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RESUMO

REBELO, M. A. Efeito do treinamento aerdbio continuo ou intervalado sobre a funcéo
cognitiva em ratos adultos alimentados com frutose. 2021. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias)-Escola de Educacéo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2021.

Na Ultima década estudos tem mostrado que os maus habitos alimentares podem influenciar
negativamente a memoria. Por outro lado, os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a
memoria também tém sido demonstrados, mas grande parte dos estudos utilizou programas de
exercicio aerdbio realizado com método continuo de treinamento fisico, sendo escassos até o
momento estudos que investigaram o efeito do exercicio com método intervalado de
treinamento sobre a funcdo cognitiva. Esta comparacédo é relevante uma vez que a busca por
métodos de treinamento mais eficientes € questdo em voga na area de Ciéncias do Esporte.
Assim, o objetivo do estudo foi investigar a influéncia dos diferentes métodos de treinamento
fisico, continuo ou intervalado, sobre a memaria espacial e aprendizado de animais alimentados
com solucdo de frutose. Além disso, foi investigado se a mudanca dietética teria efeito aditivo
ao treinamento fisico. Para isso, ratos Sprague Dawley machos (70 dias de vida) receberam
solucdo de frutose a 15% por seis semanas. Apos a sexta semana, metade dos animais passou a
receber &gua (SDF-A) e a realizar treinamento fisico continuo (TRF-AC) ou intervalado (TRF-
Al) e os demais permaneceram com solucgdo de frutose (SDF-F) e a realizar treinamento fisico
continuo (TRF-FC) ou intervalado (TRF-FI). Ambos os protocolos de treinamento consistiram
de trés sessfes semanais, com duracdo de 40 minutos para treino continuo (60% Vmax) e 18
minutos para treino intervalado (3 x 2 minutos a 70% Vmax por 4 minutos a 35% Vmax). A
memdria espacial e a aprendizagem foram avaliadas utilizando o labirinto de Barnes, a
expressdao de BNDF, GFAP e de NeuN no hipocampo foi determinada por western blot e a
técnica de imunohistoquimica foi utilizada para marcacdo de NFKB e de aSMA na regido CA3
do hipocampo. Os resultados mostraram que, aparentemente, o treinamento fisico intervalado
empregado neste estudo foi mais eficiente do que o continuo, uma vez que os animais do grupo
TRF-FI apresentaram tempo de laténcia primaria 59% menor do que os do grupo SDF-F e para
0 grupo TRF-FC o tempo de laténcia foi, apenas, 15% menor do que o observado para 0 grupo
SDF-F. Néo foi confirmado um efeito aditivo da mudanca dietética associada ao exercicio
fisico. Os animais do grupo TRF-FI apresentaram maior expressdo de BDNF e tendéncia a
aumento da expressao de NeuN no hipocampo. Em conclusao, o protocolo de treinamento fisico
que utilizou o método intervalado mostrou-se mais eficiente do que o continuo para o
aprimoramento da memadria, levando-se em consideracdo o tempo de laténcia no labirinto de
Barnes, e que o desempenho em teste de memoria esta associado a sensibilidade periférica a
insulina e aos niveis de NFkB no hipocampo. Foi observado também que a mudanca dietética
ndo proporciona efeito aditivo ao treinamento fisico nas respostas observadas.

Palavras-chave: Exercicio Aerdbio, Treino Intervalado de Intensidade Moderada, Memoria

Espacial, Frutose



ABSTRACT

REBELO, M. A. Effect of continuous or interval aerobic training on cognitive function in
fructose-fed rats. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)-Escola de Educacao Fisica e
Esporte de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

In the last decade studies have shown that unhealthy eating habits can negatively influence
memory. On the other hand, the beneficial effects of physical exercise on memory have also
been demonstrated. However, most of the studies employed aerobic exercise programs
performed with a continuous method of physical training, with few studies investigating the
effect of interval training on cognitive function. This comparison is relevant considering that
the need for more efficient training method is a current issue in the area of Sports Science. Thus,
the aim of the study was to investigate the influence of different exercise training methods,
continuous or interval, on spatial memory and learning in animals fed fructose solution.
Furthermore, it was investigated whether the dietary change would have an additive effect to
the physical training. Male Sprague Dawley rats (70 days old) were fed 15% fructose solution
for six weeks. After the sixth week, half of the animals were given water (SDF-A) and either
continuous (TRF-AC) or interval (TRF-AI) exercise training, and the rest remained on fructose
solution (SDF-F) and either continuous (TRF-FC) or interval (TRF-FI) exercise training. Both
training protocols consisted of three weekly sessions, lasting 40 minutes for continuous training
(60% Vmax) and 18 minutes for interval training (3 x 2 minutes at 70% Vmax for 4 minutes at
35% Vmax). Spatial memory and learning were assessed using the Barnes maze, the expression
of BNDF, GFAP and NeuN in the hippocampus was determined by western blot and
immunohistochemistry technique was used for staining of NFKB and aSMA in the CA3 region
of the hippocampus. It seemed that the interval training used in this study was more efficient
than the continuous training, as the animals in the TRF-FI group had a primary latency time
59% shorter than the SDF-F group, and in the TRF-FC group the latency time was only 15%
shorter than that observed in the SDF-F group. No additive effect of dietary change associated
with exercise was confirmed. The animals in the TRF-FI group showed higher BDNF
expression and a trend towards increased NeuN expression in the hippocampus. In conclusion,
the interval training protocol was more efficient than continuous training to improve memory,
regarding the latency time in the Barnes maze and that memory performance is associated with
peripheral insulin sensitivity and NFkB levels in the hippocampus. It was also observed that
dietary change does not provide an additive effect to physical training on the observed
responses.

Keywords: Endurance Training, Moderate-Intensity Interval Training, Spatial Memory,

Fructose



1 INTRODUCAO

O aumento exponencial do consumo de alimentos com alto teor de agucares e
gordura parece estar associado ao aumento da prevaléncia de agravos a saude, com
consequéncias fisicas, econdmicas e sociais. Entre estas complicac@es estdo: depressao,
ansiedade, hipertensdo arterial e diabetes mellitus, sendo algumas destas fortemente
relacionadas a deposicdo de gordura visceral e a resisténcia a insulina (BARNES;
JOYNER, 2012; JACQUES et al., 2019; KIM et al., 2018).

Os mecanismos que explicariam a influéncia negativa da resisténcia a insulina,
hipertens&o e outros disturbios causados pelo consumo exagerado de alimentos com alto
teor de acucares e gordura sobre a funcdo cognitiva tém sido investigados utilizando
modelos em que o animal é exposto ao consumo de dietas ricas em agucares e/ ou gorduras
em sua fase adulta. Ratos Sprague-Dawley adultos alimentados durante oito meses com
solucéo de frutose a 10% tiveram maior ganho de peso e aumento da glicemia, resultados
acompanhados de pior desempenho no teste de memoria espacial quando comparados aos
seus controles que ingeriram agua. O s autores atribuiram este achado a reducdo da
sinalizacdo da insulina no hipocampo dos animais alimentados com solucdo de frutose
(WU et al., 2015). Maior ganho de peso, dislipidemia, tolerancia a glicose reduzida e
baixa sensibilidade a insulina levaram a prejuizos em teste de memoria espacial também
foi observado por Cisternas et al. (2015) em camundongos C57BL/6 adultos alimentados
com solucdo de frutose a 15% durante oito semanas. Estudos tém investigado o impacto
da reducdo da perfusdo cerebral sobre a funcdo cognitiva. Resultados de estudos
realizados com humanos mostram que ha uma relagdo inversa entre fluxo sanguineo
cerebral e desempenho cognitivo em idosos com Alzheimer (LEEUWIS et al., 2017) e
em individuos adultos de meia-idade hipertensos (GOTTESMAN et al., 2014).

Por outro lado, ha algum tempo, tem sido mostrado o beneficio de programas de
exercicio fisico para a prevengdo ou controle de doencas crbnicas ndo transmissiveis
como as do aparelho circulatério e doencas metabolicas (WARBURTON; BREDIN,
2017) que poderiam, em longo prazo, interferir negativamente na fungédo cognitiva. O
exercicio aerébio de intensidade moderada preveniu a disfuncdo endotelial em ratos
alimentados com dieta altamente palatavel rica em agucar e gordura (OHAROMARI et
al., 2015), além de prevenir 0 ganho de peso e o0 acumulo de gordura visceral (GARCIA
et al., 2016). Com relacdo aos efeitos do exercicio fisico sobre a funcdo cognitiva, mais

