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RESUMO

A obesidade e estresse cronico tém sido considerados importantes problemas de satde publica
que afetam milhGes de pessoas em todo o mundo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi analisar
o efeito da obesidade associada ao estresse cronico sobre 0s parametros
neurocomportamentais, hematoldgicos e bioquimicos em ratas, considerando que a associa¢do
dessas doencas pode potencializar seus efeitos negativos sobre a homeostase no organismo.
Para isso, ratas Wistar foram distribuidas nos seguintes grupos experimentais: dieta padréo
(DP), dieta padréo + estresse (DP + estresse), dieta de cafeteria (Cafe) e dieta de cafeteria +
estresse (Cafe + estresse) grupos, com 12 animais por grupo. Os animais dos grupos e DP e
DP + estresse foram alimentados com ragédo padrdo roedoroes. Aos animais dos grupos Cafe e
Cafe + estresse, adicionalmente a racdo padrdo, foram oferecidos diferentes alimentos
palataveis (caléricos e in natura), agua com sacarose (300 g/L) e refrigerante do tipo cola, ad
libitum. A partir da oitava semana experimental, os grupos DP + estresse e Cafe + estresse
foram submetidos ao modelo de estresse crénico por restricdo, durante 50 dias. Apés o
protocolo de estresse 0s animais foram submetidos a testes neucomportamentais preditivos de
ansiedade (tesde do campo aberto e labirinto em cruz elevado) e depressao (teste do nado
forcado). Ao final do experimento, avaliou-se parametros hematolégicos (eritograma,
leucograma e plaquetograma) e bioquimicos (lipidograma, glicemia, proteinas totais e
fracdes). Os resultados demonstram que a dieta de cafeteria foi capaz de induzir um quadro de
obesidade nos animais, aumentando a massa corpdrea, massa das gorduras retroperitoneal e
visceral, indice de massa corporea, taxa especifica de ganho de peso, delta do peso,
coeficiente de eficacia alimentar, coeficiente de ganho de peso por consumo calorico,
comprimento naso-anal, circunferéncia abdominal e quilocalorias ingeridas. A proporcdo da
locomocdo nos quadrantes centrais/locomocéo total, avaliado durante o teste de campo aberto
ndo indicou comportamento ansiolitico ou ansiogénico nos animais. No entanto, o teste de
labirinto em cruz elevado mostrou que 0s animais obesos e estressados apresentaram maior
indice de ansiedade. Além disso, os animais estressados e obesos exibiram menor
comportamento de escalada em relacdo aos demais grupos, o que pode ser considerado um
comportamento preditivo de depressdo. Nao foram observados efeitos prejudiciais da
interacdo obesidade e estresse sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos avaliados.
Evidenciaram-se apenas efeitos individuais do fator “nutri¢ao” (fator 1) sobre os parametros
leucocitarios e glicémicos avaliados. Os animais obesos apresentaram-se hiperglicémicos e
com quadro de leucocitose por neutrofilia e lifocitose.

Palavras-chaves: modelos experimentais; sobrepeso; alimentos palataveis; estresse,
neurocomportamento.



ABSTRACT

Obesity and chronic stress have been considered major public health problems that affect
millions of people worldwide. The objective of this study was to analyze the effect of obesity
associated with chronic stress on neurobehavioral parameters, hematological and biochemical
in rats, considering that the association of these diseases can enhance their negative effects on
homeostasis of the organism. For this, female Wistar rats were distributed in the following
groups: standard diet (SD), standard diet + stress (DP + stress), cafeteria diet (Cafe) and
cafeteria diet + stress (Cafe + stress) groups (n=12 rats, per group). The animals of the DP and
DP + stress groups were fed standard food. Groups Cafe and Cafe + stress, additionally to the
standard feed, were offered palatable and calorie-rich processed food, water with sucrose (300
g/L)and cola-type soft drink ad libitum. From the eighth experimental week, groups Std +
stress and Cafe + stress were subjected to restraint chronic stress model (50 days). After the
restraint chronic stress the animals were subjected to predictive anxiety tests (open field and
elevated plus maze tests) and depression (forced swimming test). At the end of the experiment
was evaluated hematological parameters (erythrogram, leucogram and platelet parameters)
and biochemical (lipid profile, blood glucose, total proteins and fractions). The results
demonstrate that cafeteria diet was able to induce obesity in the above animals, increasing
body mass, weight of retroperitoneal and visceral fat, body mass index, specific rate of weight
gain, weight delta efficacy coefficient food, weight gain coefficient for calorie intake, naso-
anal length, abdominal circumference and kilocalories ingested. The ratio locomotion in the
central quadrants/total locomotion evaluated during the open field test was not indicative of
anxiogenic or anxiolytic effect in the animal’s behavior. However, the elevated plus maze test
showed that obese and stressed animals were prone to higher anxiety levels. In addition, the
obese and stressed animals display less climbing behavior than all the other groups, which can
be considered an indicator of depression-like behavior. No damaging effects caused by the
interaction of obesity and stress were observed on the biochemical and hematological
parameters. Only individual effects of the factor obesity on leukocyte and glycemic
parameters were observed. The obese animals presented hypoglycemia and leukocytosis by
neutrophilia and lymphocytosis.

