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AVALIAGAO DA RESTRIGAO ALIMENTAR E DO TREINAMENTO FiSICO
SOBRE A MEMORIA E APRENDIZADO EM RATOS DIABETICOS

RESUMO

Objetivos: Avaliar a influéncia do treinamento
fisico e da restricao alimentar sobre a memaria
e aprendizado em ratos diabéticos. Materiais e
métodos: Quarenta ratos Wistar fémeas,
diabéticos, induzidos com estreptozotocina,
foram divididos em 4 grupos (n=10/grupo). O
G1 correspondeu ao grupo Controle e teve
livre acesso a agua e comida. O G2 - grupo
Restricdo Alimentar - recebeu agua a vontade
e restricdo de racdo. O G3 correspondeu ao
grupo Natacdo que realizou treinamento fisico
por 10 minutos diarios durante as 3 semanas
do experimento. O G4 referiu-se ao grupo
Restricdo Alimentar + Natagdo, o qual foi
submetido aos mesmos procedimentos
metodolégicos dos grupos G2 e G3. No
vigésimo primeiro dia os grupos foram
avaliados em Esquiva Inibitéria comparando-
se os dados pela ANOVA, seguido do teste
Tukey. Resultados: Os dados indicaram um
aumento significativo (p<0,01) no tempo de
permanéncia na plataforma dos animais do
grupo G2. Em relagdo aos animais dos grupos
Gl, G3 e G4, embora o tempo de
permanéncia na plataforma tenha sido maior
na sessdo teste, a diferenca ndo se mostrou
significativa. Conclusdes: Os resultados desse
estudo e de acordo com a metodologia
utilizada indicam que em animais diabéticos, a
restricdo alimentar moderada (30%) melhorou
0 desempenho quanto ao aprendizado e a
memdaria, em comparagcdo com 0s animais do
grupo controle e aos ratos submetidos a
natacao.
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ABSTRACT

Evaluation of food and physical training on the
memory and learning in diabetic rats

Aim: To evaluate the influence of physical
training and food restriction on learning and
memory of diabetic rats. Materials and
methods: Forty female Wistar rats, diabetic
streptozotocin induced, were divided into 4
groups (n = 10 / group). The G1 corresponded
to the control group and had free access to
food and water. The G2 - Food Restriction
group - received water ad libitum and feed
restriction. The G3 to the swimming group that
performed physical training for 10 minutes a
day during the three weeks of the experiment.
The G4 referred to the group Food Restriction
+ Swimming, which was submitted to the same
methodological procedures of G2 and G3. In
the twenty-first day the groups were evaluated
in Inhibitory Dodge comparing the data by
ANOVA followed by Tukey test. Results: The
data showed a significant increase (p <0.01) in
the time spent on the platform of the G2 group.
For animals of G1, G3 and G4, although the
platform length of stay was higher in the test
session, the difference was not significant.
Conclusions: The results of this study and
according to the methodology used indicate
that in diabetic animals, moderate food
restriction (30%) improved performance on the
learning and memory compared to the control
animals and rats of swimming groups.
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INTRODUCAO

A prevaléncia do diabetes mellitus tem
se elevado vertiginosamente; na América
Latina, por exemplo, h4 uma tendéncia de
aumento entre as faixas etarias mais jovens,
tanto do tipo | quanto do tipo Il, com impacto
negativo sobre a qualidade de vida e dispéndio
relevante da doenca ao sistema de salde
(Moura e colaboradores, 2012).

Apesar dos atuais avancos
biotecnolégicos que vem possibilitando a
prevencdo e cura de doengas, reduzindo a
mortalidade e aumentando a expectativa de
vida, estudos sugerem que a hiperglicemia
cronica e mal controlada pode estar associada
a mudancas nas estruturas neurais, ademais
de outros distarbios no organismo de um modo
geral (Lelic e colaboradores, 2013; Malone e
colaboradores, 2008; Masaki e colaboradores,
2012; Reagen, 2012).

Muitas complicagBes clinicas do
diabetes sdo causadas por altera¢cées macro e
microvasculares. Em particular, as
complicagbes microvasculares envolvendo
disfuncdo endotelial sdo fundamentais para a
patogénese e manifestagbes clinicas do
diabetes mellitus tipo | (Ba-Tin, Strike, Tabet,
2011).