especificamente sobre a memoria, alguns estudos, tem demonstrado resultados



importantes. Em ratas Wistar saudaveis, com oito semanas de vida, submetidas ao
treinamento fisico aerdbio (corrida continua em esteira, 5 vezes por semana) durante 4
semanas apresentaram melhora na memdria de trabalho e memoria espacial, quando
comparadas aos seus pares sedentarios, sendo este resultado atribuido ao aumento da
densidade neuronal no hipocampo (WANG; WANG, 2016). Efeitos semelhantes também
foram encontrados em animais alimentados com dieta padrdo que receberam é&gua ou
solucdo 10% frutose para beber. Os resultados mostram que seis semanas de treinamento
fisico aerébio moderado (corrida continua em esteira, 3 vezes por semana) induziram
melhora da memadria de trabalho em ambos os grupos treinados, assim como aumento da
sensibilidade a glicose e menor acumulo de gordura epididimal (REBELO et al, 2020).
Apesar de haver evidéncias cientificas acerca dos efeitos benéficos do exercicio
fisico sobre a funcdo cognitiva, grande parte dos estudos utilizou o0 método de treinamento
aerébio continuo, principalmente os que investigaram 0s mecanismos pelos quais o
exercicio fisico exerce seus efeitos. Até 0 momento ainda sdo escassos estudos que
investigaram o efeito do exercicio aerdbio realizado com o método intervalado sobre a
funcdo cognitiva. Essa questdo é particularmente importante quando se considera o
potencial de translagdo dos resultados da pesquisa basica para a aplicagdo pratica, uma
vez que métodos de treinamento intervalado vém sendo utilizados por se apresentarem
altamente eficientes em termos do aprimoramento na aptiddo cardiorrespiratoria, por
exemplo. Diante do panorama apresentado, 0 objetivo do presente estudo é avaliar a
eficacia de dois diferentes métodos de treinamento fisico, continuo e intervalado, em
sessdes de exercicio realizadas trés vezes por semana, sobre a memoria espacial e

aprendizagem em animais adultos alimentados com solucdo de frutose a 15%.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Influéncia dos habitos alimentares sobre as condicGes de satde

O estilo de vida dos individuos tem mudado com o decorrer dos anos, com 0
aumento do consumo de alimentos elaborados com grande quantidade de agucares e de
gorduras e reducdo da atividade fisica habitual. Este comportamento parece estar
associado ao aumento da prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis, com
consequéncias fisicas, econdmicas e sociais (DINICOLANTONIO; O’KEEFE; LUCAN,
2015).

Os problemas de ordem fisiologica induzidas pelo consumo de dietas inadequadas
séo bastante investigados e as evidéncias sdo baseadas em estudos populacionais. Zobel
et al. (2016) apresentam um panorama global mostrando os danos a salde relacionados
ao consumo de dietas baseadas em alimentos industrializados ultra processados ricos em
acucar, gordura e sal, sendo este padrdo alimentar o responsavel pela maior incidéncia de
obesidade, hipertensdo, dislipidemia, diabetes mellitus.

Um interessante estudo comparou o hébito de compra da populacdo norueguesa
entre 2005 e 2013, utilizando os cddigos de barras dos produtos, e os resultados
mostraram 0 aumento no consumo de alimentos ultra processados, representando cerca
de 60% dos alimentos consumidos pela populacdo. Estes achados ocorreram em paralelo
ao aumento de sobrepeso e obesidade na populacdo daquele pais. Achados semelhantes
foram reportados em estudos na America Latina, mais especificamente no Chile, onde
uma amostra com uma representatividade nacional de 10.096 familias foram
acompanhadas durante os anos de 2006-2007 para que se pudesse catalogar suas dietas
para verificacdo do consumo de alimentos minimamente processados, alimentos para uso
culindrio processados e alimentos prontos para o consumo (ultra processados). Os
resultados apontaram que a amostra estudada apresentava ma qualidade alimentar,
apontando-a como um comportamento de risco para 0 desenvolvimento de doengas
(CROVETTO M et al., 2014). No Brasil, um levantamento realizado entre os anos de
1987 e 2003 mostrou que houve aumento progressivo do consumo de alimentos ultra
processados ao longo dos anos. Os autores do estudo sugerem que as mudangas nos
habitos alimentares poderiam levar ndo apenas a danos a salde, como aumento da
prevaléncia de diabetes, hipertensdo e sobrepeso, mas também a consequéncias sociais,

econémicas e ambientais (MONTEIRO et al., 2011). Esse comportamento se manteve
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constante ao longo dos anos, como apontado em estudos subsequentes. O aumento da
ingestdo energética como um dos principais problemas j& que a troca de alimentos
preparados em casa por alimentos ultraprocessados ricos em gorduras, sodio e agucares
estdo altamente associados ao acometimento por doencas cronicas (CLARO et al., 2015).
O consumo excessivo de refrigerantes e sucos artificiais pela populagdo brasileira,
excedendo em mais de 50% o limite méximo recomendado pela OMS (Organizagdo
Mundial da Saude) foi observado em estudo realizado durante o ano de 2013(CLARO et
al., 2015; LOUZADA et al., 2015). Nesse contexto podemos considerar a ma alimentagéo
como um dos principais fatores para 0 aumento do nimero de pessoas que desenvolvem
doencas crbnicas ndo transmissiveis.

Alteracdes psicologicas também estdo sendo relacionadas ao consumo de
alimentos inadequados, com alto teor de gordura ou rica em frutose, que parecem
favorecer o desenvolvimento de sintomas de depressdo e ansiedade, sentimentos como
tristeza, irritabilidade, prejudicando assim os relacionamentos sociais e familiares
(GANCHEVA; GALUNSKA; ZHELYAZKOVA-SAVOVA, 2017). Além disso, ha
estudos que buscaram compreender a relacdo dos maus habitos alimentares, assim como
das doengas cronicas decorrentes dos mesmos, e o desenvolvimento de problemas
cognitivos. Pacientes de meia idade realizaram testes para avaliacdo da memoria,
aprendizagem e comunicacao previamente a cirurgia bariatrica e os resultados mostraram
forte correlacdo negativa entre o grau de obesidade e o desempenho nos testes
(ROCHETTE et al., 2013). Um estudo realizado na Espanha com 1949 idosos com média
de idade de 74 anos, investigou a relacdo entre comorbidades e 0 desempenho em testes
de memoria, atencdo e fluéncia verbal e ficou demonstrado que 0s menores escores em
todos os testes realizados eram dos individuos com obesidade, diabetes, hipertensdo ou
dislipidemia (BENITO-LEON et al., 2013).

O consumo de dieta com alto teor de agucar, mais especificamente a frutose, causa
estresse oxidativo, diminuicdo da tolerancia a glicose, resisténcia a insulina, hipertensao,
alem disso, tem demonstrado ser prejudicial na sinalizacdo dos horménios do apetite
(LINDQVIST; BAELEMANS; ERLANSON-ALBERTSSON, 2008). As alteracdes
vasculares induzidas pelo consumo excessivo de frutose tem mostrado alta correlacéo
com a incidéncia de danos cognitivos (EGGERMONT et al., 2012). Estudo propde que
parametros vasculares periféricos poderiam ser utilizados como possiveis biomarcadores
para deteccdo de riscos cognitivos oriundos de desordens vasculares (OLVER et al.,
2016).
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Essas alteragOes estdo ligadas ao tipo de metabolismo da frutose que, diferente do
metabolismo da glicose, é independente da insulina para sua captacéo nos tecidos, assim
é rapidamente absorvida pelo figado, causando aumento exacerbado producdo de
triglicerideos, podendo levar a aumento do acumulo de gordura visceral, dislipidemia e
resisténcia a insulina (SCHAEFER; GLEASON; DANSINGER, 2009).

2.2 Efeitos deletérios do consumo de frutose sobre a meméria

Estudos em animais séo realizados com o objetivo de esclarecer os mecanismos
envolvidos no dano cognitivo induzido pela ingestdo inadequada de acglcar. Assim, 0s
estudos tém utilizado a estratégia de adicionar acucares na agua de beber, ao invés de
adiciona-los na constituicdo da racdo oferecida aos animais. Os agucares ingeridos em
solucdes liquidas induzem danos de maior amplitude quando comparado ao dano
observado ap0s a ingesta de aclcares na dieta solida. Foi observado também que estes
danos ocorrem independentemente do ganho de peso, e que estariam associados ao
aumento da inflamag&o no hipocampo, que ocorre em até duas semanas, com marcado
aumento de citocinas pré-inflamatérias como o TNF- o (Fator de necrose tumoral-alfa) e
IL-1B (Interleucina 1 Beta) (BEILHARZ; MANIAM; MORRIS, 2016).

Neste contexto, foi observado pior desempenho no teste de memoria espacial em
ratos Sprague-Dawley adultos alimentados durante oito meses com solucdo de frutose a
10% quando comparados aos seus controles que ingeriram agua. Além do maior ganho
de peso e do aumento na glicemia, 0s animais apresentavam problemas na sinalizacdo da
insulina no hipocampo (WU et al., 2015).

