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RESUMO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) possui a maior prevaléncia entre 0s casos de
diabetes no mundo (90 a 95% dos casos) e sua crescente esta relacionada ao
sedentarismo, alimentacdo inadequada e obesidade. A principal caracteristica do
DM2 €& a resisténcia a insulina (Rl) em tecidos periféricos, 0 que leva ao
desenvolvimento de um quadro hiperglicémico. Além disso, cronicamente a Rl pode
desencadear o aumento de citocinas inflamatérias e redugdo da massa e da forca
muscular. Ademais, esse quadro pode prejudicar o sistema nervoso central, levando
ao aumento do status pro-inflamatério no cérebro, reducdo do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e consequente decréscimo na memoria. A fim de
compreender melhor os mecanismos fisioldgicos envolvidos no DM2 e na RI,
estudos tém utilizado modelos experimentais de roedores, sendo os de maior
validade ecoldgica aqueles que realizam a inducdo por meio do consumo de dietas
hipercaloricas. Anteriormente, um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
(LAFISE) padronizou uma dieta com menor porcentagem de gordura (48%)
associada a ingestdo de solucdo de frutose para inducdo de RI. Entretanto, ainda
ndo se sabe se essa dieta é capaz de promover prejuizos na memoria. O exercicio
fisico (EF) é fortemente recomendado como um agente nao-farmacolégico para o
controle do DM2 e da RI, bem como de suas complicacdes. Sabe-se que tanto o
exercicio aerdbico (EA) quanto o exercicio de forca muscular (EFM) sdo capazes de
promover a melhora metabdlica e cognitiva de individuos com RI. Entretanto,
estudos anteriores concentraram-se principalmente na investigacdo dos efeitos
agudos e crbnicos do EA, sendo necessario elucidar os efeitos agudos do EFM
sobre aspectos inflamatorios, neuronais e cognitivos de ratos resistentes a insulina.
O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos agudos do EFM sobre a
memoria, respostas neuronais e inflamatérias de ratos resistentes a insulina. Para
isso, primeiramente foi investigado se a inducdo de RI promove piora da forca e da
memoria, mudanca no perfil inflamatério muscular e hipocampal e reducdo da
concentracdo de BDNF no hipocampo. Foi observado que os ratos resistentes a
insulina apresentaram inflamacéo muscular, piora da memoéria de longo prazo (MLP)
e reducdo da concentragdo de BDNF no hipocampo. A partir disso, foram
investigados os efeitos agudos do EFM sobre a MLP, a concentracdo de BDNF no
hipocampo e perfil inflamatério muscular e hipocampal de ratos resistentes a
insulina. Foi observado que o EFM evitou a piora da MLP, causada pela inducdo de
RI, aumentou a concentracdo de BDNF no hipocampo e aumentou o status pro-
inflamato6rio muscular. Assim, € possivel concluir que o EFM é capaz de evitar a
piora da MLP e que o aumento da concentragdo de BDNF no hipocampo, induzido
pelo exercicio, pode ser uma via de explicacdo para essa melhora cognitiva.

Palavras-chave: Resisténcia a insulina. Memdéria. BDNF. Exercicio de forca.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) has the highest prevalence among all cases of
diabetes in the world (90 to 95% of cases) and its increase is related to a sedentary
lifestyle, inadequate diet, and obesity. The main characteristic of T2DM is insulin
resistance (IR) in peripheral tissues, which leads to the development of a
hyperglycemic condition. Furthermore, chronically, IR can lead to an increase in
inflammatory cytokines and a reduction in muscle mass and strength. Furthermore,
this condition can harm the central nervous system, what may cause an increased
pro-inflammatory status in the brain, a reduced brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) concentration, and a consequent decrease in memory. To better understand
the physiological consequences of T2DM and IR, studies have used experimental
models of rodents, with those with greater ecological validity those that induce T2DM
and IR through hypercaloric diets. Previously, a study carried out by our research
group (LAFISE) standardized a hyperlipidic diet (48% of fat) associated with the
ingestion of a fructose solution (30%) to induce IR. However, it is still unknown
whether IR induced by this diet can promote memory damage. Physical exercise
(PE) is strongly recommended as a non-pharmacological tool for the management of
the complications of T2DM and IR. It is already known that both aerobic exercise
(AE) and resistance exercise (RE) produce metabolic and cognitive improvements in
individuals with IR. However, previous studies focused mainly on investigating the
acute and chronic effects of AE. rats. Thus, the present study aimed to investigate
the acute effects of RE on memory, neurotrophic and inflammatory responses in
insulin-resistant rats. Initially we investigated whether IR induction with the high-fat
diet and fructose promotes the worsening of strength and memory, alters muscle and
hippocampal inflammatory profiles, and reduces BDNF concentration in the
hippocampus. It was observed that insulin-resistant rats showed muscle
inflammation, worsening of long-term memory (LTM) and reduced concentration of
BDNF in the hippocampus. After we investigated if an acute bout of RE could alter
these responses in the insulin-resistant rats. The results showed that acute bout of
RE prevented the worsening of LTM caused by IR induction, increased the
concentration of BDNF in the hippocampus, and increased muscle pro-inflammatory
status. Thus, it is possible to conclude that an acute bout of RE may mitigate the
adverse effects of IR on memory, neurotrophic and inflammatory factors in the rats.

Keywords: Insulin resistance. Memory. BDNF. Resistance exercise.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) possui a maior prevaléncia entre os casos de
diabetes no mundo, representando de 90 a 95% de todos os casos de diagndstico
da doenca (ADA, 2020). Sua etiologia especifica ainda ndo € conhecida, entretanto,
embora a predisposi¢éo individual ao DM2 tenha uma forte base genética, estudos
sugerem que sua crescente esté relacionada a expanséo global do estilo de vida
sedentario, aos padrdoes alimentares inadequados e, consequente, obesidade
(Chatterjee; Khunti; Davies, 2017; Mozaffarian et al., 2009). As principais
caracteristicas do DM2 séo a resisténcia a acdo da insulina em tecidos periféricos e,
em quadros avancados, sua liberacdo reduzida, resultando em um estado de
hiperglicemia crénica (Stumvoll; Goldstein; Haeften, 2005).

A resisténcia a insulina é definida como a incapacidade deste horménio em
exercer seu papel na regulacao de glicose no sangue, sendo um componente-chave
na etiologia do DM2 e a obesidade é a causa mais comum dessa condicdo em
humanos (Johnson; Olefsky, 2013; Kahn; Hull; Utzschneider, 2006). Durante o
desenvolvimento da obesidade, o tecido adiposo apresenta uma maior infiltracdo de
macrofagos (Kanda et al., 2006; Weisberg et al., 2003; Xu, H. et al., 2003). Estes
secretam altas concentracdes de citocinas pro-inflamatérias, resultando numa
inflamac&o cronica de baixo grau que esta associada a deficiéncia na sinalizacéo de
insulina e resisténcia a insulina (Gao et al., 2014; Heilbronn; Campbell, 2008;
Lumeng; Saltiel, 2011). Neste estado, ocorre o quadro de hiperglicemia, causado
pela baixa captacdo de glicose pelos tecidos periféricos (principalmente pelos
tecidos muscular, hepatico e adiposo) e/ou pela producao elevada de glicose pelo
figado e aumento da lipdlise. Esse quadro metabdlico provoca estresse no pancreas,
causando uma superproducdo de insulina (hiperinsulinemia) a fim de manter a
normoglicemia (Robertson et al., 2003).

Além do quadro hiperglicémico e hiperinsulinémico, a Rl pode ocasionar
diversas alteracbes metabdlicas, tais como o desequilibrio na secrecdo de
adipocinas e aumento de citocinas inflamatdrias, incluindo o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Além disso, pode acarretar a disfuncéo
mitocondrial (Chen et al., 2015; Defronzo et al., 2015) e aumento na producéo de

espécies reativas de oxigénio (Giacco, 2011). Cronicamente, essas alteracdes
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podem contribuir significativamente para o desenvolvimento de complicacdes micro
e macrovasculares, como retinopatia, nefropatia e doencas cardiovasculares,
respectivamente (Zheng; Ley; Hu, 2018).

O musculo esquelético também apresenta prejuizos decorrentes da RI, sendo
que a atenuag¢do muscular ocorre principalmente por trés mecanismos: aumento do
catabolismo proteico, diminuicdo da sintese proteica no musculo esquelético e
aumento da autofagia em células musculoesqueléticas (Liu, Z.; Zhu, 2023). A
dificuldade de acéo da insulina prejudica a ativacdo de vias anabdlicas e aumenta a
ativacdo do catabolismo, levando a perda de massa muscular (Ebert et al., 2012;
Liu, Z.; Zhu, 2023). Além da atenuacao da massa muscular, uma revisao sistematica
recente mostrou que pessoas com DM2 apresentam reducéo da forca de preensao
manual e na forca muscular de extensédo de joelho. Além disso, foi visto que esses
individuos apresentam uma maior porcentagem de fibras do tipo Il (glicoliticas) e
uma menor porcentagem de fibras do tipo | (oxidativas) (Filgueiras et al., 2022).

Alteracdes na cascata intracelular de sinalizagédo de insulina também tém sido
encontradas no sistema nervoso central (SNC) em condicbes de Rl e DM2. Dentre
elas estdo a reducdo da fosforilacdo do receptor de insulina (IR) e da proteina Akt
(Piroli et al., 2007; Pratchayasakul et al., 2011), provocando a diminuicdo da
translocacdo de GLUT4 para a membrana das células (Piroli et al., 2007; Winocur et
al., 2005). Da mesma forma, Park et al. (2019) observaram a reducao da ativacao da
via IR/IRS-1/PIBK/PDK1/Akt/GSK3B no cérebro, o que propicia 0 aumento da
apoptose neuronal.

Os prejuizos no SNC ndo sado decorrentes exclusivamente dos danos na
sinalizacdo de insulina, a neuroinflamacédo também € uma condicdo desenvolvida
nos quadros de Rl e DM2. Puig et al. (2012) verificaram que as concentracdes de
TNF-a e a ativacdo de macrofagos foram maiores nos cérebros de camundongos em
uma dieta rica em gordura, indicando um estado pré-inflamatério. Dinel et al. (2011)
observaram uma relacdo entre altas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1, TNF-a e IL-6) no cérebro e a redugdo do reconhecimento espacial de
camundongos diabéticos, implicando uma associacdo entre a neuroinflamacgéo e o
comprometimento da memoria.