Estudos tém mostrado que as
disfungdes neurovasculares estdo altamente
associadas com o declinio acelerado na
capacidade de linguagem, memodria,
neuroinflamagéo e disfuncdo sinptica (Parikh
e colaboradores, 2016).

AlteracBes cerebrais estruturais e
déficits cognitivos, de aprendizagem e de
memoria foram demonstrados em pacientes
com diabetes tipo Il (Abbatecola, Paolisso,
2009).

Neste sentido, as intervencdes que
sdo capazes de manter a integridade
neurovascular sdo assim consideradas
cruciais para impedir distarbios neurolégicos
relacionados com o diabetes.

Um dos fatores que pode ter influéncia
sobre as funcdes cerebrais corresponde ao
treinamento fisico, como por exemplo, natagéo
e que tem sido cada vez mais discutido entre
diversos autores (Kirk-Sanchez, McGough,
2014, Santin e colaboradores, 2011).

Os beneficios funcionais do exercicio
fisico na fungéo cerebral tém sido estudados
em seres humanos e em animais de
laboratério, especialmente roedores. O

exercicio fisico modula a neurogénese do
hipocampo, aumenta os niveis de fator
neurotréfico  derivado do  cérebro, a
vascularizacdo cerebral e provoca uma
variedade de alteragbes morfoldgicas (Mello e
colaboradores, 2008).

Outros estudos relatam que o
exercicio fisico regular aumenta a velocidade
de aprendizagem e o estabelecimento de
memoéria podendo melhorar o desempenho
cognitivo em individuos diabéticos (Rajab e
colaboradores, 2014; Reisi e colaboradores,
2009).

Por outro lado, ainda se necessita de
uma definicdo quanto a relagcéo entre o tempo
minimo, tipo de exercicio, intensidade e a
frequéncia do treinamento fisico na resposta
cognitiva de individuos diabéticos (Ahlskog,
Geda, Petersen, 2011; Schmolesky, Webb,
Hansen, 2013).

Outro aspecto associado a processos
cognitivos, trata-se da restricdo alimentar, que,
sem desnutricdo, sugere efeitos protetores
sobre o sistema nervoso central (SNC), por
induzir mecanismos anti-inflamatérios, reduzir
0 estresse oxidativo e promover a plasticidade
sinaptica, além disso, protege a funcao
mitocondrial, a atividade neuronal, o tamanho
do volume cerebral e a integridade da
substancia branca (Choi, Choi, Lee 2011; Guo,
Bakshi, Lin, 2015; Lin e colaboradores, 2014;
Murphy, Dias, Thuret, 2014).

Em roedores, Geng e colaboradores
(2011) descrevem que a restricao alimentar é
benéfica para a aprendizagem e memoria,
bem como para o comportamento social e
aumento da atividade locomotora espontanea.

No entanto, os resultados sobre os
efeitos da restricdo alimentar em relagdo as
funcdes cognitivas em roedores ndo sédo
consistentes, uma vez que estudos tem
demonstrado que a restricdo alimentar néo
exerce influéncia na melhora da aprendizagem
(Carvalho e colaboradores, 2014).

Considerando as controvérsias
encontradas na literatura e as evidéncias da
associacdo entre o diabetes e funcdes
cognitivas, o propdsito do presente estudo foi
o de avaliar os efeitos do treinamento fisico e
da restricdo alimentar na memoéria e
aprendizado de ratos Wistar diabéticos,
utilizando o teste de esquiva inibitéria como
modelo experimental.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Apos parecer da Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), n. 005/10 da
UNIVALI e seguindo-se os principios do bem-
estar animal de acordo com as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais
de Laboratério (SBCAL), o experimento
utilizou 40 ratos Wistar fémeas, pesando entre
230-260g, com aproximadamente 3 meses de
idade, oriundos do biotério da Universidade do
Vale do Itajai (UNIVALI), dividindo-se
aleatoriamente em 4 grupos (n=10/grupo),
pesando-se os animais de todos 0s grupos no
inicio e final do experimento.