Buscando investigar se o dano cognitivo estaria relacionado essencialmente ao
ganho de peso, grupos de camundongos C57BL/6J foram alimentados com dois tipos de
dietas diferentes: uma dieta hiperlipidica (42% de gordura) e outra com alto teor de
carboidrato (70% de carboidrato, sendo 66% de sacarose). Apds cinco semanas foi
observado ganho exponencial de peso no grupo alimentado com dieta hiperlipidica, o que
ndo ocorreu com 0O grupo sacarose. Entretanto, ambos 0s grupos apresentaram prejuizo
na memoria espacial avaliada pelo teste de reconhecimento de objeto, menor flexibilidade
cognitiva e memdria de longo prazo, avaliadas pelo teste do labirinto aquatico de Morris
(MAGNUSSON et al., 2015). Outro estudo com ratos mostrou que a ingestdo de dieta
com 39% da energia proveniente de lipidios desde o desmame ate o0 5° més de vida induziu
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a alteracfes metabodlicas, com o aumento da concentracdo plasmatica de leptina e do
colesterol total, e déficit na memoria espacial e na aprendizagem (LEPINAY et al., 2015).
Marwitz; Woodie; Blythe (2015) observaram, em ratos Sprague Dawley jovens
(com aproximadamente 120g) alimentados com racdo modificada (41,7% das calorias
eram provenientes de banha e dextrose) forte relagéo entre ansiedade, o ganho de peso e
os niveis de insulina, sugerindo que as altera¢cbes comportamentais observadas poderiam
estar relacionadas ao comprometimento da barreira hematoencefalica induzida por dieta
e inflamacdo do hipocampo. O aumento da ingestdo de gorduras e de acucares poderia
desencadear inflamagdo e problemas na sinalizagdo da insulina no hipocampo, assim
como hipertensdo e acidente vascular cerebral (LAKHAN e KIRCHGESSNER, 2013).

Lowette et al. (2015), em revisdo da literatura, mostraram que a ingestao de frutose
esta relacionada a reducédo da fosforilacdo dos receptores de insulina, comprometendo a
sinalizagdo desse hormonio em areas cerebrais. Esta condicdo levaria a perda na memoria
espacial e aprendizado de ratos e, ainda, poderia resultar em perda neuronal.

Tais alteracGes parecem estar associadas ao aumento da ativacdo de NFkB
(Receptor quinase B de Tropomiosina) e receptores tipo Toll-like e aumento de citocinas
pro inflamatdrias na regido do hipocampo (SHAO et al., 2016). Diante deste quadro ha
indicios de que a inflamag&o estaria modificando o perfil oxidativo, diminuindo os niveis
de antioxidantes e de marcadores de crescimento de neurénios como o BDNF (Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro) na regido do hipocampo resultando em déficit
cognitivo (HUSSAIN; JAIN; SAMAIYA, 2019).

2.3 Exercicio fisico como intervenc¢do para o aprimoramento da memoria

Em contraposicdo aos efeitos deletérios dos maus habitos alimentares sobre a
memoria, alguns estudos em humanos e em modelo animal tém mostrado que a realizacdo
de exercicio fisico induz a efeitos benéficos sobre a memoria e outras fungbes cognitivas.

Interessante salientar que ha estudos que investigaram o efeito de apenas uma
sessdo de exercicio sobre as funcdes cognitivas e observaram melhora no desempenho
dos participantes nos testes realizados apos o esforco. Tsai et al. (2014) avaliaram o
desempenho em tarefa de atencdo visuoespacial e memaria espacial antes e ap6s uma
sessao de exercicio aerobio de intensidade moderada (30 minutos a 60% do VO, maximo)
e observaram que ap6s a sessao de exercicio 0s participantes apresentaram menor tempo

de resposta em teste de atencdo visuoespacial e melhor desempenho em teste de memoria
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espacial. Ainda, foi observado maior concentracao sérica de BDNF ap0s o exercicio, mas,
0s autores ndo atribuiram a melhora no desempenho cognitivo a essa resposta. Uma unica
sessao de exercicio fisico intervalado de alta intensidade em cicloergdmetro, que consistiu
de 3 blocos de 2 minutos em alta intensidade (com faixa entre 200 a 315 watts, variando
entre os individuos) com intervalos de 2 minutos em intensidade baixa (50W), também
induziu aprimoramento da memoria espacial e do tempo de reacdo, avaliadas por tarefa
de rastreamento visuomotor, em adultos jovens com idade entre 18 e 30 anos (SKRIVER
etal., 2014).

A comparacdo dos efeitos de diferentes intensidades de exercicio foi realizada por
Marin Bosch et al. (2020). Neste estudo, adultos (entre 18 a 35 anos) foram submetidos a
duas condicOes experimentais: uma sessdo de exercicio fisico de intensidade moderada
(30 minutos a 60% do VO2 méximo) e uma sessao de exercicio fisico de intensidade alta
(30 minutos a 75% do VO2 maximo) e os resultados mostraram aprimoramento da
velocidade de reacéo e aumento da atividade neural na regido do hipocampo, 0 que estaria
refletindo 0 aumento da velocidade de comunicacao entre 0s neurdnios.

Mais uma vez os estudos em modelo animal foram conduzidos na tentativa de
elucidar os possiveis mecanismos envolvidos no aprimoramento da fungdo cognitiva
observada em humanos. Cassilhas et al. (2012) verificaram, em ratos Wistar adultos, que
0 exercicio fisico aerdbio (corrida em esteira a 20 m/min, velocidade do limiar anaerobio,
por 30 minutos, cinco vezes por semana) e o exercicio de forca (subida em escada com
100% do peso corporal por oito vezes por sessao, cinco vezes por semana) contribuiram
para o aprimoramento dos processos relacionados a aprendizagem e a memoria espacial.
Os mecanismos propostos seriam diferentes para cada tipo de exercicio, sendo que 0
exercicio aerobio induziria 0 aumento da expressdo de BDNF, de TrkB (Receptor quinase
B de Tropomiosina) e do complexo CaMKII (Calcio-calmodulina dependente de proteina
quinase Il) e o treinamento de forca atuaria aumentando por via do IGF-1 (Fator de
Crescimento semelhante a Insulina-1), os IGF-1R (Receptor do Fator de crescimento
semelhante a Insulina-1) e a AKT (Proteina Quinase B).

Vilela et al. (2016) mostraram que ratos Wistar idosos submetidos a programa de
oito semanas de exercicio aerobio (realizado de trés a quatro vezes por semana na esteira,
com 50 minutos por sessdo) ou exercicio de forca (trés a quatro sessdes de treino por
semana, onde tinham que realizar subida de uma escada de 1 metro de altura com aumento
progressivo do peso atado a cauda que variou entre 50% a 100% do peso corporal do

animal) apresentaram aumento da expressdo do fator neurotréfico BDNF e melhor
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desempenho em testes cognitivos de memoria espacial e aprendizado. Assim como a
realizacdo de estimulos diferentes, a pratica de exercicio fisico realizada de forma
voluntéria (roda de corrida) ou forgcada (corrida em esteira ou natacdo) também levou ao
aprimoramento da memoria em camundongos fémeas C57BL/6. Este resultado foi
observado em conjunto com a proliferacdo de células neurais no giro dentado do
hipocampo apds a pratica de exercicio de natacdo ou corrida e ao estimulo de
enriquecimento ambiental Van Praag; Kempermann; Gage, (1999). Resultados
interessantes também foram observados em ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta
rica em gordura, desde o desmame, que apos a realizagdo de treinamento fisico (corrida
em esteira a 14 m/ min por 40 minutos, 4 vezes por semana) apresentaram melhor
desempenho no teste de memaria espacial e aprendizado (utilizando o laribirinto aquatico
de Morris) e maior expressao de fatores neurotroficos como o BDNF e o NGF (Nerve
Growth Factor) (WOO et al., 2013).

Doencas cronicas ndo transmissiveis, sejam cardiovasculares ou metabdlicas,
estdo altamente relacionadas a danos cognitivos (DONG et al., 2018), utilizando animais
Wistar submetidos a cirurgia de oclusao bilateral das carotidas para mimetizar a deméncia
induzida por dano vascular, verificaram que os animais melhoraram seu desempenho em
teste de memoria de reconhecimento apds duas semanas de exercicio, sendo ele voluntario
(roda de corrida com média de 360 ciclos diarios) ou involuntario (corrida em roda com
a velocidade de 12 ciclos por minuto em sessdes de 30 minutos). O aprimoramento da
memoria foi relacionado ao aumento da plasticidade sinaptica hipocampal, sinalizada
pelo com aumento da expressdo de marcadores de plasticidade sinaptica como o SYN
(plasticidade estrutural sinaptica), PSD-95, MAP-2 e Tau, proteinas responsaveis pela
comunicacdo neuronal.

De Senna et al. (2015) verificaram, em ratos Wistar com diabetes tipo 1 induzida
por injecdo de estreptozotocina, melhora da memoria de reconhecimento (avaliada em
teste de reconhecimento de novo objeto) apos a realizacdo de cinco semanas de corrida
em esteira (60 minutos em intensidade entre 50-60 % da velocidade maxima, 5 vezes na
semana). Os autores atribuiram este achado a prevencdo da integridade da barreira
hematoencefalica em animais diabéticos que realizaram exercicio fisico.