Aléem da neuroinflamacgédo, estudos anteriores observaram a reducdo das

concentracbes da neurotrofina BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) bem
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como do IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1), que possuem
acao neurotrdfica, no hipocampo de ratos que consumiram dietas ricas em gordura
(Lindgvist et al., 2006; Park et al., 2010). Liu et al. (2014) e Cavaliere et al. (2019)
também verificaram uma reducdo de BDNF no cérebro de roedores resistentes a
insulina. A reducdo tanto de BDNF quanto de IGF-1 levam a prejuizos na
proliferacdo celular e neurogénese hipocampal, podendo culminar em déficits
cognitivos (Lindqvist et al., 2006; Park et al., 2010; Sharma et al., 2021). Além disso,
ja esta bem consolidado que o BDNF é critico para a neuroplasticidade dependente
de atividade (Egan et al., 2003) e desempenha um papel fundamental na
aprendizagem e na memoria (Leal et al., 2015).

Com o intuito de compreender os mecanismos fisiolégicos envolvidos nos
quadros de DM2 e RI, estudos tém utilizado modelos experimentais de ratos e
camundongos. Dentre os animais utilizados estdo o0s ratos espontaneamente
diabéticos, derivados de cepas geneticamente resistentes a insulina (Shiota; Printz,
2012), e modelos induzidos, podendo ser por meio da administracdo de drogas
como a estreptozotocina e/ou ingestdo cronica de dietas hipercaléricas (Lozano et
al.,, 2016). Tendo em vista que padrdes alimentares inadequados, como alta
ingestdo de alimentos ricos em gordura e agucares, estdo relacionados a ascensao
de casos de DM2 no mundo (Chatterjee; Khunti; Davies, 2017; Mozaffarian et al.,
2009), a inducdo de RI por meio de dietas hipercaléricas possui uma grande
validade ecoldgica.

Estudos recentes mostraram que o consumo de uma dieta rica em gordura
(HFD) por um longo periodo causa obesidade, aumento de estresse oxidativo (Di
Marco et al., 2015), hipertrigliceridemia, hipertrofia dos adipdcitos, esteatose
hepética e resisténcia a insulina (Melo et al., 2021). Além disso, no SNC, foi visto
gue a HFD, a longo prazo, provoca perda sinaptica, resisténcia a insulina (Arnold et
al., 2014) e reducdo da neuroplasticidade (Park et al., 2019). Além dos prejuizos
metabodlicos provocados, a HFD pode causar declinio cognitivo. Foi visto que a
inducdo de RI por meio da ingestdo de HFD provocou prejuizos na aprendizagem
espacial (Di Bonaventura et al., 2020; Mamo et al., 2019; Park et al., 2019; Wang et
al.,, 2018; Zuloaga et al.,, 2016), memoria espacial (Arnold et al.,, 2014; Di
Bonaventura et al., 2020; Kosari et al., 2012; McLean et al., 2018; Wang et al.,
2018), memodria de curto (Fu et al., 2017) e longo prazo (Fu et al., 2017; Park et al.,
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2019) e perfil de ansiedade (Di Bonaventura et al., 2020). Além disso, McLean et al.
(2018) verificaram que apenas um dia de consumo de HFD provocou decréscimos
na memoria episodica de camundongos.

Apesar dos resultados dos trabalhos citados anteriormente, ainda nao existe
um consenso na literatura sobre a composicdo e o tempo de ingestdo de dieta
necessarios para gerar prejuizos cognitivos. Kosari et al. (2012), Zuolaga et al.
(2015), Fu et al. (2016), McLean et al. (2018) e Park et al. (2019) utilizaram
protocolos com dietas compostas de 60% de gordura, entretanto, o tempo de
ingestdo da dieta variou entre duas e vinte e quatro semanas nestes estudos. Arnold
et al. (2014) e Di Bonaventura et al. (2020) utilizaram protocolos com dietas
compostas de 45% de gordura, entretanto, o tempo de ingestdo dos protocolos
utilizados foram de trinta e duas a quinze semanas, respectivamente. Ja Mamo et al.
(2018) utilizaram um protocolo em que os camundongos consumiram uma dieta
composta de 30% de gordura e 15% de frutose durante seis meses.

Apesar da maior parte das pesquisas com animais utilizarem dietas
compostas por 60% de gordura, esse valor seria considerado muito elevado para
seres humanos. Sendo assim, para uma maior validade ecoldgica e melhor
representacdo da condicdo humana, em modelos experimentais o uso de uma dieta
composta por uma porcentagem mais baixa de gordura apresenta-se como mais
adequado (Ghibaudi et al., 2002). Assim, nosso grupo do Laboratério de Fisiologia
de Exercicio (Lafise) padronizou um modelo experimental de RI induzida pelo
consumo de HFD, composta por 48% do total de energia sob a forma de gordura,
associada a ingestdo de solucao de frutose (solucdo de 30%) durante 30 dias (Melo
et al., 2021). Melo et al. (2021) verificaram que o protocolo de inducéo foi capaz de
provocar efeitos que caracterizam a RI, tais como a disfungdo no metabolismo da
glicose e aumento na concentragcdo de citocinas pro-inflamatorias. Entretanto, ainda
ndo se sabe se esse modelo experimental de Rl € capaz de provocar alteracdes
cognitivas e neuronais.

O exercicio fisico (EF) tem sido utilizado como uma estratégia nao-
farmacolégica para o controle da DM2 e suas complicagbes. Isso ocorre
principalmente porque o EF é capaz de reduzir os niveis de glicemia por meio da
estimulacdo de vias metabolicas independentes da insulina, além de aumentar a

sensibilidade a insulina (Richter; Hargreaves, 2013; Sylow et al., 2017). Os
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mecanismos fisioldgicos envolvidos na melhora do metabolismo glicémico,
decorrentes do EF, estdo associados ao aumento da fosforilacdo de proteinas
intracelulares participantes das vias de sinalizacdo da insulina, como Akt e AMPK,
bem como a elevacdo na expressdo do transportador de glicose, contribuindo,
portanto, para o0 aumento da captacao de glicose em tecidos periféricos (Ferrari et
al., 2019; Sylow et al., 2017). Além disso, cronicamente, o EF é capaz de prevenir e
tratar complicacdes derivadas da DM2, promovendo protecao renal (Ito et al., 2015),
melhora dos perfis lipidico e inflamatdrio (Bertram; Brixius; Brinkmann, 2016; Colberg
et al., 2016), reducdo do estresse oxidativo e aumento da neurogénese hipocampal
(Bertram; Brixius; Brinkmann, 2016; Yi et al., 2009).

O exercicio aerébico (EA) e o exercicio de forca muscular (EFM) estao entre
o0s tipos de exercicios mais praticados na atualidade. A Associacdo Americana de
Diabetes (ADA) recomenda a realizacdo de EA e EFM para promover o controle do
DM2 e, de acordo com as suas orientacfes, o EA deve ser realizado pelo menos
trés vezes por semana, totalizando no minimo 150 minutos, em uma intensidade
moderada a vigorosa (ADA, 2020). Ja as recomendacdes da ADA para o EFM
indicam que ele deve ser realizado de duas a trés vezes por semana em intensidade
moderada a vigorosa, sendo que para iniciantes o nivel moderado € o mais indicado
(ADA, 2020; Colberg et al., 2016). Ja foi observado em pacientes com DM2 que uma
Unica sessdo de EA ou EFM é capaz de reduzir substancialmente os niveis de
glicemia até 24 horas ap6s a sessao de exercicio (Van Dijk et al., 2012). Além disso,
os dois tipos de exercicio sdo capazes de promover a melhora do quadro da DM2 e
suas complicacdes (Bellavere et al., 2018; Morais Junior et al., 2017).

O treinamento aerdbico (TA) a longo prazo é capaz de aumentar a aptidao
cardiorrespiratéria, melhorar o controle da glicemia e dos niveis de hemoglobina
glicada (HbAlc) (Mourier et al., 1997; Toledo et al., 2007), aumentar a sensibilidade
a insulina e melhorar o perfil lipidico (Chait, 2007). Ademais, o TA parece melhorar
alguns aspectos cognitivos em roedores resistentes a insulina. Park et al. (2019)
verificaram que camundongos obesos, induzido por HFD, submetidos a 12 semanas
de TA apresentaram uma melhor aprendizagem espacial, memdéria espacial e
memoria de longo prazo quando comparados a camundongos sedentarios.
Buscando respostas semelhantes, Luvuno, Khathi & Mabandla (2020) investigaram

se um protocolo de sete semanas de TA seria capaz de melhorar as funcdes
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cognitivas de ratos pré-diabéticos. Ao final da pesquisa, os autores verificaram que o
protocolo foi capaz de melhorar a memoria espacial, de curto e longo prazo,
entretanto ndo encontraram diferenca na aprendizagem espacial. Além desses
achados, Mehta, Singh & Banerjee (2019) observaram que seis semanas de TA
(exercicio voluntario em roda) foram capazes de melhorar a memoria de ratos DM2.

A melhora da aprendizagem e da memodria esta relacionada ao aumento da
neurogénese (Bekinschtein et al., 2011; Oomen et al., 2014) e ativacdo da
sinalizacdo de insulina no hipocampo. Cai et al. (2016) observaram que ratos
obesos, induzido por HFD, submetidos a oito semanas de TA de intensidade
moderada, apresentaram uma maior neuroplasticidade e menor apoptose neuronal
quando comparados a ratos sedentarios. Corroborando esse resultado, Mehta et al.
(2019) verificaram que seis semanas de TA foram suficientes para aumentar a
sobrevivéncia neuronal em ratos DM2. Para além desses achados, Park et al. (2019)
constataram que o TA foi capaz de aumentar a ativacdo da via da insulina no
hipocampo, aumentar a expressdao de BDNF e a neurogénese hipocampal. Além
disso, uma sessdo de EA foi capaz de elevar (2 a 3 vezes) temporariamente as
concentracfes de BDNF no sangue (Huang et al., 2014).