Os animais diabéticos, induzidos com
estreptozotocina, foram mantidos em ambiente
laboratorial com temperatura em torno de 22°C
+ 2° e ciclo claro/escuro (CE 12:12). Todos os
grupos receberam o mesmo tipo de ragéo
peletizada Nuvilab®. O G1 correspondeu ao
grupo Controle, o qual recebeu 4gua e racao
ad libitum. O G2 - grupo Restricdo Alimentar -
teve agua a vontade e restricdo alimentar
progressiva, 10% na primeira semana, 20% na
segunda e 30% a partir da terceira semana até
o final do experimento; porcentagens
calculadas a partir da média (10g/animal/dia)
de consumo alimentar dos animais durante 7
dias de adaptacdo ao ambiente (periodo pré-
experimental).

O G3 referiu-se ao grupo Natacéo, que
recebeu adgua e racdo a vontade e foi
submetido a treinamento fisico por 10 minutos
diarios durante a primeira semana, 2 sessfes
na segunda semana e 3 sessfes de nado na
terceira semana do experimento (todas as
sessbes com duracdo de 10 minutos e
intervalo de 4h entre as sessdes).

O procedimento consistiu em colocar
0s animais em um recipiente com diametro de
50cm, com uma coluna de 30cm de &gua,
aquecida a 25°C com auxilio de um ebulidor.
Foram realizados movimentos leves na agua
como estimulo a natacdo dos animais.
Retirados do recipiente, os ratos foram secos
com toalhas de pano e mantidos sob uma
ldmpada incandescente de 40 Watts em
distancia suficiente para completar a secagem
em conforto.

O (G4) correspondeu ao grupo
Restricdo Caldrica + Natacdo e foi submetido

aos mesmos procedimentos metodolégicos
dos grupos G2 e G3.

Inducao do diabetes

O diabetes foi induzido pela
administragcdo de uma solugdo aquosa de
estreptozotocina em dose Unica de 65mg/kg
de peso corporal por via endovenosa.
Preparou-se uma solucdo base da droga
(100mg/mL) em 4mL de tampéo citrato (0,1M
— pH 4,5), agitando-se por 5 minutos em
aparelho de ultrassom.

No procedimento, inoculou-se
lentamente a droga em uma das veias da
cauda do animal, com agulhas de calibre 13 x
45 mm. Apés trés a cinco dias de
administragdo da substéncia indutora do
diabetes, procede-se a afericdo da taxa de
glicose nos animais que apresentaram perda
de peso, aumentos significantes da ingestédo
hidrica e do débito urinario, considerando-se
diabéticos os ratos com glicemia de jejum
acima de 200 mg/dL (Tabela 1). Para isso,
colocou-se uma gota de sangue coletada da
cauda do animal em fita reativa do dosador
Accu-Chek® (Roche Diagnéstica Brasil Ltda,
S&o Paulo, Brasil).

Esquiva inibitoria

O equipamento € constituido por uma
caixa com 50 cm de comprimento, 25 cm de
largura e 25 cm de altura. Parte da base é
formada por barras paralelas de metal (1 mm
de didmetro) espacadas por 1 cm. A outra
parte corresponde a uma plataforma com 7 cm
de largura e 2,5 cm de comprimento junto a
parede esquerda do aparelho.

Na sessdo de treino, realizada no final
da terceira semana no periodo noturno
considerando o ritmo circadiano da espécie, o
animal foi colocado sobre a plataforma e se
registrou o tempo que o rato levou para descer
da plataforma com os quatro membros.
Imediatamente apds a descida da plataforma,
o animal recebeu um choque de 0,4 mA
(miliamperes) durante 2 segundos. Vinte e
quatro horas apdés a sessao treino, tempo
necessario para que ocorra consolidacao de
memoria (aprendizado) pelos ratos (lzquierdo,
Graudenz; 1980), realizou-se o0 teste
colocando-se o0 animal novamente na
plataforma e registrando-se o tempo que o
animal levou para descer da plataforma.
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Tabela 1 - Glicemia de jejum dos grupos experimentais.