Recente estudo mostrou que o pré condicionamento fisico poderia proteger o
individuo de danos cognitivos, como perda de memodria, deficits na velocidade de
processamento e desatencdo, induzidos por estresse pOs-traumatico (transtorno

psicoldgico gerado por eventos como guerra, abusos ou acidentes de trénsito, por
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exemplo). Utilizando ratos Wistar fémeas, que foram submetidas a treinamento fisico
utilizando corrida em esteira com intensidade moderada (velocidade de 13 m/min
equivalente a 50-60% do VO2 méximo) ou alta intensidade (treino intervalado com
esforcos de 4 minutos a 22 m/min equivalente a 80-90% VO, maximo seguidos de 3
minutos a 13 m/min equivalente a 50-60% VO, méximo), foi observado que o0s animais
treinados tinham melhor desempenho em teste de memdria de reconhecimento antes e
apos as duas exposicdes ao nado forcado e a uma sessdo de perda de consciéncia por
anestesia (modelo utilizado para mimetizar o estresse pds traumatico), com resultados
ainda melhores no grupo que realizou o treinamento intervalado. Os autores atribuiram o
efeito protetor do exercicio as adaptagdes no balango redox com aumento da atividade da
SOD (superoxido dismutase) e CAT (catalase) e reducao de espécies reativas de oxigénio.
Ainda, observaram menor infiltracido de neutréfilos no tecido cerebral
(KOYUNCUOGLU et al., 2021).
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3 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Hé& evidéncias acerca dos efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a funcédo
cognitiva, em especial a memoria. Entretanto, grande parte dos estudos realizados utilizou
protocolos de exercicio fisico cujo método de treinamento foi o continuo, ou seja, 0
individuo realiza o esforco na mesma intensidade durante todo o tempo. Ha algum tempo
tem sido investigado na &rea de Ciéncias do Esporte a adocdo de protocolos de exercicio
fisico utilizando o método intervalado de treinamento como estratégia para melhora dos
parametros cardiovasculares e metabolicos. Os resultados sdo positivos e demonstram
que o treino intervalado, em que ha mudancas na intensidade do esfor¢o durante a sessao,
proporciona adaptacdes semelhantes ao treino realizado com método continuo, porém
com sessdes de exercicio de menor duracdo, sendo assim, tempo-eficiente. Até o
momento sdo escassos 0s trabalhos que investigaram os efeitos deste método de
treinamento sobre parametros cognitivos, e ndo encontramos trabalhos que tenham
comparado as adaptacOes induzidas por treinamento fisico realizado com o método

continuo ou com o método intervalado sobre a memoria.

3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia dos diferentes métodos de treinamento fisico, continuo ou
intervalado, sobre a memoria espacial e aprendizado de animais alimentados com solucéo
de frutose. Além disso, foi investigado se a mudanca dietética teria efeito aditivo ao

treinamento fisico.

3.2 Objetivos especificos
a) Avaliar o desempenho dos animais em teste de memoria espacial e de
aprendizagem;
b) Awvaliar a sensibilidade periférica & insulina e a tolerancia a glicose;
c) Determinar a expressdao no hipocampo de fatores neurotréficos como BDNF,
GFAP e NeuN;
d) Quantificar a marcacéo para fatores relacionados a neuroinflamacdo (NFkB) e

angiogénese (aSMA) no hipocampo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e condicGes de manutencao

Ratos Sprague-Dawley, machos, com 70 dias de vida foram mantidos em caixas
coletivas de 1.394 cm? (41 x 34 x16 cm), com quatro animais, em estante ventilada
alocada em biotério convencional, ciclo claro/escuro de 12h controlado com timer,
temperatura entre 22°C e 24°C controlado com ar condicionado, sem controle de umidade

e cama de maravalha trocada trés vezes por semana.

4.2 Protocolo experimental

Este projeto de pesquisa teve seus protocolos aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Escola de Educacdo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto da
Universidade de Séo Paulo (CEUA-EEFERP N°2016.1.462.90.7).

O protocolo experimental teve duragdo de doze semanas e foram utilizados 65
ratos com 70 dias de vida, inicialmente todos os animais eram do grupo Sedentério
Frutose (SDF), pois, tiveram acesso livre a solucdo de frutose a 15% e a racdo padrdo
para roedores (marca NUVILAB) durante seis semanas. Apos este periodo, parte dos
animais tiveram a solu¢do de frutose substituida por dgua e alguns deles foram submetidos
ao treinamento fisico, passando a constituir os grupos: Sedentario Frutose-Agua (SDF-
A), Treinado Frutose-Agua Continuo (TRF-AC) e Treinado Frutose-Agua Intervalado
(TRF-ALI). O restante dos animais continuou com a ingesta de frutose e parte deles iniciou
0 protocolo de treinamento passando a constituir 0s grupos: Sedentério Frutose (SDF-F),
Treinado Frutose-Continuo (TRF-FC) e Treinado Frutose-Intervalado (TRF-FI). O

protocolo experimental é mostrado na figura 1.
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Figura 1 - Protocolo experimental

Semanas

Frutose 15%

Grupo Agua
Exercicio Fisico
-_-___________-____-________-________-____.>
Grupos

SDF-F (15), TRF-FC(10), TRF-FI(12)
SDF-A (10), TRF-AC (10), TRF-AI (8)

Os animais foram alimentados com solucdo de frutose por seis semanas. Na 62 semana foram
realizadas duas intervencdes: o oferecimento de 4gua a parte dos animais e o inicio do treinamento
fisico. A adaptacdo ao exercicio (AE) foi realizada entre a 6% e a 72 semana e, posteriormente, 0s
animais iniciaram o treinamento fisico com trés sessdes semanais em método continuo ou
intervalado. O teste do Labirinto de Barnes (LB) para avaliagdo da memoria espacial e
aprendizagem foi realizado na 6% e 122 semana. Avaliagdes metabdlicas como teste de tolerancia
aglicose (GTT) e o teste de tolerancia a insulina (ITT) foram realizadas entre a 10% e a 12% semana.

4.3 Adaptacdo ao exercicio fisico e teste incremental maximo

Na primeira semana do protocolo experimental todos os animais foram

submetidos a um periodo de adaptacdo em esteira. Detalhes na tabela 1.

Tabela 1 - Esquema de adaptacao dos animais ao exercicio em esteira durante a 62 semana
do experimento

1° dia 2°dia 3°dia 4° dia 5°dia
Vel (m/ min) 5 5 10 10 teste
Tempo (min) 30 60 30 60 maximo

Vel: velocidade; m/min: metros por minutos; min: minutos

Apdbs este periodo, somente os animais com padrdo de corrida (animais que
movimentavam as quatro patas e mantinham-se distantes do fundo da baia da esteira)

realizaram um teste fisico e os demais foram alocados nos grupos sedentarios durante ou
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ao final do periodo de adaptacéo. O teste incremental consistiu de corrida em esteira, com
velocidade inicial de 11,6 m/min com incremento de 1,6 m/min a cada 2 minutos, até a
velocidade de 20 m/min. A partir desta velocidade, o incremento foi de 3,2 m/min a cada
dois minutos. A exaustdo foi determinada quando o animal tocou o fundo da baia, por
cinco vezes, no periodo de um minuto. Neste momento o animal foi retirado da esteira e
a velocidade na qual ocorreu a exaustdo foi considerada como a velocidade pico. A
velocidade pico foi utilizada como parametro para a alocacdo dos animais nos grupos
TRC e TRI utilizando o espelhamento, ou seja, os animais foram separados de modo a se
garantir que o nivel de aptiddo dos animais para a corrida fosse semelhante entre o0s
grupos.

A velocidade méxima foi determinada a partir da equagdo: Vmax = W1+
(W2 x tempo/120), sendo W1= velocidade do ultimo estdgio completado; W2
incremento do estadgio em que ocorreu a exaustdo; t=tempo no estagio em que ocorreu a
exaustdo em segundos e a constante 120 refere-se ao tempo de duracdo (em segundos)
dos estagios do teste (KUIPERS et al., 1985).

A distancia percorrida no teste incremental foi utilizada para o célculo do indice
de desempenho, segundo HOHL et al. (2009), que é dado pelo produto da distancia (em

metros) pelo peso do animal (kg).

4.4 Protocolo de exercicio fisico e determinacdo do dominio de intensidade do esforgo

Os animais dos grupos treinados realizaram sessdes de exercicio fisico trés vezes
por semana em dias intercalados (seg, qua, sex), no mesmo periodo do dia (entre 11h e
14h) durante cinco semanas. A parte principal da sessdo de exercicio teve duracao de 40
minutos para 0s grupos treinados por método continuo (TRF-AC e TRF-FC) e de 18
minutos para 0s grupos que treinaram pelo método intervalado (TRF-Al e TRF-FI), sendo
2 minutos na maior intensidade seguido de 4 minutos na menor intensidade, por 3 vezes.
A parte principal da sessdo de ambos os grupos foi precedida de 5 minutos de
aquecimento (20%Vmax) € ao final realizaram mais 5 minutos de desaquecimento a 20%
Vmax. Durante as cinco semanas de treinamento houve progressao das cargas conforme
mostra a tabela 2. Os ajustes das cargas de treino (velocidade) foram feitos apds a

realizacdo de novo teste incremental ao final da segunda semana de treinamento.
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Tabela 2 - Carga de treinamento dos protocolos de exercicio continuo (TRC) e intervalado
(TRI), considerando frequéncia semanal de trés vezes e duracdo de cinco semanas

TRI

semanas Intensidade  carga de treino semana Intensidade carga de treino
(% da Vmax) (u.a) (% da Vmax) semana (u.a)

1 40 4800 50-25 1650

2 50 6000 60 — 30 1980

3 50 6000 60 — 30 1980

4 60 7200 70-35 2310

5 60 7200 70-35 2310

Carga 10.230

total

Carga de treino= intensidade x tempo x frequéncia semanal, dada em unidades arbitrarias

(u.a)

A quantificacdo da lactacidemia foi utilizada para a determinacdo do dominio da

intensidade. Para isso, amostras de sangue (25 uL) foram coletadas da extremidade caudal

dos animais com o auxilio de capilares de vidro previamente calibrados com heparina e

transferidos para microtubulos contendo 50 pL de fluoreto de s6dio (NaF 1%) onde foram

homogeneizadas e mantidas a 4°C. As amostras foram analisadas em um lactimetro

eletroquimico Yellow Spring Instruments (YSI), modelo 2300 Stat para determinacdo da

concentracdo de lactato sanguineo [La] em cada uma delas. As coletas foram realizadas

na ultima sessdo de exercicio fisico da 5% semana do protocolo de treinamento fisico. Os

momentos das coletas estdo mostrados na figura 2.
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Figura 2 — Caracterizacdo dos tempos de coleta de lactato durante o treino
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Momentos para coleta de sangue caudal dos animais submetidos aos protocolos de treinamento
fisico por método continuo ou por método intervalado. As setas indicam 0 momento da sessdo em

que foi coletada a amostra de sangue.