Apesar de ja ter sido mostrado que, a longo prazo, o EFM pode trazer
beneficios para o quadro de Rl ou DM2, como aumento de forca (Castaneda et al.,
2002), melhora do perfil lipidico, melhora da saude cardiovascular (Garber et al.,
2011; Gordon et al., 2009), regulacdo da insulina e da glicose (Craft, 2007), a
maioria das pesquisas se concentram em investigar os efeitos do EA para a melhora
dos quadros de Rl e/lou DM2 (Réhling et al.,, 2016). Ja foi observado que
cronicamente o EFM, ou seja, o treinamento de forca muscular (TFM) tem
importantes acdes centrais. Em sua revisdo, Cotman, Berchtold & Christie (2007)
apresentam que o TFM foi capaz de induzir o aumento de IGF-1 em animais e
humanos. Além disso, estudos anteriores verificaram que o TFM provocou o
aumento de neurogénese em universitarios (Yarrow et al., 2010) e a diminuicdo de
citocinas inflamatérias em mulheres idosas (Ogawa et al., 2010). Cassilhas et al.
(2012a) e Vilela et al. (2017) observaram que ratos saudaveis e ratos idosos,
respectivamente, submetidos a oito semanas de TFM apresentaram um melhor

desempenho da memaria espacial. Além disso, De Sousa et al. (2020) verificaram
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gue quatro semanas de TFM de alta intensidade melhoraram a memoria de ratos
DM2.

Essa otimizacdo das fungbes cognitivas promovidas pelo TFM também
parece ocorrer devido a modulacdo de aspectos neuronais. Foi observado que o
TFM foi capaz de promover o aumento das concentracbes de IGF-1 sérico
(Cassilhas et al., 2010; Vale et al., 2009) e hipocampal em ratos (Cassilhas et al.,
2012a). Além disso, De Sousa et al. (2020) mostraram que, o TF aumentou a
sobrevivéncia neuronal no hipocampo e melhorou o quadro de RI no hipocampo de
ratos DM2.

Analisando os estudos anteriores é possivel perceber que a maioria se
dedicou a investigacdo dos efeitos crébnicos do EA e EFM sobre desfechos
metabdlicos, neuronais e cognitivos de modelos de Rl ou DM2. Entretanto, pouco se
sabe ainda sobre os efeitos do exercicio de forca muscular sobre as respostas
metabdlicas e principalmente sobre as respostas neuronais e cognitivas em

condi¢Oes de resisténcia a insulina.

2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos agudos do exercicio de forca muscular sobre a memoria,

respostas neuronais e status inflamatério de ratos resistentes a insulina.
2.2. Objetivos especificos

I.  Verificar se a resisténcia a insulina induzida por dieta € capaz de alterar a
forca muscular e a memoria de curto e longo prazo em ratos Wistar;
Il. Investigar os efeitos agudos do exercicio de forca muscular na memaria, nas

repostas inflamatdrias e neuronais de ratos Wistar resistentes a insulina.
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3 EXPERIMENTO 1: EFEITOS DA RESISTENCIA A INSULINA SOBRE
FORCA MUSCULAR, MEMORIAS DE CURTO E LONGO PRAZO, STATUS
INFLAMATORIO E BDNF EM RATOS WISTAR

3.1. Materiais e métodos
3.1.1. Cuidados éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG, protocolo n°® 199/2021) e
realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de

Controle e Experimentagao Animal (CONCEA).

3.1.2. Amostra

A amostra foi composta por 18 ratos da linhagem Wistar (250 g) obtidos
no Biotério Central da UFMG. Os ratos foram alocados em caixas coletivas (41 x 34
X 16 cm), sendo quatro animais por caixa, no biotério do Laboratorio de Fisiologia do
Exercicio (Lafise) — EEFFTO sob um ciclo claro-escuro de 12/12 horas e temperatura
controlada (24°C).

3.1.3. Delineamento experimental

Apbés a chegada ao laboratério, os ratos permaneceram no biotério
durante sete dias para a habituacdo ao ambiente. Finalizada a habituacao, os ratos
foram pesados em uma balanca digital (FILIZOLA®; precisdo de uma casa decimal)
e divididos, de forma balanceada, em dois grupos: nao resistentes a insulina (CON;
n = 9) e resistentes a insulina (RI; n = 9). Feito o balanceamento, os ratos foram
submetidos a tarefa de reconhecimento de objeto novo (RON) para a avaliacdo da
memoria de curto (MCP) e longo prazo (MLP) em trés dias consecutivos (Bevins;
Besheer, 2006), sendo o primeiro destinado a familiarizacdo com a arena. A partir do
dia seguinte a ultima tarefa, os ratos do grupo RI passaram pelo protocolo de
inducdo de resisténcia a insulina por meio do consumo crénico de uma dieta
hiperlipidica (48% de gordura) associada a ingestdo de frutose dissolvida em agua
(solucéo 30%) (Melo et al., 2021).

Em um estudo piloto, verificamos que 30 dias de dieta ndo foram

suficientes para causar prejuizos a MCP e MLP de ratos RI, entretanto observamos
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gue 60 dias de dieta promoveram decréscimo na MLP (ANEXO [). Assim, 0s animais
deste estudo consumiram a dieta hiperlipidica associada a ingestdo de solucao de
frutose durante 60 dias. Ao final desse periodo foi realizado o teste de tolerancia oral
a glicose (TTOG).

Finalizado o periodo de 60 dias, os dois grupos (CON e RI) foram
familiarizados a escada vertical durante trés dias consecutivos (Cassilhas et al.,
2012a). Apo6s o término da familiarizacdo, os ratos foram submetidos ao teste de
forca méxima (TFM) em escada vertical para avaliacdo do desempenho fisico
(Neves et al., 2016; Padilha et al., 2019). Vinte e quatro horas apés o TFM, os ratos
foram submetidos novamento a tarefa de RON para investigarmos o efeito da

resisténcia a insulina sobre a MCP e MLP (Figura 1).

Figura 1. Delineamento experimental: experimento 1

_ ) Fal:'liliariz:g'éo RON
Habituagao nicio a escada MLP
RON RON e RON T—
| I FAM | MLP diita | I | | EAM | I Eutanasia I
| )
dias
I | I | I L I I
] 7 8 9 10 11 71 73 ™77 78 79 20
1 1 L 1 L]
MC RON TTO0G TFM ROMN
MCP pés 1) I—I MCP
COMN dias de
RI dieta

MC: Massa corporal; CON: Grupo ndo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; RON
FAM: Familiarizacdo a arena da tarefa de reconhecimento de objeto novo; RON MCP: Tarefa de
reconhecimento de objeto novo: memdria de curto prazo; RON MLP: Tarefa de reconhecimento de
objeto novo: meméria de longo prazo; TTOG: Teste de tolerancia oral a glicose; TFM: Teste de forca
maxima.

Fonte: elaboracao prépria.
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3.1.4. Dieta hiperlipidica e solucéo de frutose

A dieta hiperlipidica foi fornecida ao grupo Rl em forma de pellets com
formato e textura similares a ragdo padrdo (Presence®). Ela era composta por 78%
da racdo padrdo moida e 22% de gordura saturada. Sendo assim, para cada 5009
de racdo, a dieta hiperlipidica era composta por 390g do farelo da racdo padréo,
110g de gordura vegetal (PRIMOR®) e 40g de polvilho azedo (PACHA®) dissolvidos
em 400 mL de 4gua. Apds a mistura, a massa foi colocada em formas de ago inox e
assadas em forno elétrico a 180 °C por duas horas. A frutose (SYNTH®) foi
dissolvida em agua (solucdo 30%) e os ratos tiveram acesso ad libitum durante os
60 dias. O consumo de racédo, a ingestao de frutose e a massa corporal dos ratos
foram registradas durante toda a intervencdo por meio de uma balanca digital
(Filizola®) (Melo et al., 2021).

3.1.5. Tarefa de reconhecimento de objeto novo (RON)

A tarefa RON foi realizada em quatro etapas por trés dias consecutivos. No
primeiro dia foi realizada a primeira etapa: a familiarizagdo a arena utilizada. Ela
consistiu em posicionar o0s ratos no centro da caixa de formato quadrado (70 cm x 70
cm x 40 cm) para livre exploracédo durante cinco minutos.

No segundo dia ocorreram duas etapas. Na primeira, os ratos foram alocados
novamente na arena com a presenca de dois objetos idénticos (objeto A; figura 2)
para a realizacdo da sessdo de treinamento. Para isso eles foram posicionados no
ponto médio da parede da arena com o nariz apontado para o lado oposto aos dois
objetos e tiveram 10 minutos para livre exploracdo (Bevins; Besheer, 2006; De
Sousa et al., 2020). Os dois objetos foram fixados no chao da arena com fita adesiva
para evitar o deslocamento durante a atividade exploratéria dos animais. Na
segunda etapa, uma hora apdés a sessdao de treinamento, 0s animais foram
recolocados na arena para a sessao teste, utilizada para analisar a memoéria de
curto prazo (MCP). Antes disso, um dos objetos foi trocado por um novo objeto
(objeto B; figura 3) e logo apds os animais foram posicionados na arena e tiveram
cinco minutos de livre exploracéo.

No terceiro dia, foi realizada a quarta e ultima etapa para a analise da
memoria de longo prazo (MLP). Para isso, 24 horas apo0s a sessao de treinamento,
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os ratos foram recolocados na arena na presenca de dois objetos, sendo que o
objeto B foi trocado por um novo (objeto C; figura 4), e os ratos tiveram cinco
minutos de livre exploragéo (Capettini et al., 2011; Crunfli et al., 2018, 2019). Para
eliminar os sinais olfativos, a arena e os objetos usados durante cada sesséo foram
higienizados, entre cada sesséo, com etanol 70%.

Foi registrada a quantidade de tempo gasto explorando tanto o objeto
familiar quanto o objeto novo para analise da MCP e MLP. Um rato do grupo RI
explorou apenas um dos objetos na sessdo de treinamento, portanto, foi excluido

dos resultados (De Sousa et al., 2020).