Keywords: experimental models; overweight; palatable food; stress, neurobehavioral.
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GD - Giro dentado (regido do Hipocampo)

H — Hemécia

Hb — Hemoglobina

HDL - Lipoproteinas de alta densidade

HAS — Hipertensdo arterial sistémica

Hem — Hematdcrito

HPA — Eixo hipotalamico-pituitario-adrenal

IF Goiano — Instituto Federal Goiano

IMC - indice de massa corporal

IQVD - indice de qualidade de vida dermatolégico

LDL - Lipoproteinas de baixa densidade

Lp — Leptina

MDA — Atividade minima da doenca

MDD - Transtorno depressivo maior
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MHO - Obeso metabolicamente saudavel
MS — Ministério da Saude

NON-OVX — Fémeas ndo ovariectomizadas
OMS - Organiza¢do Mundial da Saude
ONU - Organizagao das Nag¢des Unidas
OVX — Fémeas ovariectomizadas

PASI — indice da area e severidade da psoriase
Pl — peso corporal inicial

PF — peso corporal final

TNF-a — Fator de necrose tumoral

UFG — Universidade Federal de Goiés
VCM - Volume corpuscular médio

VEGF - Fator de crescimento endotelial

VLDL - Lipoproteinas de densidade muito baixa

VP — Variacdo de peso
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CAPITULO I. REVISAO DE LITERATURA E OBETIVOS

1.1. Epidemiologia da obesidade e seus principais efeitos na homeostase do organismo

A obesidade tem sido definida como acumulo em excesso de gordura corporal, em
medida suficiente para resultar em outras complicacdes de salde, como a redugdo da
expectativa de vida (Lancet, 2006; Flegal et al., 2013; Bahreini et al., 2013; Flegal et al.,
2015). Conforme discutido recentemente por Jauch-Chara & Oltmanns (2014), a definicdo
classica de obesidade traduz-se num fendtipo resultante de ingestdo alimentar excessiva que,
combinada com sedentarismo, favorece um balanco energético positivo e, consequentemente,
0 aumento ponderal. Este desequilibrio entre a energia ingerida e despendida pode ser
revertido por meio da restricdo energética e exercicio. No entanto, a efetividade em médio ou
longo prazo das intervengdes com objetivo de reducdo da massa corpdrea baseadas neste
pressuposto demonstraram que a obesidade é uma patologia determinada, e mantida, por
mecanismos complexos. Existe evidéncia quanto ao envolvimento de circuitos neurais
implicados na regulacéo do apetite e na etiopatologia da obesidade, sugerindo que esta doenca
deve ser considerada no espectro das patologias neuropsicologicas (Jauch-Chara & Oltmanns,
2014). Atualmente, a obesidade € considerada uma epidemia global e um dos principais
problemas de satde publica do mundo (Dulloo et al., 2010; Haththotuwa et al., 2013; WHO,
2014; Ng et al., 2014), acometendo individuos de diferentes sexos, idades e etnias.

Na prética clinica, a gordura corporal € estimada, utilizando uma formula que combina
massa corporea e altura (Kopelman, 2000). O pressuposto subjacente € de que a maior
variacdo de massa corpdrea para as pessoas da mesma altura é devido & massa gorda’, e a
formula mais frequentemente utilizada em estudos epidemiolégicos refere-se ao indice de
Massa Corporal (IMC). A classificacdo graduada de valores de IMC utilizada fornece valiosas
informacGes para avaliacdes relativas ao sobrepeso e a obesidade dos individuos. A referida
classificacdo permite, ainda, comparac6es significativas de “estado de peso” dentro e entre as
populacdes e a identificacdo de individuos e grupos em risco de morbidade e mortalidade. Em
adicdo, os valores de IMC também permitem a identificacdo de prioridades para intervencao
em nivel individual ou comunitario, para avaliar a eficacia dessas intervencdes medicas
necessarias para o tratamento do sobrepeso ou da obesidade (Kopelman, 2000).