Grupo G1 Glicemia Grupo G2 Glicemia

Controle (mg/dl) Restricdo alimentar (mg/dl)
Rato 1 377 Rato 1 376
Rato 2 465 Rato 2 285
Rato 3 406 Rato 3 376
Rato 4 310 Rato 4 301
Rato 5 567 Rato 5 309
Rato 6 456 Rato 6 343
Rato 7 342 Rato 7 502
Rato 8 398 Rato 8 489
Rato 9 412 Rato 9 465
Rato 10 309 Rato 10 293

Grupo G3 Glicemia Grupo G4 Restrigcdo Glicemia

Grupo Natacdo (mg/dl) Alimentar + Natacdo (mg/dl)

Rato 1 371 Rato 1 386
Rato 2 137 Rato 2 395
Rato 3 406 Rato 3 233
Rato 4 296 Rato 4 477
Rato 5 298 Rato 5 417
Rato 6 390 Rato 6 289
Rato 7 376 Rato 7 378
Rato 8 401 Rato 8 268
Rato 9 423 Rato 9 348
Rato 10 394 Rato 10 453

Andlise dos dados

Os dados obtidos em relagdo a diferenca da
massa corporal dos animais e ao teste
comportamental foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Tukey (software BioStat 5.0), considerados de
significancia os resultados com p<0,01.

RESULTADOS

A Tabela 2 mostra a variacdo de peso
dos animais. Em todos os grupos houve
diminuicao significativa da massa corporal dos
animais (p<0,01) comparando-se as médias
do inicio e final do experimento. Também, ao
final do experimento, os grupos G2, G3 e G4

mostraram médias do peso corporal
significativamente menores do que 0 grupo
controle (p<0,01).

Em relacdo a Esquiva Inibitoria, o teste
estatistico (p<0,01) indicou como resultados
um aumento significativo no tempo de
permanéncia na plataforma dos animais do
grupo G2. Nos grupos G1l, G3 e G4 a
diferenca ndo se mostrou significativa (Tabela
3).

A diferenca de tempo de descida dos
ratos entre as sessdes treino (descida da
plataforma e choque) e teste (descida da
plataforma), corresponde a retencdo na
memoria/aprendizado quando se utiliza a
esquiva inibitéria.

Tabela 2 - Peso dos animais no inicio e final do experimento.

Grupos/ G1 G2 Restricdo G3 Natagéo G4 Restricdo
Peso Controle Alimentar Alimentar + Natacédo
Peso inicial 2458+ 1,8 246,3+ 2,4 2456+1,8 246,7+ 2,1
Peso final 214,7 £ 2,2* 190,7+3,6* 1925+ 2,7* 151,0 + 2,6*

Legenda: Os dados séo apresentados como média + erro padréo (n= 10 animais por grupo). *p< 0,01 em
relacéo ao peso inicial (ANOVA seguido do teste de Tukey).
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Tabela 3 - Tempo (seg) de permanéncia na plataforma durante o teste da esquiva inibitéria dos ratos
dos grupos do experimento.

Tratamento

Sessdo treino

Sessao teste

Grupo G1
Grupo G2
Grupo G3
Grupo G4

235+1,81
1,95+ 0,93
3,62+ 0,88
276+1,34

451+1.31
10,11 +1,92*
3,54 +1,09
532+1,67

Legenda: Os dados sdo apresentados como média * erro padrdo dos tempos de laténcia para descida da
plataforma nas sessées de treino e teste (n= 10 animais por grupo). *p< 0.01 em relacdo a sessao treino
(ANOVA seguido do teste de Tukey).

DISCUSSAO

O diabetes mellitus é uma doenca
metabdlica caracterizada por um aumento
anormal de glicose no sangue. Em um estagio
inicial da doenca, além da hiperglicemia
observa-se também polidria, polidipsia e perda
de peso corporal, apesar do aumento de
apetite. A baixa concentragdo de insulina leva
a um estado catabdlico de proteinas e
gorduras e consequentemente a diminui¢éo da
massa corpérea (Moura e colaboradores,
2012).

Em nosso estudo, os resultados
mostram que houve reducdo significativa do
peso corporal dos animais em todos 0s grupos
do experimento induzidos & doenga com
streptozotocina. Os dados estdo de acordo
com a literatura (Hebert e Nair, 2009) que
descreve que a hipoinsulinemia, decorrente do
diabetes, influencia na perda de peso dos
animais do grupo controle.

Em relacdo a modelos de natacdo e
de restricdo alimentar, autores descrevem que,
ao final do experimento, had diminuicdo da
massa corporea dos animais (Jeckel-Neto,
2002; Moura e colaboradores, 2012).