Figura 2. Objeto A

Fonte: Elaboragéo propria
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Figura 3. Objeto B

Fonte: Elaboragéo propria

Figura 4. Objeto C

Fonte: Elaboracgéo propria

3.1.6. Teste de tolerancia oral a glicose

Para a realizacdo do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), os ratos
permaneceram em jejum durante 6 horas. Ao final desse periodo, foi administrada,
via gavagem oral, uma solugdo de D’Glicose (1g.kg' de massa corporal, Synth®)
dissolvida em agua (solucdo a 40%). Foram obtidas amostras de sangue nos

momentos pré e pos administragdo da solugdo de D’Glicose, nos intervalos de 15,
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30, 60, 90 e 120 minutos, para a avaliacdo das concentracdes de glicose. Estas
foram verificadas por meio da coleta de uma gota de sangue, obtida por meio de um
pequeno corte na regiao distal da cauda, utilizando um glicosimetro portétil (Accu-
chek® Performa) (Melo et al., 2021).

3.1.7. Familiarizacdo a escada vertical

Os ratos foram familiarizados a uma escada vertical inclinada a 80° (110
cm altura X 18 cm largura, com 2 cm entre os degraus). Em seu topo estava
localizada uma camara de habitacdo que serviu de abrigo durante os periodos de
descanso (Pereira et al., 2010). O protocolo de familiarizagcdo a escada vertical
consistiu em trés ensaios por dia durante trés dias. No primeiro ensaio, 0s ratos
foram mantidos durante 60 segundos na camara de habitacdo e depois foram
colocados na escada a 35 cm do topo para que se deslocasse até a camara de
habitacdo. No segundo ensaio, os ratos foram colocados no meio da escada. No
terceiro ensaio, os ratos foram colocados na parte inferior da escada (Cassilhas et
al., 2012a).

3.1.8. Teste de forca maxima

Inicialmente, todos os ratos subiram a escada com uma carga, que foi
presa a cauda com uma fita adesiva, correspondente a 75% de sua massa corporal.
Apods subir com sucesso com a carga inicial, foram adicionados 30g a carga. Esse
processo foi repetido até que fosse alcancada uma carga com a qual o rato nao
conseguisse subir o comprimento completo da escada por trés tentativas
consecutivas. Foi considerada a forca maxima (FM) do rato a carga da ultima
escalada bem-sucedida (Neves et al., 2016; Padilha et al., 2019).

3.1.9. Eutanasia

Os ratos foram eutanasiados por meio de decapitacdo, sem sedacao
prévia, para a coleta de tecido adiposo epididimal , tecido adiposo mesentérico,
tecido adiposo retroperitonial, masculos gastrocnémio, soleo e extensor longo dos

dedos (EDL) e cérebro (hipocampo).
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3.1.10. Analise dos dados

3.1.10.1. Memoria de curto e longo prazo

O comportamento exploratério (tempo total explorando cada objeto) foi
analisado de duas formas. Na primeira, uma pesquisadora treinada registrou o
tempo de exploracdo de cada objeto (familiar e novo), com dois cronbmetros, um
para cada objeto, toda vez que o nariz do animal estava em contato ou préximo ao
objeto (menos de 1 cm) (De Sousa et al.,, 2020). Na segunda, a exploracdo foi
analisada por meio de um software (ANY-MAZE Video Tracking System 7.16;
STOELTING CO.°, 2022). Para isso, foram delimitadas na arena as éareas de
localizacdo do objetos novo e familiar (aproximadamente 700 cm?) em todas as
etapas. Feito isso, era iniciada a analise no software que registrou o tempo de
exploracdo de cada objeto, considerando exploracdo toda vez que a cabeca do
animal estava em contato ao objeto. Foi realizado um teste T de Student para
comparar os valores registrados pela pesquisadora e pelo software e nao foi
verificada diferenca estatistica entre as analises (p > 0,05).

O indice de discriminacdo foi calculado por meio da equacdo TN/(TN +
TF) em que TN é o tempo gasto explorando o objeto novo e TF é o tempo gasto
explorando o objeto familiar (Rojas et al., 2013). O valor do indice de discriminacao

pode variar de 0 a 1. (Fonseca et al., 2013).

3.1.10.2. Composicéao corporal

A avaliacdo da composicdo corporal se deu por meio da analise da massa
muscular e do indice de adiposidade dos ratos. A massa muscular foi avaliada por
meio da pesagem individual dos tecidos dos musculos gastrocnémio, séleo e
extensor longo dos dedos (EDL) em balanca (SHIMADZU® Modelo BL320H;
precisdo de 0,001g). Para determinacdo do indice de adiposidade (IA), os tecidos
adiposos retroperitoneal (TAR), mesentérico (TAM) e epididimal (TAE) foram
pesados em balanca (SHIMADZU® Modelo BL320H; precisdo de 0,001g) e foi feita a

seguinte equacéo (Lacerda et al., 2015):

_ (TAR + TAM + TAE

100
Massa corporal ) X
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3.1.10.3. Citocinas pro6 e anti-inflamatorias

As citocinas Interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1
Beta (IL-1B) e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) foram quantificadas nos
tecidos dos musculos gastrocnémio e soleo e hipocampo por ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) de acordo com as recomendacfes do fabricante. Para as
analises teciduais foi realizado um protocolo de homogeneizacdo no qual 100 mg de
tecido foram homogeneizados com 1 mL de solugcdo de extragdo de citocinas. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C, retirado o infranadante que foi

congelado a -20°C para posterior analise por ELISA.

3.1.10.4. Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

As concentracfes do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no
hipocampo foram analisadas por meio do método ELISA (ELISA; Human/Mouse
BDNF DuoSet kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Para as andlises teciduais
foi realizado um protocolo de homogeneizacdo no qual 80 mg de tecido foram
homogeneizados com 0,8 mL de solucdo de extracdo de citocinas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 4°C, retirado o infranadante que foi congelado a -
20°C para posterior andlise por ELISA.

3.1.11. Anélise estatistica

Os dados estédo apresentados em média + desvio padrédo (DP). A normalidade
e a homocedasticidade dos dados foram avaliadas pelo teste de Shapiro-wilk e
Brown-Forsythe, respectivamente. Foi utilizado o teste T de Student para comparar
entre os grupos Rl e CON a quantidade de racéo e bebidas consumidas, bem como
a quantidade de calorias totais ingeridas pelos animais. Além disso, utilizou-se
também o teste T de Student para comparar a variagcéo (delta) da massa corporal, 0
indice de adiposidade, a area sob a curva (AUC) da glicemia em resposta ao TTOG,
a forca maxima e as concentragdes de citocinas e BDNF entre os grupos Rl e CON.

Para analisar a variagdo na massa corporal ao longo dos 60 dias, o TTOG
pos-60 dias e a memdria de curto e longo prazo pré e pos-60 dias, foi utilizada a

analise de variancia (ANOVA) com duas fontes de variacéo (two-way) com medidas
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repetidas no tempo, levando em conta os fatores grupo (CON vs. RI) e tempo.
Quando encontradas interacfes significativas nas ANOVASs foi realizado o teste post
hoc de Tukey para comparar as diferengas entre os pares (Sampaio, 2007). Todas
as analises foram realizadas no software SigmaPlot 14.5 (SYSTAT SOFTWARE,
USA) adotando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2. Resultados

3.2.1. Consumo de dieta

Os resultados demonstram que a quantidade de racdo e agua/frutose ingerida
diariamente néo foi diferente entre os dois grupos ao longo dos 60 dias de dieta (p =
0,196; p = 0,206). Entretanto, analisada a quantidade diaria de quilocalorias
ingeridas, foi observado que o grupo RI consumiu mais quilocalorias diariamente

quando comparado ao grupo CON (p < 0,001) (tabela 1).

Tabela 1. Consumo de dieta

CON RI Teste t
Ingestdo de racdo (g/dia) 18,03 £ 4,76 15,53 + 5,87 p =0,196
Ingestdo de bebida (mL/dia) 29,87 + 6,63 26,66 + 7,36 p = 0,206
Calorias (kcal/dia) 79,73 £ 21,07 126,38 + 43,43 p <0,001

CON: Grupo controle; RI: Grupo resistente a insulina. Média + DP. ### Diferenca entre os grupos (p <
0,001). CON=9; RI = 9.

Fonte: Elaboracgéo propria.

3.2.2. Massa Corporal

Ao longo dos 60 dias de dieta, os dois grupos apresentaram aumento da
massa corporal, sendo significativamente maior a partir do 12° dia, quando
comparado ao momento zero (p < 0,001). Além disso, foi observado que, a partir do
36° dia, ndo houve aumento significativo da massa corporal, mantendo um valor
estavel até o ultimo dia de dieta (p > 0,05) (Figura 5a). Quando analisado o delta da
massa corporal, entre os dias zero e 60, ndo foi encontrada diferenca significativa
entre os grupos CON e RI (122,42 + 20,32 vs. 124,85 + 29, 54 g; p = 0,861) (Figura
5b).
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Figura 5. Massa corporal ao longo do tempo e delta ap6s 60 dias de dieta
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Média + DP. *** Diferenca em relagdo ao momento O (p < 0,001); # Diferenca entre os grupos (p <
0,05). CON=7; Rl =9.
Fonte: Elaboracéo propria.

3.2.3. Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Os resultados do TTOG apés 60 dias de dieta nos permitem observar que o
grupo CON apresentou valores de glicemia significativamente maiores nos
momentos 15 e 30, quando comparados ao momento zero (169 + 21,57; 144 + 11,32
vs. 108 * 4,07 mg.dL?; p < 0,001), retornando ao valor basal no momento 60 (119 +
4,40 vs. 108 * 4,07 mg.dL?; p = 0,269). JA o grupo RI apresentou valores de
glicemia significativamente maiores nos momentos 15, 30 e 60 quando comparados
ao momento zero (182 + 19,53; 150 + 13,20; 140 + 12,94 vs. 116 + 4,79 mg.dL; p <
0,001). Esse aumento se manteve até o momento 90 (133 £+ 11,21 vs. 116 * 4,79
mg.dL?; p < 0,05), retornando ao valor basal apenas no momento 120 (127 + 12,24
vs. 116 + 4,79 mg.dLt; p = 0,195).