E importante considerar que, devido as diferencas de proporcdes do corpo, os valores

do IMC pode ndo corresponder ao mesmo grau de gordura em diferentes popula¢ées (WHO,

A massa gorda exclui a massa de todos os 6rgéos vitais do organismo, tais como, 0ssos, mésculos, ligamentos,
tenddes e os liquidos corporais. Logo, considera-se massa gorda a gordura acumulada no organismo.
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1995), tampouco explicar a grande variacdo na natureza da obesidade entre os diferentes
individuos. Assim, a Organizacgdo Mundial da Saude (OMS) propds a classificacdo de
sobrepeso e obesidade que se aplica a homens e mulheres e para todos 0s grupos etarios
adultos (>18 anos) [IMC (kg/m?) = 25,0 — 29,9, sobrepeso; 30,0 — 39,9, obesidade; ¢ IMC >
40,0, obesidade morbida (WHO, 1995)].

Recentemente, Ng et al. (2014) compilaram dados de prevaléncia de sobrepeso e
obesidade de 183 paises, em uma série temporal de 33 anos, e constataram que a média
mundial de prevaléncia tanto de sobrepeso, quanto de obesidade, entre os anos de 1980 e 2013
foi de 27,5% para adultos e 47,1% para criangas. O nimero de individuos com sobrepeso ou
obesos no mundo passou de 857 milhdes em 1980 para 2,1 bilhdes em 2013 (Ng et al., 2014),
sendo observado crescimento gradual no decorrer dos anos avaliados, sobretudo em paises
desenvolvidos (Figura 1.1).

Ng et al. (2014) observaram incremento na proporcao de homens com sobrepeso de
28,8% em 1980 para 36,9% em 2013. No mesmo periodo, a propor¢do de mulheres passou de
29,8% para 38,0%. Tais incrementos sdo maiores em paises desenvolvidos do que em paises
em desenvolvimento, sendo observada correlagdo com 0 sexo; em que se observa maior
incremento de sobrepeso e obesidade em homens. J& em paises em desenvolvimento ocorre
uma inversao entre 0s sexos, ou seja, as mulheres apresentam maior incremento de gordura,
em comparagdo com os homens (Figuras 1.1 e 1.2).

Outro aspecto importante demonstrado por Ng et al. (2014), refere-se ao fato de que
tem sido demonstrado que o sobrepeso e a obesidade tendem a se intensificar com o avancar
da idade. No ano de 2013, em paises desenvolvidos, mais de 60% dos individuos com idade
entre 50 e 79 anos estavam com sobrepeso ou obesos. Nos homens houve prevaléncia de 60%
de sobrepeso, quando em idades entre 35 e 79 anos (Ng et al., 2014). Por outro lado, nos
paises em desenvolvimento a prevaléncia de sobrepeso de homens com da mesma faixa etaria
tem sido menor (acometendo entre 29% e 39% dos homens). Ja nas mulheres a prevaléncia é
maior, ultrapassando 40% entre aquelas com idade que varia de 50 a 69 anos (Ng et al., 2014).

E possivel observar na Figura 1.1 que paises em desenvolvimento, como o Brasil,
apresentam menores percentuais de individuos com sobrepeso ou obesos em relacdo a média
mundial. Além disso, as curvas relativas aos individuos obesos apresentam certa estabilidade.
A partir destas observacdes pode-se inferir que o cenario relativo a obesidade, nos paises em

desenvolvimento, é “melhor” ou menos pior que a maioria dos paises desenvolvidos.
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A Sobrepeso e Obesidade (IMC > 25 kg/mz)
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Figura 1.1. Percentual de mulheres e homens com prevaléncia de sobrepeso e
obesidade (A) e obesidade isoladamente (B), entre os anos de 1980 e 2013, em paises
desenvolvidos, em desenvolvimento e em ambito global. Fonte: Adaptada de Ng et al.
(2014).

Entretanto, ainda é possivel notar Figura 1.1 que os percentuais de individuos com
sobrepeso continuam aumentando de forma acentuada, sendo estes acometidos por efeitos
deletérios da adiposidade em excesso. Conforme discutido Lao et al. (2014), a estabilizacéo
dos percentuais de obesidade podem mascarar a expansdo de complicacbes como 0 aumento

da circunferéncia abdominal e a obesidade abdominal (acimulo de gordura na regido
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abdominal), ambos preditivos de risco para o desenvolvimento de doenga cardiovascular.
Estes autores, em especifico, avaliaram a prevaléncia da obesidade na China entre 2002 e
2010 e constataram a estabilizacdo dos percentuais de obesos. Entretanto, os percentuais de
individuos com elevada circunferéncia abdominal e obesidade abdominal continuam
aumentando, elevando o nimero de pacientes com riscos para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em funcdo da adiposidade excessiva, mesmo diante da estabilizacdo da

prevaléncia da obesidade.

