eixo HPA, reforçando a potencial ligação entre 

neuroinflamação e déficits cognitivos. 

 

Agudamente, o diabetes mellitus tipo 1 não controlado causa comprometimento da 

proliferação de células tronco neurais, diminuição da expressão de Bcl-2 e dos níveis 

de BDNF, concomitante com aumento nos níveis de IL-6 no hipocampo de ratos 

jovens 

Evidências têm proposto que alguns dos déficits cognitivos associados à 

encefalopatia diabética podem estar relacionados, em parte, à diminuição dos níveis 

de BDNF, ativação de astrócitos e microglia e redução da neurogênese pós-natal no 

GD do hipocampo induzida pela inflamação (Chen et al., 2018; Etemad et al., 2015; 

Nagayach et al., 2014; Piazza et al., 2011, 2014; Revsin et al., 2009; Tanokashira et 

al., 2018). De fato, observamos um comprometimento da proliferação de progenitores 

de células tronco neurais no GD associado com um aumento na IL-6, uma das 

principais interleucinas pró-inflamatórias, e com uma diminuição nos níveis de BDNF 

no hipocampo 7 dias após a indução do diabetes. Esses resultados são apoiados por 

Fang et al. (2017) que anteriormente mostraram níveis aumentados de IL-6 no 

hipocampo de camundongos diabéticos, e por Vallières et al. (2002) que 

demonstraram redução da proliferação celular no hipocampo em camundongos 

transgênicos adultos por superprodução de IL-6. Níveis diminuídos de BDNF no 

hipocampo de ratos diabéticos também foram relatados por Lenart et al. (2016), no 

entanto, 7 semanas após o início da doença. O efeito agudo do DMT1 na redução da 

proliferação celular também foi acompanhado pela diminuição da expressão de Bcl-2, 

semelhante ao apresentado anteriormente por Fang et al. (2017). Bcl-2 é uma proteína 

anti-apoptótica da família Bcl-2, que regula negativamente a ativação de caspases 

efetoras (Sadeghi et al., 2016). No nosso estudo, houve uma tendência de diminuição 

de procaspase-3. No entanto, níveis aumentados de apoptose por meio da maior 

ativação da caspase-3 e fragmentação do DNA no hipocampo de animais diabéticos 

já foram amplamente relatados em diferentes modelos animais (Chen et al., 2011; 

Fang et al., 2017; Jafari Anarkooli et al., 2014; Nagayach et al., 2014; Sadeghi et al., 

2016; Yonguc et al., 2015). 
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Cronicamente, o diabetes mellitus tipo 1 não controlado causa desequilíbrio dos níveis 

de interleucinas mediado por ativação da resposta microglial  

Por outro lado, no presente estudo, o DMT1 causou uma diminuição nos 

níveis de IL-1β e IL-10, concomitante com um aumento na expressão de células 

microgliais por Iba-1 e uma redução não estatisticamente significativa na 

sobrevivência das novas células que proliferaram no GD do hipocampo 37 dias (ou 

cerca de 5 semanas) após a indução do diabetes no grupo crônico. No entanto, um 

comprometimento significativo na fase de sobrevivência celular da neurogênese 

hipocampal em ratos diabéticos já havia sido demonstrado 45 dias após o início da 

doença, acompanhado novamente pela ativação microglial e déficits de memória 

espacial, que foram amenizados pelo enriquecimento ambiental (Piazza et al., 2014). 

Os presentes resultados estão de acordo com Fang et al. (2017) e Nagayach et al. 

(2014), que também mostraram aumento da proliferação e transformação morfológica 

de células microgliais do estado de repouso para o fenótipo ativado nas regiões CA1, 

CA2, CA3 e GD do hipocampo em ratos diabéticos pela imunomarcação com Iba-1 na 

2a, 4a e 6a semana seguintes à indução do diabetes. Ainda, como dito anteriormente, 

embora a IL-Iβ seja considerada uma interleucina pró-inflamatória, seus níveis 

normais/fisiológicos são necessários para a manutenção da neurogênese hipocampal 

em adultos e desempenham um papel importante nos processos de aprendizagem e 

memória (Yirmiya & Goshen, 2011), enquanto Cacci et al. (2008) relataram que a 

produção de IL-10 em cultura de microglia, uma interleucina anti-inflamatória, 

estimulou positivamente a diferenciação neuronal e a sobrevivência de novas células.  

 

O diabetes mellitus tipo 1 não controlado não induz resposta astrocítica pela 

expressão de GFAP, durante a janela temporal analisada, no hipocampo de ratos 

jovens 

A participação da resposta astrocítica na inflamação e nos déficits 

cognitivos induzidos por DMT1 no hipocampo de ratos tem sido extensivamente 

investigada (Nagayach et al., 2014; Revsin et al., 2009; de Senna et al., 2011, 2017). 