Quando comparados os dois grupos (CON vs. RI), foi observada uma
diferenca significativa nos momentos 15, 60, 90 e 120 (Figura 6a). Além disso, o
grupo RI apresentou uma area sob a curva (AUC) significativamente maior quando
comparado ao grupo CON (17.060 + 1.271,84 vs. 15.105 + 685,70 mg.dL%; p < 0,01)
(Figura 6b).
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Figura 6. Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) 60 dias ap0s inicio da dieta
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Média + DP. * Diferenca significativa em relagdo ao momento 0 (p < 0,05); *** Diferenca significativa
em relagdo ao momento O (p < 0,001); # Diferenca entre os grupos (p < 0,05); ## Diferenca entre os
grupos (p<0,01). CON=7;RI=7.

Fonte: Elaboragéo propria.

3.2.4. Desempenho de forca maxima

A partir da observacéo dos resultados do teste de forca maxima foi possivel
perceber que nédo houve diferenca significativa entre os grupos CON e RI nas
variaveis de forca maxima absoluta (365 + 27,45 vs. 346 + 77,08 g; p = 0,562)
(Figura 7a) e forca maxima relativa a massa corporal (0,85 + 0,08 vs. 0,86 + 0,19 %;
p = 0,914) (Figura 7b).

Figura 7. Desempenho de forca méaxima
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Média + DP. CON =7; Rl = 9.
Fonte: Elaboragéo propria.

3.2.5. Memodria de curto e longo prazo

As memorias de curto e longo prazo foram avaliadas nos momentos pré e pos
60 dias de dieta. Os resultados da tarefa RON nos permitiu verificar que ndo houve
diferenca significativa estatisticamente na MCP tanto no fator tempo (p = 0,798)
qguanto no fator grupo (p = 0,433) (Figura 8a). Quando analisada a MLP, foi possivel
observar que houve uma queda no indice de discriminacdo no grupo RI quando
comparados os momentos pré e poés (0,70 + 0,08 vs. 0,55 + 0,11; p < 0,01). Além
disso, quando comparados os grupos CON e Rl no momento pés, foi possivel
verificar diferenca estatistica entre eles (0,70 + 0,09 vs. 0,55 + 0,11; p < 0,01) (Figura
8b).

Figura 8. Memoria de curto e longo prazo pré e pos 60 dias de dieta
a) Grupo: p=0,433 b)  Grupop=008
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Média + DP. ** Diferenca significativa em relagdo ao momento pré (p < 0,01); ## Diferenca entre os
grupos no momento pés (p < 0,01). CON =9; Rl = 8.
Fonte: Elaboragéo propria.

3.2.6. Composicao corporal

Quando analisada a massa dos musculos, foi observado que o grupo RI
apresentou uma massa significativamente menor dos mauasculos gastrocnémio e
s6leo quando comparado ao grupo CON (p < 0,001). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos na massa do extensor longo dos dedos (EDL)
(p = 0,276). Quando analisado o indice de adiposidade, foi observado que o grupo
RI apresentou um indice significativamente maior, quando comparado ao grupo
CON (p < 0,05) (tabela 2).
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Tabela 2. Composicéo corporal

CON RI Teste t
Gastrocnémio (g) 2,444 + 0,15 1,984 + 0,23## p < 0,001
Séleo (g) 0,160 + 0,01 0,120 + 0,01%## p < 0,001
EDL (g) 0,168 + 0,02 0,155 + 0,02 p=0,276
indice de adiposidade (%) 4,06 + 0,73 5,23 + 1,05* p <0,05

CON: grupo néo resistente a insulina; RI: grupo resistente a insulina; EDL: extensor longo dos dedos.
Média + DP. ## Diferenca entre os grupos no momento pds (p < 0,01); ### Diferenca entre 0s grupos
no momento pos (p < 0,001); CON =9; RI = 9.

Fonte: Elaboracéo propria.

3.2.7. Citocinas pro e anti-inflamatérias

As citocinas foram analisadas nos musculos gastrocnémio e soOleo e no
hipocampo. N&o foram verificadas diferencas significativas entre 0s grupos nas
citocinas pré (IL-6) e anti-inflamatdria (IL-10) no musculo gastrocnémio (p = 0,452; p
= 0,465, respectivamente), entretanto, quando analisada a razao IL-6/IL-10 o grupo
RI apresentou uma média significativamente maior (p = 0,01), o que expde um status
mais pro-inflamatério neste muasculo (tabela 3). No musculo séleo o cenério foi
diferente, ndo foi verificada diferenca estatistica entre 0s grupos nas concentracdes
de IL-6 e na razdo IL-6/IL-10 (p = 0,232; p = 0,088, respectivamente), porém as
concentracfes de IL-10 no grupo RI foram significativamente maiores (p < 0,05)
(tabela 4). Nao foram verificadas diferencas estatisticas entre os grupos em
nenhuma das citocinas pr6 (IL-6, IL-18 e TNF-a) e anti-inflamatéria (IL-10) no

hipocampo (tabela 5).

Tabela 3. Citocinas pré e anti-inflamatorias ap6s 60 dias de dieta: gastrocnémio

Citocina (pg.mL™) CON RI Teste t
IL-6 199,6 £ 53,8 219,8+52,1 p = 0,452
IL-10 37,8+95 34,4 £8,7 p = 0,465
IL-6/IL-10 52+0,6 6,0+ 0,3% p<0,01

CON: Grupo ndo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:
Interleucina 10; IL-6/IL-10: Razéo IL-6/IL-10. Média + DP. ## Diferenca entre os grupos (p < 0,01).
CON =7; RI =09.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Tabela 4. Citocinas pré e anti-inflamatorias apos 60 dias de dieta: séleo

Citocina (pg.mL™) CON RI Teste t
IL-6 288,5+43,0 332,5+ 86,2 p=0,232

IL-10 10,9+1,8 15,0 + 3,97 p < 0,05
IL-6/IL-10 27,2 +6,9 218+34 p = 0,088

CON: Grupo ndo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:
Interleucina 10; IL-6/IL-10: Raz&o IL-6/IL-10. Média + DP. # Diferenca entre os grupos (p < 0,05).
CON=7;RI=09.
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Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 5. Citocinas pré e anti-inflamatdrias apos 60 dias de dieta: hipocampo

Citocina (pg.mL™) CON RI Teste t
IL-6 547,5+51,5 503,1 £ 58,7 p=0,122
IL-10 145+ 3,5 14,8 + 3,9 p =0,889
IL-6/IL-10 40,2+8/4 35,8+9,0 p=0,328
IL-1B 433,0 58,4 439,7 £ 71,2 p=0,841
TNF-a 2.362,2 £ 325,5 2.391,1 £397,7 p=0,872

CON: Grupo néo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:
Interleucina 10; IL-6/IL-10: Razao IL-6/IL-10; IL-1B: Interleucina 1 Beta; TNF-a: Fator de necrose
tumoral alfa. Média + DP. CON =7; Rl = 9.

Fonte: Elaboracéo propria.

3.2.8. Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

A concentracdo de BDNF foi analisada no hipocampo. Foi verificada diferenca
estatistica entre os grupos CON e RI (231,53 + 36,04 vs. 198,52 + 15,74 pg.mL%; p <
0,05), sendo menor no grupo RI (Figura 9).

Figura 9. Concentracado de BDNF no hipocampo
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Fonte: Elaboragéo propria.

3.3. Discusséao

A resisténcia a insulina levou a uma reducdo na memoria de longo prazo,
acompanhada da reducdo na concentracdo de BDNF no hipocampo de ratos Wistar.
N&o foi, entretanto, observada mudanca no perfil inflamatorio no hipocampo destes

animais. Houve uma redugdo da massa muscular e aumento no indice de
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adiposidade dos ratos do grupo RI, indicando uma mudanca de composi¢cao corporal
nestes animais, sem, entretanto, trazer aumentos na massa corporal total neste
grupo, quando comparado ao grupo controle. Cabe salientar que, apesar das
mudangas observadas na composicao corporal, ndo houve diferenca na forca
muscular entre 0s grupos.

O quadro de resisténcia a insulina do grupo RI ndo afetou a memdéria de curto
prazo, entretanto causou prejuizos na memoria de longo prazo. Em sua revisao,
Sharma (2021) coloca, a partir de estudos anteriores, que estresse oxidativo,
neuroinflamacédo, resisténcia a insulina, ruptura da barreira hemato-encefalica
(BHE), desregulacéo transcricional (CREB, BDNF) e prejuizos no fluxo sanguineo
cerebral estdo entre os fatores mais importantes subjacentes ao declinio cognitivo
em um quadro de resisténcia a insulina. No presente estudo foram analisados
marcadores pro e ainti-inflamatorios e a concentracdo de BDNF no hipocampo.

Neste trabalho ndo foi identificada mudanca no status inflamatério no
hipocampo do grupo RI. Entretanto, estudos anteiores relataram a presencga de
neuroinflamacdo em roedores resistentes a insulina (Boitard et al., 2014; Cavaliere
et al., 2019; Jeon et al., 2012; Liu et al., 2014; Yu et al., 2019). No presente estudo
nao foram identificados aumentos de IL-6, IL-18 e TNF-a no hipocampo de ratos RI,
portanto, possivelmente, a reducdo da mémoria de longo prazo encontrada nesses
animais pode estar relacionada a outros parametros, incluindo a reducédo na
concentracdo de BDNF.

Neste experimento foi investigada a concentracdo de BDNF no hipocampo
dos animais e foi observada uma reducéo no grupo RI. Esse achado vai ao encontro
da literatura, tendo em vista que estudos anteriores também verificaram uma queda
dessa neurotrofina no cérebro de roedores resistentes a insulina (Cavaliere et al.,
2019; Liu et al., 2014; Park et al., 2010). O BDNF faz parte da familia das
neurotrofinas que desempenham um papel vital na regulacdo da sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo dos sistemas nervosos periférico e central (Sharma et
al., 2021). Além disso, ja esta bem consolidado que o BDNF é critico para a
neuroplasticidade dependente de atividade (Egan et al.,, 2003) e desempenha um
papel fundamental na aprendizagem e na meméoria (Leal et al., 2015).