4.5 Avaliacdo da memdria espacial e aprendizagem

A memodria espacial e aprendizagem foram avaliadas utilizando-se o Labirinto de
Barnes, com protocolo adaptado de (GAWEL et al., 2019). A tarefa é baseada na
tendéncia esponténea dos roedores buscarem um ambiente mais escuro e protegido. Em
uma plataforma circular com 120 cm de didmetro, com 20 buracos de 10 cm de didametro
com tampas removiveis e uma caixa de escape (13 cm x 29 cm x 14 cm) construida de
plastico preto. Todas sessGes foram gravadas em video para posterior analise utilizando
0 software Kinovea versdao 0.8.15. Importante salientar que os animais ndo foram
submetidos ao exercicio fisico nos dias em foram realizados as exposicOes e 0 teste no
Labirinto de Barnes para se evitar o efeito agudo da sessdo de exercicio.

O protocolo do teste consistiu das seguintes sessdes, conforme segue:

Habituacéo (dia 0)
A fase de habituacdo foi realizada 24 horas antes da fase de aquisi¢ao, 0s animais

foram habituados ao aparato e a caixa de escape, com luz branca acesa e sem a colocacédo
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de pistas visuais nas paredes da sala onde estava o aparato. Os animais foram colocados
no centro do labirinto, e permaneceram livres para exploracdo por 1 minuto. Apos o
tempo de exploracdo os animais foram levados gentilmente para a caixa de escape. Os
animais permaneceram na caixa de escape por 2 minutos. Apos este procedimento 0s
animais foram retirados da caixa de escape e levados de volta as suas caixas de

convivéncia (Casa).

Fase de Aquisicdo (diala4)

A fase de aquisicdo consistiu de duas exposi¢des diarias (separadas por 15
minutos) dos animais ao labirinto ao longo de quatro dias consecutivos, sendo que a
primeira exposic¢do desta fase ocorreu 24 horas apos a habituacdo. Com o labirinto sempre
na mesma posicdo e lugar, com a iluminacao da sala feita com luz vermelha e dicas visuais
colocadas nas paredes da sala. Os animais foram colocados no centro do labirinto,
cobertos com uma caixa plastica branca opaca por 30 segundos. Logo apds a caixa era
retirada e os animais ficavam livres para a exploracao do labirinto por 2 minutos. Caso o
animal escapasse do labirinto, ou seja, encontrasse e entrasse na caixa de escape, a
exposicao era finalizada, o tempo era marcado e o animal era devolvido a sua caixa de
convivéncia. Quando o animal ndo escapava do labirinto, ao final dos dois minutos de
exploracdo o animal era gentilmente levado a caixa de escape onde permanecia por 1

minuto e em seguida era devolvido a caixa de convivéncia.

Fase de evocacdo: teste de memdria (dia 5)

Apbs 24 horas da realizacdo da Ultima sessdo da fase de aquisi¢do, 0s animais
retornavam para a realizacdo do teste. Assim, o animal era colocado no centro do aparato,
sob a caixa plastica branca opaca, permanecendo nesta condi¢do por 15 segundos. Logo
apos este breve periodo a caixa era retirada e o animal permanecia por 1 minuto e 30
segundos explorando o labirinto. Quando o animal encontrava e entrava na caixa de
escape, 0 tempo era anotado e 0 animal era devolvido a sua caixa de convivéncia. Caso 0
animal apenas identificasse o escape, onde foi considerado o movimento de abaixar a
cabeca com 0 nariz em direcdo a caixa de escape, mas ndo entrasse na caixa, permanecia
no aparato até o final do tempo do teste e ao final era devolvido a sua caixa de

convivéncia.
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4.6 Teste de tolerancia a insulina e teste de tolerancia a glicose

Foram realizados testes de Tolerancia a Insulina (ITT) e de Tolerancia a Glicose
(GTT), trés dias antes do sacrificio dos animais, em dias ndo consecutivos, estando em
jejum de 8 horas. Para o ITT a insulina (2U/kg de peso corporal) foi injetada via
intraperitoneal e amostras de sangue foram coletadas da ponta da cauda do animal nos
tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para verificacdo da glicose sanguinea (PAULLI,
ROPELLE, 2009). A velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi
determinada segundo Bonora et al. (2000).

No GTT, os animais receberam injecao intraperitoneal de solucdo de glicose a
10% na dose de 2 g/kg e amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e
120 minutos para determinacédo da glicose sanguinea. Foi calculada a area sob a curva de

glicemia para cada grupo experimental.

4.7 Eutanasia e obtencdo de sangue e tecidos

Ao final do protocolo experimental parte dos animais foram eutanasiados por
sobredose anestésica com Uretana (25%, 1,25 g/kg, por via intraperitoneal) apds jejum
noturno. Destes animais foram extraidos tecido adiposo e o encéfalo para a dissec¢do do
hipocampo e congelamento para a realizacdo da técnica de western blot. As amostras de
hipocampo para a realizagdo do ensaio de imunohistoquimica foram obtidas de animais
apos a realizacdo da técnica de perfusdo descrito abaixo.

O protocolo para a realizacdo do procedimento foi adaptado de Gage; Kipke e
Shain (2012). Assim que o animal atingiu o plano cirdrgico de anestesia, foi verificado
os reflexos, onde na auséncia dos mesmos foi iniciado o procedimento. Assim dando
processo a realizacdo de uma incisdo da tesoura cirdrgica através do tegumento e da
parede abdominal logo abaixo da caixa toracica. Apds o animal estar aberto, uma pequena
inciséo no diafragma foi realizada, usando a tesoura curva e romba para sua remogao
total. Foi separado cuidadosamente o figado do diafragma. Levantando o esterno, foi
retirado cuidadosamente qualquer tecido que o conecte ao coracao ao torax. O esterno foi
imobilizado com uma pinga para uma visdo mais clara e segura do coracdo. Apos esse
preparo foi realizada a perfusdo com a incisdo de uma agulha no ventriculo esquerdo,

ligada a um sistema de perfusdo com solucdes salina e paraformaldeido 4% onde o animal
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foi perfundido por 5 minutos com solugéo salina e 10 a 12 minutos com solucgéo de
paraformaldeido 4%.

O hipocampo foi isolado e fixado em solugdo de formalina (10%) por 48 horas e
posteriormente armazenado a 4°C em solucdo sacarose-salina (30%) por 2 dias. Apds este
periodo foi congelado em OCT para a posterior obtencéo de cortes frontais com espessura
de 40 um.

4.8 Avaliacéo das vias de sinaliza¢&o do hipocampo

4.8.1 Quantificacdo dos fatores neurotréficos no hipocampo por western blot

Cada hipocampo foi homogeneizado a 4°C em um tamp&o de extracéo (1% Triton
X - 100, 100 mM de Tris, pH 7,4, contendo 100 mM de pirofosfato de sddio, 100 mM de
fluoreto de sodio, 10 mM de &cido etilenodiamina tetraacético (EDTA), 10 mM de
vanadato de sodio, 2 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 0,1 mg / mL de
aprotinina) com um gerador Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments modelo PT
10/35), que foi operado a uma velocidade maxima por 30 segundos. Os extratos foram
centrifugados (11000g) por 40 minutos a 4° C para remoc¢do do material insolGvel, e os
sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

As proteinas foram desnaturadas por fervura em um tampao de amostra Laemmli
contendo 100mM de DTT, colocadas em um gel de eletroforese em gel de dodecil sulfato
de poliacrilamida e transferidas para membranas de nitrocelulose (RPN303D, Hybond
ECL; GE Healthcare Pittsburgh, PA). A eficiéncia de transferéncia para as membranas
de nitrocelulose foi testada por uma breve coloragdo dos blots com uma coloragéo
vermelho Ponceau. Essas membranas foram entdo bloqueadas com solucdo salina
tamponada com Tris contendo 5% de albumina de soro bovino e 0,1% de Tween-20 por
1 hora a 4°C. A transferéncia de proteinas para as membranas foi monitorada qualitativa
ou quantitativamente por meio da coloracdo com vermelho de Ponceau.

As membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com 0s anticorpos primarios
para deteccdo do fator neurotréfico BDNF (diluicdo 1: 1.000, ab226843; Abcam), do
marcador de astrocitos GFAP (diluicdo 1: 1.000, ab207165; Abcam) e o marcador de
neurdnios NeuN (diluicdo 1: 1.000, ab12886; Abcam). Apos a lavagem com solucgéo
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salina tamponada com Tris contendo 0,1% de Tween-20, todas as membranas foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario Anti-Rabbit
(diluicdo 1:5.000, .ab6721, Abcam).

As bandas imunorreativas especificas foram detectadas por quimioluminescéncia
(ECL Plus; GE Healthcare). As imagens foram obtidas utilizando o equipamento C-DiGit
Blot Scanner (LI - COR, Lincoln, NE) e quantificadas usando o software Image Studio
para C-DiGit Blot Scanner. Apds a quantificacdo da densidade das bandas os valores

foram normalizados pelo resultado do grupo SDF-F, considerado como controle.

4.8.2 Quantificacdo dos fatores de angiogénese e inflamacdo no hipocampo por
imunohistoquimica

Cortes frontais do encéfalo, com espessura de 40 puM, foram incubados com
anticorpos para a marcacdo de alfa actina de células de musculo liso (aSMA, 1:300,
Abcam, Cambridge, MA) e NFkB (NF- kB p65, 1:100, Abcam, Cambridge, MA).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal- Wallis
seguido de p6s hoc de Dunn para verificacdo de diferenca entre 0s grupos experimentais.
Devido ao pequeno numero experimental a analise de regressdo multipla foi substituida
por analise de correlacdo de Spearman para investigacdo do grau de associacdo entre o
tempo de laténcia (indicador de desempenho em teste de memoria) e as variaveis
sistémicas (sensibilidade a insulina) e locais (expressdo de fatores neurotroficos e
marcacdo de angiogénese e neuroinflamacdo). Todos os testes estatisticos foram

realizados no programa SPSS versao 20.0 e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

O protocolo de treinamento fisico utilizado neste estudo foi eficaz para causar
adaptacdo e aprimoramento do desempenho fisico dos animais, medido pelo indice de
desempenho, que foi aumentado por ambos os métodos de treinamento, de maneira
similar [X2 (5) 20,030; p<0,05]. A cinética da concentracdo de lactato sanguineo foi
determinada em sessdo de treinamento por método continuo ou intervalado para
demonstrar que em ambos os protocolos a intensidade do exercicio foi abaixo do limiar

anaerobio com concentracdes de lactato mantendo-se abaixo dos 4 mM de lactato.

Figura 3 - Indice de desempenho e cinética da concentragio de lactato em sessdo de

exercicio continuo ou exercicio intervalado.
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Sedentério Frutose (SDF-F, n=5), Treinado Frutose-Continuo (TRF-FC, n=5), Treinado Frutose-
Intervalado (TRF-FI, n=5), Sedentéario Frutose-Agua (SDF-A, n=5), Treinado Frutose-Agua
Continuo (TRF-AC, n=5) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-AI, n=5). Dados expressos
em média + erro padrdo da média. * efeito do treinamento continuo, * efeito do treinamento
intervalado, * efeito da troca dietética, ~ efeito do treinamento intervalado, ® efeito da troca
dietética associado ao treinamento continuo e & efeito da troca dietética associado ao treinamento
intervalado. Kruskal-Wallis seguido de p6s teste de Dunn (nivel de significancia de p<0,05).

Todos os animais tiveram acesso a solucdo de frutose a 15% durante as seis
primeiras semanas do protocolo experimental. Apds a 62 semana houve a substituicdo da
solucdo de frutose por dgua pura para os grupos SDF-A, TRF-AC e TRF-Al. Observa-se
que a ingestdo hidrica, a partir deste momento, foi em média 97% maior nos grupos que
tinham acesso a frutose quando comparado ao consumo médio dos grupos que passaram
a ter acesso a agua para beber [X2? (5) 71,562; p<0,05]. Comportamento inverso foi
verificado na ingestdo alimentar, em que 0s animais que passaram a ter acesso a agua
apresentaram aumento de 58% no consumo de ragao [ X2 (5) 56,884; p<0,05]. Os resultados

sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4. Ingestdo hidrica e ingestdo alimentar ao logo das 12 semanas do protocolo

experimental
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Sedentério Frutose (SDF-F, n=10), Treinado Frutose-Continuo (TRF-FC, n=10), Treinado
Frutose-Intervalado (TRF-FI, n=8), Sedentério Frutose-Agua (SDF-A, n=15), Treinado Frutose-
Agua Continuo (TRF-AC, n=10) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-AI, n=12). Dados
expressos em média + erro padrdo da média. * efeito do treinamento continuo, * efeito do
treinamento intervalado, * efeito da troca dietética, * efeito do treinamento intervalado, ® efeito da
troca dietética associado ao treinamento continuo e & efeito da troca dietética associado ao
treinamento intervalado. Kruskal-Wallis seguido de po6s teste de Dunn (nivel de significancia de
p<0,05).

O peso dos animais foi obtido semanalmente para que se pudesse acompanhar a
curva de crescimento. Nao foram observadas diferencas entre os grupos ao longo do
protocolo experimental para a curva de crescimento, assim como para o0 ganho de peso e
tamanho do depdsito de gordura epididimal. Os resultados sdo mostrados na figura 5.
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Figura 5. Curva de crescimento, ganho de peso e depdsito de gordura epidimal ao final

do protocolo experimental
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Sedentério Frutose (SDF-F, n=10), Treinado Frutose - Continuo (TRF-FC, n=10), Treinado
Frutose - Intervalado (TRF-FI, n=8), Sedentario Frutose - Agua (SDF-A, n=15), Treinado
Frutose-Agua Continuo (TRF-AC, n=10) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-Al, n=12).
Dados expressos em média + erro padrdo da média. * efeito do treinamento continuo. Kruskal-
Wallis seguido de pos teste de Dunn (nivel de significancia de p<0,05). A gordura epididimal foi
relativizada pelo peso corporal (p.c) do animal.

A avaliacdo dos efeitos do consumo de frutose sobre a toleréncia a glicose foi
realizada pelo teste de tolerancia a glicose e os resultados sdo mostrados na figura 6.
Apenas o grupo TRF-FI, que foi submetido ao treinamento intervalado associado ao
consumo de frutose, apresentou reducdo de 12% da area sob a curva quando comparado
ao grupo SDF-F [X2 (3) 11,125; p<0,05]. Este mesmo grupo apresentou aumento da
sensibilidade a insulina visto o aumento de 9% na taxa de decaimento da glicose
comparado ao grupo SDF-F [X2 (3) 8,076; p<0,05]. Resultado positivo também foi
observado para os grupos submetidos a mudanca dietética que apresentaram aumento na
taxa de decaimento da glicose em comparacéo ao grupo SDF-F [X2 (5) 12,011; p<0,05],
sendo este aumento de 19% no grupo SDF-A, 27% no grupo TRF-AC e de 20% no grupo
TRF-AL. Os resultados do teste de tolerancia a insulina sdo mostrados na figura 6.
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Figura 6. Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose (GTT) e area sob a curva no
mesmo teste, curva glicémica do teste de tolerancia a insulina (ITT) e taxa de decaimento

da glicose no mesmo teste
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Sedentario Frutose (SDF-F, n=6), Treinado Frutose - Continuo (TRF-FC, n=6), Treinado Frutose
- Intervalado (TRF-FI, n=4), Sedentério Frutose - Agua (SDF-A, n=6), Treinado Frutose-Agua
Continuo (TRF-AC, n=6) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-AI, n=6). Dados expressos
em média + erro padrdo da média. “efeito do treinamento intervalado, *. efeito da troca dietética,
$ efeito da troca dietética associado ao treinamento continuo e & efeito da troca dietética associado
ao treinamento intervalado. Kruskal-Wallis seguido de p6s teste de Dunn (nivel de significancia
de p<0,05).

O labirinto de Barnes foi o aparato utilizado para a avaliacdo da memdria e
aprendizagem espacial com os resultados do tempo e distancia de laténcia (sendo
considerada como laténcia a identificagdo da saida do labirinto) e o tempo e distancia de
escape (considerado como escape a identificagdo da saida e entrada do animal na caixa
de escape do labirinto). Ainda, os resultados mostrados na figura 7 dizem respeito a sessdo
teste realizada 24 horas ap0s a ultima sesséo de tentativa.