Em nosso estudo, o DMT1 não alterou a expressão da GFAP no hipocampo de ratos 

diabéticos até o 37º dia da doença. Diferentemente, de Senna et al. (2011) mostraram 

uma diminuição no conteúdo de GFAP no hipocampo após cerca de 5 semanas da 

indução do diabetes, enquanto que Nagayach et al. (2014) demonstraram expressão 
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aumentada da imunomarcação com GFAP, juntamente com alteração na morfologia 

dos astrócitos, revelando um fenótipo progressivamente ativado das células 

astrocíticas no hipocampo dos animais já após a 2ª, 4ª e 6ª semana de diabetes. No 

entanto, não podemos descartar a hipótese de alterações astrocíticas mais tardias, 

com a progressão da patogênese do DMT1, contribuindo para a neuroinflamação e o 

comprometimento ainda mais acentuado da neurogênese hipocampal subjacente à 

encefalopatia diabética. 

 

O diabetes mellitus tipo 1 não controlado não altera a expressão de proteínas do MHC 

no hipocampo de ratos jovens 

Nagayach et al. (2014) também relataram uma profunda e progressiva 

imunomarcação microglial por MHC-II, concomitante com Iba-1, no hipocampo dos 

animais diabéticos a partir da 2a semana da doença. Aqui, a expressão de MHC-II pela 

microglia não foi modificada até o 37º dia (ou cerca de 5ª semana) após a indução do 

DMT1, quando analisada por Western blotting. Apesar da diferença nas técnicas 

analíticas empregadas, podemos inferir que, até o momento analisado em nosso 

estudo, o DMT1 não foi capaz de induzir o perfil amebóide/estado macrofágico das 

células microgliais. Outra molécula imune que também foi considerada importante 

para o funcionamento normal neuronal e sináptico inclui o MHC-I (Bilbo & Schwarz, 

2012; Yirmiya & Goshen, 2011). Entretanto, no presente estudo, o DMT1 não alterou 

a expressão de MHC-I nem aguda, nem cronicamente no hipocampo dos animais 

diabéticos e, portanto, parece não ter influenciado no processo de neurogênese, 

semelhante ao demonstrado anteriormente por Laguna Goya et al. (2010). 
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7.CONCLUSÕES 



31 
 

Com base nos achados da presente tese, podemos concluir que o diabetes 

materno severo afeta tanto o desenvolvimento somático quanto o 

neurodesenvolvimento nos neonatos, associados à desregulação na expressão de 

proteínas reguladoras da apoptose, a alterações neuroimunes e ao comprometimento 

da sobrevivência celular no hipocampo da prole na vida adulta. Os nossos resultados 

reforçam a necessidade de tratamento do estado hiperglicêmico materno durante a 

gestação e o período de amamentação, a fim de prevenir as consequências a curto e 

longo prazo do diabetes materno na prole. Quanto ao diabetes mellitus tipo 1, 

podemos concluir que induz um processo neuroinflamatório mediado por resposta das 

células microgliais e por interleucinas específicas, as quais parecem modular 

seletivamente as diferentes fases da neurogênese hipocampal com a progressão da 

encefalopatia diabética. Os nossos achados ratificam a importância do controle do 

estado hiperglicêmico nos pacientes diabéticos, para retardar o aparecimento das 

complicações cerebrais induzidas pela hiperglicemia persistente malcontrolada a 

longo prazo. Assim, a presente tese reforça o envolvimento da neuroinflamação como 

mecanismo neurobiológico presente em ambos os modelos de diabetes estudados. 
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8.PERSPECTIVAS 



33 
 

Considerando os achados da presente tese, surgem algumas perspectivas 

para serem respondidas em estudos futuros. Sobre o modelo de diabetes materno 

severo não controlado, poderia ser adotado um outro grupo experimental com 

reposição de insulina nas ratas prenhes diabéticas durante a gestação e no período 

de amamentação, para comparar os efeitos do controle glicêmico materno sobre os 

parâmetros analisados na prole. Ou, ainda, após o parto, usar mães substitutas para 

amamentar e criar os filhotes de mães diabéticas severas para, assim, isolar os efeitos 

pré- e pós-natais da hiperglicemia materna não controlada a curto e longo prazo sobre 

os parâmetros neurodesenvolvimentais da prole. Ainda, explorar as possíveis 

diferenças existentes nos efeitos do diabetes materno sobre machos e fêmeas. 

No modelo de diabetes mellitus tipo 1 não controlado, o acréscimo de um 

grupo experimental com reposição de insulina e administração concomitante de algum 

fármaco anti-inflamatório, como estratégia terapêutica, poderia mostrar se as 

complicações causadas pela hiperglicemia crônica malcontrolada e seus efeitos a 

longo prazo seriam minimizados.  
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