Apesar de ainda nao estar claro na literatura como o quadro de resisténcia a

insulina resulta na reducdo das concentracbes de BDNF, sua sinalizacdo é uma
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possivel via de resposta. O BDNF se liga ao seu receptor tirosina quinase B (TrkB) e
ativa diferentes vias que convergem para a proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do monofosfato de adenosina ciclica (CAMP) do fator de transcricdo CREB,
que pode regular positivamente os genes relacionados a sobrevivéncia, crescimento
e diferenciacdo celular (Koponen; Lakso; Castrén, 2004; Sharma et al., 2013). A
fosforilacdo de CREB é regulada tanto pelo BDNF (Finkbeiner, 2000) quanto por
componentes de sinalizacdo da insulina (Brami-Cherrier et al.,, 2002; Duont;
Montminy, 1998; Klemm et al.,, 1998) e, quando ativado, atua na regulacdo da
expressdo de proteinas associadas ao aprendizado e a memoria (Barcoari; Marie,
2011; Benitoar; Barco, 2010). A literatura mostra que o quadro de resisténcia a
insulina est4 associado a atividade reduzida de CREB no cérebro (Lu et al., 2011,
Xia et al.,, 2015; Xu et al., 2019). Sendo assim, mesmo n&o sendo analisado no
presente estudo, talvez uma possivel justificativa para a reducao da concentracdo de
BDNF e consequente déficits na memoéria, observados no grupo RI, seja a atividade
reduzida de CREB.

A composicao corporal foi diferente no grupo RI, apresentando um aumento
do indice de adiposidade e uma queda da massa muscular. Melo et al. 2021
observaram que o grupo que foi submetido a mesma intervencdo dietética do
presente trabalho, entretanto por 30 dias, também apresentou um maior indice de
adiposidade quando comparado ao grupo controle. Além disso, 0s autores
verificaram a hipertrofia dos adipécitos do grupo RI. Este aumento do volume de
adipécitos tem sido associado a sintese e secrecdo de citocinas inflamatdrias que
causam inflamacdo de baixo grau, que esta associada a deficiéncia na sinalizacéo
de insulina e resisténcia a insulina (Gao et al., 2014; Heilbronn; Campbell, 2008;
Lumeng; Saltiel, 2011).

Em um quadro de resisténcia a insulina, esta tem dificuldade de ligar ao seu
receptor, prejudicando a ativacéo da via da PI3K-Akt-mTORCL1 e levando a reducéo
da sintese proteica (Liu et al., 2023). A reducdo da ativacdo dessa via prejudica
também a inibicdo de FoxO, aumentando entdo a degradacéo proteica (Ebert et al.,
2012). Além disso, FoxO1 pode inibir os niveis de mTORC, podendo causar
diretamente o enfraquecimento muscular (Kamei et al., 2004; Sandri et al., 2004).
Ademais, no cenario de RI ocorre o aumento da autofagia em células

musculoesqueléticas. A ativagdo de mTORC1 em humanos fosforila diretamente as
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quinases ULK1 (unc-51 quinase ativadora de autofagia) e ATG13 (proteina 13
relacionada a autofagia), resultando na sua inativacao e, assim, atenuando os niveis
de autofagia. Como no quadro de RI a ativacdo de mTORCL1 é prejudicada, 0s niveis
de autofagia sdo aumentados, levando a uma maior perda muscular (Liu et al.,
2023).

Foi observada uma reducdo da massa muscular nos musculos gastrocnémio
e soOleo do grupo RI, entretanto ndo ocorreu 0 mesmo com o extensor longo dos
dedos (EDL). Esses musculos sdo compostos, principalmente, por fibras glicoliticas-
oxidativas rapidas (65%), fibras oxidativas lentas (87%) e fibras glicoliticas rapidas
(56%), respectivamente (Armstrong; Phelps, 1984). Holmstrom et al. (2012)
observaram uma capacidade respiratdria aumentada no musculo esquelético
glicolitico de camundongos resistentes a insulina devido a um aumento na
biogénese mitocondrial. Apesar da contradicdo desse achado, a elevacdo aguda na
circulacdo de acidos graxos livres esta correlacionada ao aumento da biogénese
mitocondrial no mauasculo glicolitico, possivelmente devido ao aumento da
disponibilidade de lipidios (Garcia-Roves et al., 2007; Holloway et al., 2009). Ainda
gue neste trabalho ndo tenham sido analisadas a capacidade respiratoria muscular e
a funcdo mitocondrial dos musculos oxidativos e glicoliticos, os resultados dos
estudos de Garcia-Roves et al. (2007) e Holloway et al. (2009) podem indicar um
possivel caminho para a explicacdo da conservacdo da massa do musculo EDL no
grupo Rl apds 60 dias de dieta.

Apesar da reducdo das massas dos musculos gastrocnémio e soéleo e da
inflamacdo do gastrocnémio no grupo RI, este ndo apresentou queda na forca
maxima. A comparacdo destes resultados com a literatura fica comprometida, uma
vez que parecem nao existir estudos anteriores que tenham avaliado a forga
muscular utilizando este protocolo de forca maxima em animais RI, induzida ou nao
por meio de HFD. Kemmochi et al. (2018) e Martinez-Huenchullan et al. (2017)
avaliaram a forca muscular de camundongos RI e ratos diabéticos, respectivamente,
por meio de trés protocolos (grip strength, four-limb hanging test e hang wire) e
observaram queda significativa na forca muscular quando comparado ao grupo
controle.

No presente estudo, embora o grupo RI tenha apresentado reducdo da massa

dos musculos gastrocnémio e soleo, 0 mesmo ndo ocorreu com o EDL, que teve sua
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massa conservada. Tendo em vista que esse é um musculo predominantemente
glicolitico (Armstrong & Phelps, 1984) e que a capacidade de forca maxima
demanda principalmente da via glicolitica, talvez o desempenho de for¢a ndo tenha
sido prejudicado devido a manutencédo desse musculo apos a inducéo de RI.

A resisténcia a insulina promoveu descréscimo na MLP e promoveu a
reducdo de BDNF no hipocampo. Sabendo que a reducdo de BDNF esta
relacionada a reducdo da neurogénese e piora da aprendizagem e da memoria, esta
pode ser uma das vias de explicacdo para o prejuizo causado na MLP, em ratos

resistentes a insulina, no presente estudo.

3.4. Concluséo

O quadro de resisténcia a insulina, induzido por dieta, provocou prejuizos na
memoria de longo prazo de ratos Wistar e promoveu a reducéo da concentracao de
BDNF na regido do hipocampo. Além disso, esse quadro levou ao aumentou do

status proé-inflamatério no masculo gastrocnémio.

4 EXPERIMENTO 2: EFEITOS AGUDOS DO EXERCICIO DE FORCA
MUSCULAR SOBRE A MEMORIA DE LONGO PRAZO, STATUS INFLAMATORIO
E BDNF EM RATOS RESISTENTES A INSULINA

4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Cuidados éticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG, protocolo n® 200/2021) e
realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de

Controle e Experimentacao Animal (CONCEA).

4.1.2. Amostra

A amostra foi composta por 18 ratos da linhagem Wistar (250 g) obtidos no
Biotério Central da UFMG. Os ratos foram alocados em caixas coletivas (41 x 34 X
16 cm?), sendo quatro animais por caixa, no biotério do Laboratério de Fisiologia do
Exercicio (Lafise) — EEFFTO sob um ciclo claro-escuro de 12/12 horas e
temperatura controlada (24°C).
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4.1.3. Delineamento experimental

Apés a chegada ao laboratorio, os ratos permaneceram no biotério durante
sete dias para a habituacdo ao ambiente. Finalizada a habituacdo, os ratos foram
submetidos a tarefa RON para a avaliacdo da memodria de longo prazo (MLP) em
trés dias consecutivos (Bevins; Besheer, 2006), sendo o primeiro de familiarizacéo
com a arena. A partir do dia seguinte ao Ultimo teste, todos os ratos passaram pelo
protocolo de inducgéo de resisténcia a insulina por meio do consumo crénico de dieta
hiperlipidica associada a ingestdo de frutose dissolvida em agua (solucdo 30%)
(Melo et al., 2021). O consumo dessa dieta se deu pelo periodo de 60 dias.

Finalizado esse periodo, os ratos foram divididos, de forma aleatorizada, em
dois grupos: resistentes a insulina + situacao repouso (RI.REP; n = 9) e resistentes a
insulina + situacdo exercicio (RI.LEFM; n = 9). Apés a divisédo, o grupo RI.LEFM foi
familiarizado a escada vertical durante trés dias consecutivos (Cassilhas et al.,
2012a). ApoGs o término da familiarizacdo, os ratos foram submetidos ao teste de
forca méaxima (TFM) em escada vertical para determinacdo da carga da sessado de
exercicio (Neves et al., 2016; Padilha et al., 2019). Vinte e quatro horas apos o TFM,
os dois grupos foram submetidos novamento a tarefa RON, sendo realizada em trés
dias seguidos.

No primeiro dia, foi realizada a familiarizacdo a arena. No segundo dia, foram
realizadas a segunda e terceira etapas, utilizadas para a sessao de treinamento e
primeira sessao teste, respectivamente. Um dia apds a terceira etapa, foi realizada a
sessdo experimental de acordo com 0S seus respectivos grupos (repouso ou
exercicio) e, logo apés, a sessao de teste de MLP (Figura 10).