Para a laténcia primaria foi possivel notar uma tendéncia a redug@o no tempo gasto
pelos grupos que realizaram o protocolo de treinamento, sem diferenca estatistica entre
0s grupos [ X2 (5) 4,588; p>0,05]. Entretanto, ao observar os resultados percebe-se que o

grupo TRF-FC identificou a saida em tempo 15% menor e 0 TRF-FI em 59% menos
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tempo comparados ao grupo SDF-F. A mudanca dietética também parece influenciar o
tempo de laténcia, pois, 0 grupo SDF-A identificou a saida em tempo 50% menor do que
SDF-F. Interessante salientar que a associacdo mudanca dietética e exercicio fisico ndo
promoveu efeito aditivo. Quanto a distancia percorrida até a identificacdo da saida,
também ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos [X2 (5) 4,545; p>0,05].
H& uma discreta reducdo da atividade locomotora no grupo TRF-FC (aproximadamente
6%) mas para os demais grupos a tendéncia de menor atividade locomotora é mais
marcante sendo que o TRF-FI se deslocou 37% menos do que SDF-F até identificar a
saida, resultado similar foi observado para SDF-A. Ja os grupos TRF-AC e TRF-Al se
deslocaram 28% menos do que SDF-F.

Os resultados acerca do tempo e da distancia percorrida até a entrada do animal
na caixa de escape do labirinto também sdo mostrados na figura 7. Nao foram observadas
diferencas no tempo de escape [X2 (5) 9,968; p>0,05], porém os grupos que realizaram
treinamento continuo apresentaram tendéncia a maior tempo para escape (TRF-FC: +29%
e TRF-AC: +63%) comparados aos SDF-F. Os demais grupos tiveram comportamento
semelhante entre eles. A distancia percorrida até a entrada na caixa de escape foi 68%
maior no grupo TRF-AC comparado ao SDF-F [X2 (5) 7,029; p<0,05], e uma tendéncia
a menor deslocamento até o escape foi observada para os grupos SDF-A e TRF-AI que,

em média, se deslocaram 24% menos do que o grupo SDF-F.
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Figura 7. Resultados do teste de memoria e aprendizagem espacial. Tempo e distancia
percorrida para identificacdo da saida (laténcia) e tempo e distancia percorrida para saida

do labirinto (escape)
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Sedentério Frutose (SDF-F, n=10), Treinado Frutose - Continuo (TRF-FC, n=10), Treinado
Frutose - Intervalado (TRF-FI, n=8), Sedentario Frutose - Agua (SDF-A, n=8), Treinado Frutose-
Agua Continuo (TRF-AC, n=4) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-AI, n=8). Dados
expressos em média + erro padrdo da média. $ efeito da troca dietética associado ao treinamento
continuo. Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn (nivel de significancia de p<0,05).

Com relacdo a andlise de pardmetros locais, os ensaios de westen blot e
imunohistoquimica foram realizados em amostras de hipocampo. Apds a quantificacao
da densidade das bandas os valores foram normalizados pelo resultado do grupo SDF-F,
considerado como controle. O fator neurotréfico, BDNF, foi aumentado em dois grupos
TRF-FI (69%) e SDF-A (85%) [X2 (5) 13,677; p<0,05], os resultados estdo mostrados na
figura 8A. A proteina glial fibrilar 4&cida, GFAP, marcador de astrdcitos ndo teve a sua
expressdo significativamente modificada pelas intervencbes [X? (5) 3,054; p>0,05].
Porém, é possivel observar tendéncia de aumento em todos os grupos quando comparados
ao SDF-F, partindo de 32% no grupo TRF-AI até 84% no grupo TRF-AC (figura 8B). A
expressdo do marcador de neurdnios maduros, NeuN, também néo foi modificada pelas

intervencOes realizadas [X2? (5) 5,939; p>0,05]. Mais uma vez tendéncias foram
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observadas no sentido do aumento da expressdo deste marcador principalmente nos
grupos submetidos ao treinamento fisico e, no grupo que sofreu manipulacéo da dieta,
também se observa tendéncia ao aumento da expressdo do NeuN mas em menor

amplitude do que a observada nos grupos treinados fisicamente (figura 8C).

Figura 8. Expressdo de BDNF (A), GFAP (B) e NeuN (C) no hipocampo
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Os valores da razdo proteina de interesse/ alfa actina foram normalizados pelos valores obtidos
para o grupo SDF-F. Figuras a esquerda séo representativas da quantificacdo da densidade e fotos
a direita sdo as bandas representativas de cada grupo para cada uma das proteinas investigadas.
Sedentario Frutose (SDF-F, n=7), Treinado Frutose - Continuo (TRF-FC, n=7), Treinado Frutose
- Intervalado (TRF-FI, n=7), Sedentario Frutose - Agua (SDF-A, n=7), Treinado Frutose-Agua
Continuo (TRF-AC, n=7) e Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-Al, n=7). Dados expressos
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em média + erro padrdo da média. Kruskal-Wallis seguido de pds teste de Dunn (nivel de
significancia de p<0,05).

Para investigar o efeito das intervencGes sobre a neuroinflamacéo foi utilizada a
marcacdo do fator de transcricdo NFKB que envolvido no controle da expressao de
diversos genes ligados a resposta inflamatdria. Ndo foi observada diferenga entre os
grupos experimentais ([X2 (5) 8,051; p>0,05]) como mostrado na figura 9A. A possivel
angiogénese induzida pelas intervencdes foi investigada marcando-se a alfa-actina de
musculo liso (aSMA) no hipocampo. Foi observado aumento nesta marcagao nos grupos
TRF-FC (+14%), SDF-A (+13,2%) e TRF-AC (+19%) quando comparados ao grupo
SDF-F [X2 (5) 15,125; p<0,05].

Figura 9. Criocortes histologicos do hipocampo com marcacédo para NFKB e aSMA.
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Marcacéo imunopositiva para NFkB (A) e aSMA (B) evidenciada em castanho nos ndcleos dos
neurénios do Cornu Ammonis 3 (CA3). Marcacdo em roxo (hematoxilina) dos nucleos dos
neurénios, principalmente os do Stratum pyramidale (SP). Sedentario Frutose (SDF-F, n=8),
Treinado Frutose - Continuo (TRF-FC, n=6), Treinado Frutose - Intermitente (TRF-FI, n=4),
Sedentario Frutose - Agua (SDF-A, n=4), Treinado Frutose-Agua Continuo (TRF-AC, n=4) e
Treinado Frutose-Agua Intervalado (TRF-AI, n=5). Dados expressos em média + erro padréo da
média. * efeito da troca dietética, * efeito da troca dietética associado ao treinamento continuo.
Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn (nivel de significancia de p<0,05).
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Na tentativa de se estabelecer a contribuicdo dos fatores sistémicos (tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina) e locais (expressao de fator neurotréfico, proteina glial
e neurbnios maduros, neuroinflamacdo e angiogénese no hipocampo) sobre o
desempenho em teste de memoria foi calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman.
Entre todos os fatores investigados apenas 0 Kt e a marcagao para NFKB mostraram ter
associagdo moderada e fraca, respectivamente, com o tempo de laténcia (tabela 3).

Tabela 3. Coeficiente de correlacdo entre o tempo de laténcia priméria e fatores sistémicos

e locais.

Tempo de laténcia primaria
Coeficiente de Significancia N

correlacdo (rs) (unicaudal)
Area sob a curvano GTT 0,077 0,377 19
Taxa de decaimento da Glicose (KitT) -0,417 0,038* 19
Expressédo de BDNF 0,295 0,118 18
Expressdo de GFAP 0,059 0,357 41
Expressdo de NeuN -0,235 0,124 26
Marcacdo NFkB -0,324 0,012* 48
Marcagdo aSMA 0,022 0,472 13

Coeficiente de correlagdo de Spearman, unicaudal, nivel de significAncia de p<0,05.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a influéncia de dois métodos de treinamento fisico,
continuo ou intervalado, sobre a memoria espacial e aprendizagem de animais
alimentados com solugcdo de frutose. Os resultados mostraram que, aparentemente, 0
treinamento fisico intervalado empregado neste estudo foi mais eficiente do que o
continuo, uma vez que os animais do grupo TRF-FI apresentaram tempo de laténcia
primaria 59% menor e para os animais do grupo TRF-FC o tempo de laténcia foi, apenas,
15% menor do que o observado para o grupo SDF-F. Além disso, ndo foi confirmado o
efeito aditivo da mudanca dietética e do exercicio fisico, uma vez que a substituicdo da
solucdo de frutose por agua a partir da 6% semana per se provocou reducdo de 50% no
tempo de laténcia para o grupo SDF-A comparado ao SDF-F, resultado semelhante ao
observado para os grupos TRF-AC e TRF-FI. A analise de correlagdo mostrou que a
sensibilidade a insulina e a neuroinflamacdo sdo, entre os fatores investigados neste
estudo, os que apresentaram associacdo significativa com o tempo de laténcia sendo que
o primeiro explicaria 17% e o segundo 10% do resultado observado no teste de memdria.

Interessante observar que os animais que tinham solugéo de frutose para beber
apresentaram consumo hidrico maior e ingestdo alimentar menor do que os animais que
tinham agua pura. A hipotese é que a alta palatabilidade da solucdo de frutose fez com
gue 0s animais aumentassem o consumo hidrico e sendo a frutose um carboidrato, os
animais diminuiam a ingestdo alimentar para garantir o equilibrio energético. Estudo
anterior do nosso grupo de pesquisa, mostrou que mesmo uma solucdo de frutose com
concentracdo mais baixa (10%) do que a utilizada no presente estudo (15%) provoca
alteracdo do padrdo alimentar com aumento da ingestdo hidrica e reducdo da ingestdo
alimentar em ratos (REBELO et al., 2020). Os protocolos de exercicio fisico ndo
provocaram alteracdo no padrdo alimentar dos animais.