Sabe-se que em modelos de diabetes
experimental em animais de laboratério, os
efeitos sistémicos do treinamento fisico e da
restricdo alimentar tém sido demonstrados em
varios trabalhos (Hall e colaboradores, 2013;
Knauf, Koltyn, 2014; Stranahan e
colaboradores, 2009). Porém, as influéncias
do exercicio fisico e da restricdo alimentar
sobre as funcdes cognitivas de ratos
diabéticos ainda nao estdo definidas.

Em nosso estudo, em relacdo a
memoaria/aprendizado, os animais do grupo
controle (G1), natacao (G3) e restricao calérica
+ natacdo (G4) apresentaram piores
desempenhos no teste de esquiva inibitéria.
J4, os animais do grupo G2, submetidos
somente a restricdo alimentar, demonstraram

maior aprendizado em relacdo aos demais
grupos.

Convém  salientar que estudos
descrevem que uma restricdo alimentar diaria
(até 30%) ndo causa déficits nutricionais nos
ratos; e consideram que a restricdo alimentar
moderada € um fator que influencia na
melhora das fun¢gBes cognitivas como
aprendizado e meméria, podendo induzir a
reducdo do estresse oxidativo no cérebro,
diminuicdo da neurodegeneragdo e aumento
da plasticidade neuronal (Kuhla e
colaboradores, 2013; Mercken e
colaboradores, 2012).

Diversos estudos mostraram que
houve um aumento do aprendizado em grupos
submetidos a restricdo alimentar moderada
guando comparados ao grupo controle.
Experimentos com ratos, também identificaram
melhor desempenho na memédria dos animais
gue passaram por restricdo caldrica moderada
(30% de reducdo alimentar) (Ferreira e
colaboradores, 2006; Sharma, 2004).

Estudos demonstraram que a restricdo
alimentar melhora as fungdes cognitivas e o
nivel de ansiedade de ratos através da
integridade vascular, o que pode contribuir
para a diminuigc&o de desordens
neurodenerativas causadas pelas diabetes
(Parikh e colaboradores, 2016).

Em nossa pesquisa, notou-se que 0s
animais do grupo G2 (restricdo alimentar)
demonstram melhor desempenho em relacéo
a memoria e aprendizagem, porém no grupo
G4, submetido a restricdo alimentar associada
ao exercicio fisico, os resultados ndo foram
t&o expressivos.

O exercicio fisico promove efeitos
favoraveis na memoria de roedores utilizando
exercicios voluntarios como a roda livre,
entretanto, o exercicio forcado envolve um
certo grau de estresse (Winter e
colaboradores, 2007). @] estresse,
especialmente subagudo ou crbénico, pode
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produzir alteracdes profundas no
processamento da memoéria (Schwabe e
colaboradores, 2010). Desta maneira, €
importante distinguir os efeitos causados pelo
proprio exercicio daqueles produzidos pelo
estresse inerente ao exercicio fisico (Mello e
colaboradores, 2008).

Aparentemente a natacdo forcada
realizada pelos animais do grupo G4, pode ter
provocado um estado de estresse explicando
porque esses animais responderam menos
que o esperado no teste de Esquiva Inibitoria;
semelhante aos animais do grupo G3 que
também apresentaram desempenho inferior
quanto ao aprendizado.

Autores afirmam que se deve avaliar o
tipo, a intensidade e a frequéncia do exercicio
fisico para que o mesmo promova beneficios
sobre as funcdes cognitivas (Ahlskog, Geda e
Petersen, 2011), pois o exercicio pode
melhorar a performance em diversas tarefas
cognitivas, porém o0s exercicios intensos e
forcados ndo apresentam resultados positivos
quanto a cognicdo (Kramer e colaboradores,
2005).

O exercicio fisico regular e moderado
relaciona-se com a melhora de vérias funcdes
cognitivas em ratos, tais como: o aumento da
neurogénese  hipocampal, reducdo de
variaveis relacionadas ao estresse oxidativo, o
incremento da vascularizacdo cerebral e uma
variedade de mudancas morfolégicas (Real e
colaboradores, 2010; Yau e colaboradores,
2014).

CONCLUSAO

Os resultados de nosso estudo, de
acordo com a metodologia utilizada, indicam
que entre os animais diabéticos de todos os
grupos do experimento, o da restricdo
alimentar mostrou melhor desempenho quanto
ao aprendizado.
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