O exercicio de forca muscular foi realizado no periodo da manha (entre 7:00 e
9:00), por meio de um protocolo de carga progressiva (50-100% da forca maxima)
totalizando 8 séries (subidas completas na escada), tendo a sessdo uma duracéo
total de 20 minutos. Ja os animais alocados no grupo RI.REP permaneceram em
repouso pelo mesmo periodo de tempo. Imediatamente apos a sessdo aguda, 0s
ratos foram submetidos a quarta etapa da tarefa RON, destinada a avaliacdo da
MLP (duracdo de 5 minutos), verificando os possiveis efeitos agudos do exercicios
de forca muscular sobre essa variavel. Trinta minutos apos a sesséao aguda (REP ou
EFM), os ratos foram eutanasiados por meio de decapitacdo sem sedacdo prévia

para a coleta de sangue e tecidos (Figura 11).
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Figura 10. Delineamento experimental: experimento 2

Familiarizagdo a REP ou EFM
Habituagio . escada RON MLP
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RON |: RI.REP | TFM RON
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RON FAM: Familiarizacdo a arena da tarefa de reconhecimento de objeto novo; RON PST: Tarefa de
reconhecimento de objeto novo: primeira sessédo teste; RON MLP: Tarefa de reconhecimento de
objeto novo: memdéria de longo prazo; RI.REP: Grupo resistente a insulina + situacdo repouso;
RI.EFM: Grupo resistente a insulina + situacé@o exercicio; TFM: Teste de forca méaxima; REP: Sesséo
de repouso; EFM: Sessao de exercicio de forga muscular.

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 11. Sesséo experimental: repouso ou exercicio de forca muscular

(” A o Eutanasia
@ ou y [ 2 2 para retirada
REP EEM @ de tecidos

RON MLP

REP: Sessé@o repouso; EFM: Sessdo de exercicio de forca muscular; RON MLP: Tarefa de
reconhecimento de objeto novo: memdéria de longo prazo.
Fonte: Elaboragéo propria.

4.1.4. Dieta hiperlipidica e solucado de frutose

A dieta hiperlipidica foi fornecida ao grupo Rl em forma de pellets com
formato e textura similares a racdo padrdo (Presence®). Ela era composta por 78%
da racdo padrao moida e 22% de gordura saturada. Sendo assim, para cada 500¢g
de racdo, a dieta hiperlipidica era composta por 390g do farelo da racao padrao,
110g de gordura vegetal (PRIMOR®) e 40g de polvilho azedo (PACHA®) dissolvidos
em 400 mL de 4gua. Apos a mistura, a massa foi colocada em formas de ago inox e
assadas em forno elétrico a 180 °C por duas horas. A frutose (SYNTH®) foi
dissolvida em agua (solucdo 30%) e os ratos tiveram acesso ad libitum durante os
60 dias. O consumo de racédo, a ingestao de frutose e a massa corporal dos ratos
foram registradas durante toda a intervengdo por meio de uma balanca digital

(Filizola®) (Melo et al., 2021).
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4.1.5. Tarefa de reconhecimento de objeto novo (RON)

A tarefa RON foi realizada em quatro etapas por trés dias consecutivos. No
primeiro dia foi realizada a primeira etapa: a familiarizagdo a arena. Ela consistiu em
posicionar os ratos no centro da caixa de formato quadrado (70 cm x 70 cm x 40 cm)
para livre exploracdo durante cinco minutos.

No segundo dia ocorreram duas etapas. Na primeira, os ratos foram alocados
novamente na arena com a presenca de dois objetos idénticos (objeto A; figura 2)
para a realizacdo da sessdo de treinamento. Para isso eles foram posicionados no
ponto médio da parede da arena com o nariz apontado para o lado oposto dos dois
objetos e tiveram 10 minutos para livre exploracdo (Bevins; Besheer, 2006; De
Sousa et al., 2020). Os dois objetos foram fixados no chao da arena com fita adesiva
para evitar o deslocamento durante a atividade exploratéria dos animais. Na
segunda etapa, uma hora apdés a sessdo de treinamento, 0s animais foram
recolocados na arena para a primeira sessao de teste. Antes disso, um dos objetos
foi trocado por um novo objeto (objeto B; figura 3) e logo apds os animais foram
posicionados na arena e tiveram cinco minutos de livre exploracéo.

No terceiro dia foi realizada a quarta e ultima etapa para a analise da memoéria
de longo prazo (MLP). Para isso, 24 horas ap0s a Ultima sessao de teste, 0os ratos
foram recolocados na arena na presenca de dois objetos, sendo que o objeto B foi
trocado por um novo (objeto C; figura 4), e tiveram cinco minutos de livre exploragao
(Capettini et al., 2011; Crunfli et al., 2018; 2019). Para eliminar os sinais olfativos, a
arena e 0s objetos usados durante cada sessao foram limpos entre as tentativas
com etanol 70%.

Foi registrada a quantidade de tempo gasto explorando tanto o objeto familiar
guanto o objeto novo para analise da MCP e MLP. Um rato do grupo RI.REP
explorou apenas um dos objetos na sesséo de treinamento, portanto foi excluido dos

resultados (De Sousa et al., 2020).

4.1.6. Familiarizacdo a escada vertical

Os ratos do grupo RI.EFM foram familiarizados a uma escada vertical
inclinada a 80° (110 cm altura X 18 cm largura, com 2 cm entre os degraus), na qual

foi realizada o EFM. Em seu topo estava localizada uma camara de habitagdo que
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serviu de abrigo durante os periodos de descanso (Pereira et al., 2010). O protocolo
de familiarizacdo a escada vertical consistiu em trés ensaios por dia durante trés
dias. No primeiro ensaio, 0s ratos foram mantidos durante 60 segundos na camara
de habitacdo e depois foram colocados na escada a 35 cm do topo. No segundo
ensaio, os ratos foram colocados no meio da escada. No terceiro ensaio, 0s ratos

foram colocados na parte inferior da escada (Cassilhas et al., 2012a).

4.1.7. Teste de forca maxima

Apoés a familiarizacdo, os ratos do grupo RI.LEFM foram submetidos ao
teste de forca maxima (TFM). Inicialmente, todos os ratos subiram a escada com
uma carga, que foi presa a cauda com uma fita adesiva, correspondente a 75% de
sua massa corporal. Apés subir com sucesso com a carga inicial foram adicionados
30g a carga. Esse processo foi repetido até que fosse alcangada uma carga com a
qual o rato ndo conseguisse subir o comprimento completo da escada por trés
tentativas consecutivas. Foi considerada a forca maxima (FM) do rato a carga da
ultima escalada bem-sucedida (Neves et al., 2016; Padilha et al., 2019).

4.1.8. Exercicio de forca muscular

Os ratos do grupo RI.EFM foram submetidos ao exercicio de forca
muscular agudo. A sessao consistiu em oito subidas na escada com um intervalo de
60 segundos entre elas. A carga teve aumento progressivo ao longo da sessdo,

conforme a tabela 6 (adaptado de Cassilhas et al., 2012b).

Tabela 6. Protocolo de exercicio agudo de forca muscular

Subida Carga (% da FM) Intervalo de descanso (s)
12 50 60
22 50 60
32 75 60
4a 75 60
52 90 60
62 90 60
72 100 60

82 100 60
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Fonte: adaptado de Cassilhas et al., 2012b
4.1.9. Eutanasia

Os ratos foram eutanasiados por meio de decapitacdo, sem sedacao
prévia, para a coleta dos musculos gastrocnémio e soéleo e cérebro (hipocampo).

4.1.10. Analise dos dados
4.1.10.1. Memdria longo prazo

O comportamento exploratério (tempo total explorando cada objeto) foi
analisado de duas formas. Na primeira, uma pesquisadora treinada registrou o
tempo de exploracdo de cada objeto (familiar e novo), com dois crondbmetros, toda
vez que o nariz do animal estava em contato ou proximo ao objeto (menos de 1 cm)
(DE SOUSA et al., 2020). Na segunda, a exploracdo foi analisada por meio de um
software (ANY-maze Video Tracking System 7.16; STOELTING CO.©, 2022). Para
isso, foram delimitadas na arena as areas de localizacdo dos objetos novo e familiar
(aproximadamente 700 cm2) em todas as etapas. Feito isso, era iniciada a analise
no software que registrou o tempo de exploracdo de cada objeto, considerando
exploracdo toda vez que a cabeca do animal estava em contato ao objeto. Foi
realizado um teste T de Student para comparar os valores registrados pela
pesquisadora e pelo software e ndo verificada diferenca estatistica entre as analises
(p > 0,05).

O indice de discriminacdo foi calculado por meio da equacdo TN/(TN +
TF) em que TN é o tempo gasto explorando o objeto novo e TF é o tempo gasto
explorando o objeto familiar (Rojas et al., 2013). O valor da raz&do de descriminacao

pode variar de 0 a 1 (Fonseca et al., 2013).

4.1.10.2. Citocinas pré e anti-inflamatorias

As citocinas Interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1
beta (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram quantificadas nos tecidos
do hipocampo e musculos esqueléticos gastrocnémio e s6leo por meio do método
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) de acordo com as recomendacdes do

fabricante. Para as analises teciduais foi realizado um protocolo de homogeneizacéo
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no qual 100 mg de tecido foram homogeneizados com 1 mL de solucdo de extracao
de citocinas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C, retirado o

infranadante que foi congelado a "20°C para posterior analise por ELISA.

4.1.10.3. Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

As concentragcbes do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no
soro e no hipocampo foram analisadas por meio do método ELISA (ELISA;
Human/Mouse BDNF DuoSet kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). As analises
foram realizadas seguindo todas as recomendacdes e instru¢cdes do fabricante. Para
as analises teciduais foi realizado um protocolo de homogeneizacdo no qual 80 mg
de tecido foram homogeneizados com 0,8 mL de solucdo de extracdo de citocinas.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C, retirado o infranadante que foi

congelado a "20°C para posterior analise por ELISA.

4.1.11. Andlise estatistica

Os dados estédo apresentados em média + desvio padréo (DP). A normalidade
e a homocedasticidade dos dados foram avaliadas pelo teste de Shapiro-wilk e
Brown-Forsythe, respectivamente. Foi utilizada uma ANOVA two-way de medidas
repetidas para comparar a memoria de longo prazo pré e pés-60 dias de dieta,
seguida da sessao experimental, levando em conta os fatores grupos (RI.REP vs.
RI.LEFM) e tempo (pré vs. pds). Quando encontradas interacfes significativas na
ANOVA foi realizado o teste post hoc de Tukey para comparar as diferencas entre
os pares (Sampaio, 2007). Para comparar as concentracdes de citocinas e BDNF
entre os grupos foi realizado um teste T de Student. Todas as andlises foram
realizadas no software SigmaPlot 14.5 (SYSTAT SOFTWARE, USA) adotando o
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.2. Resultados
4.2.1. Memoria de longo prazo

A MLP foi analisada nos momentos pré e pés-60 dias de dieta, sendo que
neste, antes da avaliagdo, 0sS grupos passaram por suas respectivas sessdes

experimentais (repouso ou exercicio de forga muscular).
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Quando analisados os resultados, foi possivel observar que houve uma queda
no indice de discriminacdo no grupo RI.REP quando comparados os momentos pré
e po6s (0,70 = 0,08 vs. 0,55 + 0,11; p < 0,001; F = 19,617). Além disso, quando
comparados os grupos RI.REP e RI.LEFM no momento pés, foi possivel verificar
diferenca estatistica entre eles (0,55 + 0,11 vs. 0,65 + 0,11; p < 0,05; F = 3,126)
(Figura 12).