O perfil glicémico tem relagdo com as fungdes cerebrais, pois a glicose é um dos
principais nutrientes utilizados pelos neurénios (DIENEL, 2019). Alteracdes como o
aumento exacerbado da glicemia ou a reducgéo da sensibilidade a insulina podem levar a
prejuizos cognitivos como déficit de aprendizagem e de memoria, e podem estar
associados também a doenca de Alzheimer e Parkinson (KOEPSELL, 2020;
SZABLEWSKI, 2017). Ratos Sprague-Dawley adultos alimentados durante oito meses
com solucdo de frutose a 10% tiveram aumento da glicemia e pior desempenho no teste

de memodria espacial quando comparados aos seus controles que ingeriram agua. Os
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autores atribuiram este achado a reducdo da sinalizagdo da insulina no hipocampo dos
animais alimentados com solucdo de frutose (WU et al., 2015). A despeito dos achados
da literatura, no presente estudo ndo foi observada a acao deletéria do consumo de frutose
sobre a memdria espacial e aprendizagem.

Apesar das intervences realizadas ndo induzirem a modificacdo da glicemia de
jejum parte delas influenciou de modo positivo a sensibilidade a insulina. Em animais
alimentados com frutose apenas o treino intervalado aumentou a sensibilidade a insulina.
A alteracao dietética, associada ou ndo ao exercicio fisico, aumentou a sensibilidade a
insulina. O exercicio fisico tem se mostrado eficaz no controle do equilibrio glicémico.
Estudos realizados em animais diabéticos ou ndo diabéticos que consumiram dietas com
alto teor de acucares e/ou gordura apresentaram aumento da sensibilidade a insulina apés
periodo de treinamento fisico (DE MORAES et al., 2008; RATTANAVICHIT et al.,
2018; REBELO et al., 2020 CHO et al., 2020). O teste de correlagcdo apontou que ha
associacao inversa, de grau médio, entre o desempenho em teste de memoéria e a
sensibilidade periférica a insulina, ou seja, quanto maior € sensibilidade a insulina, menor
é 0 tempo de laténcia no teste de memoria.

Apesar de o teste estatistico ndo ter apontado diferenga entre os grupos para o
desempenho em teste de memoria podemos observar uma forte tendéncia a reducéo do
tempo de laténcia em animais do grupo TRAI, SDF-A, TRF-AC e TRF-AI. O mesmo nédo
foi observado para o tempo de escape. A razdo para este achado ndo € clara, uma hipotese
seria a de que o ambiente do labirinto de Barnes ndo provocava estimulo suficiente para
que o animal entrasse na caixa de escape para fugir do ambiente. Diante dessa hipdtese
foi considerado o tempo de laténcia como medida do desempenho em teste de memodria.
A influéncia do exercicio fisico sobre a memoria foi demonstrada em diferentes estudos
que utilizaram modelo animal. Em ratos Wistar com diabetes tipo 1 induzida com injecdes
de estreptozotocina, o treinamento fisico por cinco semanas (corrida, 5 vezes por semana,
com sessOes de 60 minutos em intensidade de 50-60% da velocidade maxima alcancada
em teste) provocou aprimoramento da memaria avaliada pelo teste de reconhecimento de
objetos (DE SENNA et al., 2015). Achado semelhante foi observado em animais Otsuka
Long—Evans Tokushima Fatty (modelo semelhante a diabetes tipo 2), que apds quatro
semanas de treinamento fisico (corrida, 5 dias por semana, 30 minutos com intensidade
moderada) apresentaram aprimoramento da memoria espacial avaliada utilizando o
labirinto aquéatico de Morris (SHIMA et al., 2017). Animais alimentados com dieta

hiperlipidica e submetidos & corrida em esteira durante oito semanas também
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apresentaram aprimoramento da memoria espacial (WOO et al., 2013). Resultado
semelhante foi observado em camundongos alimentados com dietas ricas em gordura ou
frutose e submetidos a corrida em esteira cinco dias por semana, durante 23 semanas
(HAN; LEEM; KIM, 2019).

Com relagdo aos fatores neurotroficos investigados, apenas 0 BDNF teve a sua
expressao significativamente aumentada em animais dos grupos TRF-FI e SDF-A. Este
resultado foi diferente do encontrado na literatura em que ratos Wistar submetidos a
corrida em esteira, em intensidade moderada, tiveram aumento da expressao de BDNF no
hipocampo (CASSILHAS et al., 2012; VILELA etal., 2017). Grupos de ratos Wistar com
déficit de memoria induzido por escopolamina, que realizaram corrida em esteira com
intensidades de ~40% ou de ~70% da velocidade maxima tiveram aumentado da
expressdo de BDNF no hipocampo apds 10 semanas de treinamento fisico (CEFIS et al.,
2019). Este mesmo estudo mostrou que ha diferenga entre os grupos quanto ao aumento
da expressdo de BDNF e de sinaptofisina, além de aprimoramento da memdria de
reconhecimento, sendo que animais que realizaram a corrida a ~70% da velocidade
maxima tiveram maior expressio de BDNF e somente este grupo apresentou
aprimoramento da memoria. A hipo6tese possivel para ndo termos observado o aumento
da expressao de BDNF em todos os grupos exercitados pode estar relacionado a
frequéncia semanal das sessbes de exercicio que nos estudos citados foi de 5
(CASSILHAS et al., 2012) a 7 vezes na semana (CEFIS et al., 2019) ou, ainda, pela
diferenca de idade dos animais ja que o estudo de Vilela et al. (2017) foi realizado com
ratos idosos. Os outros fatores neurotréficos investigados no presente estudo ndo foram
significativamente modificados pelas intervencdes realizadas.

N&o ha evidéncia de alteracdo da ativacdo do NFkB na regido CA3 do hipocampo
dos animais dos diferentes grupos experimentais. Segundo Shao et al. (2016), 0 aumento
da ativacdo de NFkB pode indicar a ocorréncia de inflamagéo, sendo assim nossos
resultados mostram que o consumo de frutose por 12 semanas (SDF-F) ou por seis
semanas (SDF-A) ndo induziu neuroinflamagdo. Talvez a auséncia de neuroinflamacéo
seja a explicacdo para a ndo observancia marcado déficit na memoria espacial e
aprendizagem dos animais SDF-F. Parece que a inflamagdo modifica o perfil oxidativo,
diminuindo os niveis de antioxidantes e de marcadores de crescimento de neurénios como
0 BDNF na regido do hipocampo resultando em déficit cognitivo (HUSSAIN; JAIN;
SAMAIYA, 2019). A influéncia da neuroinflamacdo sobre a funcionalidade do
hipocampo pode ser demonstrada no presente estudo através da analise de correlagédo
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realizada em que os niveis de NFkB mostraram fraca associa¢do inversa (porém
significativa) com o desempenho em teste de memoria.

Interessante observar que os animais submetidos ao treinamento por método
continuo, grupos TRF-FC e TRF-AC, apresentaram aumento da marcacdo para aSMA
indicando o aumento de musculo liso vascular na regido CA3 do hipocampo. O exercicio
fisico é um potente estimulo para angiogénese. Foi observado que a inducdo de
angiogénese no cérebro pode ser mediada pela ativacdo do receptor de lactato HCART1
presente no tecido cerebral (MORLAND et al., 2017), além da acdo do 6xido nitrico, que
tem a sua producdo aumentada pela tenséo de cisalhamento no vaso induzida pelo
exercicio fisico (SCHMIDT et al., 2013). Ambas as vias induzem aumento do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) que culmina em sintese proteica e proliferacdo
celular. A hipotese para este achado ser observado apenas em grupos que treinaram por
método continuo € o maior volume de treinamento realizado por estes grupos, o que
proporcionaria maior duracdo da tensdo de cisalhamento e producdo aumentada de éxido
nitrico. A alteracdo dietética induziu resposta semelhante ao exercicio e a razdo para este
achado nédo é clara. Sabe-se que o consumo de frutose pode levar a disfuncéo endotelial,
com marcada redugdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico, e este estado ocorre devido
ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio via ativacdo da NADPH-OX
(KLEIN; KIAT, 2015). A retirada do estimulo que gera dano vascular, com a substituicdo
da frutose por agua, pode ter proporcionado a normalizacdo da funcdo endotelial e

estimulado a angiogénese.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, podemos considerar que o protocolo de treinamento fisico que
utilizou o método intervalado mostrou-se mais eficiente do que o continuo para o
aprimoramento da memoria, levando-se em consideracdo o tempo de laténcia no labirinto
de Barnes, e que o desempenho em teste de memoria esta associado a sensibilidade
periférica a insulina e aos niveis de NFKB no hipocampo. Foi observado também que a
mudanca dietética ndo proporciona efeito aditivo ao treinamento fisico nas respostas

observadas.
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ANEXOS
Arquivo suplementar da analise de western blot.
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Fotos representativas circulados de vermelho, tracejados representam cortes de bandas nédo pertencentes ao presente trabalho que foram retiradas.