Figura 12. Memoria de longo prazo pré e ap0s sessado experimental

Grupo: p =0,151
Tempo: p < 0,001
1.0 Grupo x Tempo: p = 0,097
% 0.9- [ RILREP

0.8 Bl RI.EFM
0.7 T Fedk

0.6- 1
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

indice de discriminag

T, T
PRE POS
Média + DP. *** Diferenca significativa em relacdo ao momento pré (p < 0,001); # Diferenca entre os

grupos (p < 0,05); RI.LREP = 8; RILEFM = 9.
Fonte: Elaboragéo propria.

4.2.2. Citocinas pro6 e anti-inflamatérias

As citocinas foram analisadas nos musculos gastrocnémio e soleo e no
hipocampo. As concentracdes de IL-6 e IL10 e a razdo IL-6/IL-10 no musculo
gastrocnémio nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos (Tabela 7).
Entretanto, quando analisado o musculo séleo, foi verificada diferenca estatistica
entre 0s grupos nas concentracdes de IL-6 (p < 0,01) e na razdo IL-6/IL-10 (p <
0,001), sendo maiores no grupo RIL.EFM (Tabela 8). Nao foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos em nenhuma das citocinas pro (IL-6, IL-13 e

TNF-a) e anti-inflamatéria (IL-10) no hipocampo (Tabela 9).
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Tabela 7. Citocinas pré e anti-inflamatorias apos sessao experimental:
gastrocnémio

Citocina (pg.mL™) RI.REP RI.LEFM Testet
IL-6 219,8 £52,1 234,3 £ 58,6 p =0,585
IL-10 34,4 £8,7 42,3+10,4 p =0,091
IL-6/IL-10 6,0+0,3 58+0,9 p = 0,548

CON: Grupo néo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:

Interleucina 10; IL-6/IL-10: Razao IL-6/IL-10. Média + DP. RI.REP = 9; RI.EFM = 9.
Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 8. Citocinas pré e anti-inflamatdrias apos sesséo experimental: soleo

Citocina (pg.mL™) RI.REP RI.LEFM Testet
IL-6 332,5+ 86,2 531,6 + 125,1% p <0,01
IL-10 15,0+ 3,9 145+25 p=0,764
IL-6/IL-10 21,8+34 39,9 £ 6,8 p <0,001

CON: Grupo néo resistente a insulina; RI: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:
Interleucina 10; IL-6/IL-10: Razéo IL-6/IL-10. Média + DP. # Diferenca entre os grupos (p < 0,05); ##
Diferenga entre os grupos (p < 0,01); ### Diferenca entre os grupos (p < 0,001). RI.REP = 9; RI.LEFM
=8.

Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 9. Citocinas pré e anti-inflamatoérias apos sessao experimental:

hipocampo
Citocina (pg.mL™) RI.REP RI.EFM Testet
IL-6 503,1 + 58,7 505,6 + 88,1 p = 0,942
IL-10 14,8+ 3,9 17,9+5,2 p=0,183
IL-6/IL-10 35,8+9,0 28,4+5,6 p =0,061
IL-1B 439,7+71,8 462,2 +41,5 p = 0,440
TNF-a 2.391,1 + 397,7 2.647,2 + 335,8 p=0,136

CON: Grupo néo resistente a insulina; RIl: Grupo resistente a insulina; IL-6: Interleucina 6; IL-10:
Interleucina 10; IL-6/IL-10: Raz&o IL-6/IL-10. Média + DP. RI.REP = 9. RI.LEFM = 9.
Fonte: Elaboragéo propria.

4.2.3. Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

A concentracdo de BDNF foi analisada no hipocampo. Foi verificada diferenca
estatistica entre os grupos RI.REP e RLEFM (231,53 + 36,04 vs. 198,52 + 15,74
pg.mL?; p < 0,05), sendo maior no grupo que realizou a sessédo de exercicio de forca

muscular (Figura 13).
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Figura 13. Concentracao de BDNF no hipocampo ap0s sessao experimental.
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Fonte: Elaboragéo propria.

4.3. Discusséao

O exercicio de forca muscular (EFM) evitou a piora da memdéria de longo
prazo e aumentou a concentracdo de BDNF no hipocampo de ratos resistentes a
insulina. Entretanto, o EFM ndo provocou mudanca no perfil inflamatério no
hipocampo destes animais, o que foi observado no musculo séleo, que apresentou
aumento no status pré-inflamatério apos a sessao de exercicio.

No que concerne as alteragdes cognitivas em resposta ao exercicio de forca
muscular, Chang & Etnier (2009), em acordo com nossos achados, observaram em
homens e mulheres jovens que uma sessao aguda de EFM melhorou a velocidade
de processamento e funcdo executiva. Ja Tsai et al. (2018) verificaram que 30
minutos de EFM melhoraram a capacidade cognitiva de idosos com
comprometimento cognitivo leve, entretanto sem alterar a concentracdo sérica de
BDNF. Dados recentes de nosso grupo corroboram os achados de Tsai et al. (2018),
uma vez que mostram que uma sessao de 40 minutos de EFM melhorou o tempo de
resposta e o controle inibitorio de idosos diabéticos do tipo 2, de ambos 0s sexos,
sem modificar a concentragcdo sérica de BDNF (Silveira-Rodrigues et al., 2023).
Dinoff et al. (2017) observaram em sua metanalise que, embora grande parte dos
estudos avaliando os efeitos de uma sesséo aguda de exercicio sobre a resposta do

BDNF tenha usado o exercicio aerobico (EA), o EFM tem se mostrado também
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eficaz em aumentar a concentracdo circulante de BDNF em seres humanos
saudaveis. Cabe salientar que em nosso estudo, diferentemente dos trabalhos aqui
citados, a concentracdo de BDNF foi avaliada no cérebro dos animais.

Em sua revisdo, Walsh & Tschakovsky (2018) citam o estresse de
cisalhamento no endotélio vascular (fluxo sanguineo muscular e cerebral) e o
aumento da atividade neural durante o exercicio como alguns dos possiveis
mecanismos de liberagcdo de BDNF em resposta a uma sessdo aguda de exercicio.
O estresse de cisalhamento provoca a secrecdo de BDNF pelas células endoteliais,
que é proporcional a magnitude dos estimulos do exercicio (Prigent-Tessier et al.,
2013), e esse BDNF, produzido no endotélio, € capaz de atravessar a barreira
hemato-encefalica, aumentando assim a concentracdo cerebral dessa neurotrofina
(Walsh; Tschakovsky, 2018). Considerando a atividade neural, sabe-se que, quando
aumentada, ela estimula a secrecdo de BDNF (West; Greenberg, 2011). Portanto, é
possivel que o exercicio fisico aumente a atividade neural em areas do cérebro,
como hipocampo e cortex pré-frontal, e, consequentemente, leve ao aumento da
concentracdo de BDNF nessas regides (Wrann et al.,, 2013). Apesar desses
mecanismos nao terem sido avaliados no presente estudo, eles podem ser uma via
de explicacéo para o aumento de BDNF no hipocampo induzido pelo EFM agudo.

Em nosso estudo, o aumento da concentracdo de BDNF no hipocampo dos
animais, promovido pelo EFM, pode ser uma das vias através das quais o EFM
tenha impedido a piora da memdria de longo prazo nos animais RI. Kim et al. (2012)
verificaram que a sinalizacdo de BDNF aumenta a expressao génica dos receptores
de glutamato (NMDAR), principalmente dos receptores NR1, por um mecanismo
mediado por CREB. Essa resposta leva a um aumento do influxo de Ca?*, através do
NMDAR, que pode levar a mudancgas duradouras nas sinapses, melhorando a
aprendizagem e a memoéria (Marosi; Mattson, 2014).

Neste estudo, foi observado que o EFM agudo promoveu o aumento da
concentracéo de IL-6 e da razao IL-6/IL-10 no musculo séleo. A IL-6 € uma miocina
liberada durante o exercicio fisico e sua producédo é dependente do estresse
metabdlico causado no musculo (Pedersen, 2012). Esta miocina é regulada
positivamente em resposta a baixos niveis de glicogénio (Keller et al., 2001) e,
quando liberada, aumenta a disponibilidade de glicose. Isso ocorre pois, quando
liberada, a IL-6 ativa a AMPK tanto no masculo esquelético quanto no tecido adiposo
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(Al-Khalili et al., 2006; Carey et al., 2006; Kelly et al., 2004). Essa ativacao leva ao
aumento da captacéo de glicose (Fisher et al., 2002) por meio de mecanismos que
envolvem a transdugcéo aumentada do sinal de insulina (Carey et al., 2006; Jakobsen
et al., 2001).

Foi observado no presente estudo que o EFM evitou a piora da MLP e o
aumento da concentracdo de BDNF no hipocampo, promovida pelo EFM, € uma via
de explicacdo para esse achado. Isso ocorre pois 0 BDNF é capaz de aumentar a
expressdo génica de NMDAR, levando ao aumento do influxo de Ca?*, acarretando

mudancas duradouras nas sinapses, melhorando a aprendizagem e a memoaria.

4.4. Conclusao

Uma Unica sessédo de exercicio de forca muscular evitou os prejuizos causados pela
resisténcia a insulina na memodria de longo prazo. Esse achado aparentemente
relaciona-se ao aumento da concentracdo de BDNF na regido do hipocampo

promovido pelo EFM.
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