Prevaléncia (%)
mO05  [320-30
m510  =30-40
[10-15 Em40-50
1520 g 50-100

B Mulheres

Figura 1.2. Mapa mundial evidenciando a prevaléncia de obesidade (IMC > 30 kg/mz)
em homens (A) e mulheres (B), com idade padronizada acima de 20 anos. Fonte:
Adaptada de Ng et al. (2014).

O Brasil, em particular, tem vivido nas Ultimas décadas uma mudanca no perfil
nutricional em sua populacdo, caracterizada pela queda da prevaléncia da desnutri¢do
proteico-calérica (DPC) e pelo aumento das taxas de sobrepeso e obesidade em todas as
idades, associada ao sedentarismo e as mudancas nos padrdes alimentares da populacdo, como
também as mudancas sociais, econdémicas e demogréaficas decorrentes do processo de
desenvolvimento do pais (Brasil, 1990; Escoda, 2002; Filho & Rissin, 2003; Ferreira et al.,
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2013). Dados recentes do Ministério da Saude (MS) (Brasil, 2012) e Malta et al. (2014)
mostram que mais da metade da populagdo encontra-se em uma condi¢éo de sobrepeso. Ainda
de acordo com o0 MS, 42,7% da populacdo brasileira estava acima do peso ideal, em 2006. Em
2011, esse percentual aumentou para 48,5% (Brasil, 2012) e chegou a 51% em 2012 (Malta et
al., 2014). Em um estudo recente Malta et al. (2014) observaram incremento anual médio de
1,37% e 0,89% na prevaléncia de sobrepeso e obesidade, respectivamente. Segundo 0s
autores, caso estas tendéncias sejam mantidas, em 2022 cerca de dois ter¢os dos adultos nas
capitais dos estados brasileiros estardo com sobrepeso, e cerca de um quarto serdo obesos.

O pais segue a tendéncia observada nos paises em desenvolvimento (Figuras 1.1 e
1.2)), em que os homens apresentam menores indices e chances de desenvolvimento de
sobrepeso, obesidade e obesidade abdominal (Pedroni et al., 2013; Malta et al., 2014; Ng et
al., 2014). Corroborando esses dados, Pedroni et al. (2013), com o objetivo de estimar a
prevaléncia de obesidade abdominal e excesso de gordura em escolares de 11 a 14 anos
(meninos e meninas) de uma cidade serrana na regido Sul do Brasil, observaram que meninos
apresentaram 37,8% menos chances de desenvolver obesidade abdominal do que as meninas.

Em relagdo aos efeitos da obesidade nos seres humanos, estes estdo relacionados a
elevacdo da propensdo ao desenvolvimento de varias morbidades como a aflicdo psicologica,
depressdo, ansiedade, osteoartrite, diabetes mellitus do tipo 2, hipertensdo arterial,
hiperlipidemia, esteatose hepatica, doencas cardiovasculares, psoriase, asma, doenca de pele
generalizada e certos tipos de cancer, estando a reducdo de peso associada a melhora na
resposta aos efeitos metabolicos da obesidade e as doencas associadas (Ziccardi et al., 2002;
Haslam et al., 2005; Carrascosa et al., 2013; Jensen et al., 2013; Moreira et al., 2013; Switzer
et al., 2013; Bhattacharya et al., 2014; Eder et al., 2014; Sybilski et al., 2014; Hinnouho et al.
2014; Doventas et al. 2015; Cawsey et al. 2015). Além disso, como mostrado por Olufadi et
al. (2008), a obesidade esta intimamente associada com a sindrome metabdlica e com o
aumento na expressao de marcadores pro-tromboticos e pro-inflamatérios. O Quadro 1.1
apresenta a sintese de alguns estudos importantes, os quais tém evidenciado os efeitos da
obesidade sobre a homeostase do organismo humano e, consequentemente, prejuizos

diversificados.
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Quadro 1.1. Sintese de estudos recentes que tém demonstrados prejuizos organicos da obesidade em seres humanos.

Estudos Principais objetivos Publico alvo do estudo Principais conclusoes
Nas mulheres obesas, a ativacdo endotelial esta
) ) ) ) correlacionada com a gordura corporal visceral,
Avaliar a influéncia da obesidade em o 3 ] ] o
) ) o Mulheres italianas nao-obesas e possivelmente por meio de secrecdo inadequada de
Ziccardi et al. mulheres sobre as fungdes endoteliais e as o ) o i
] o obesas  saudaveis na  pré- citocinas. A perda de massa corpérea representa
(2002) concentragbes circulantes de citocinas ) .
o . ) ) menopausa. um método seguro para regular negativamente o
pro-inflamatdrias e moléculas de adesdo. . - .
estado inflamatério e melhorar a disfuncéo
endotelial em mulheres obesas.
Adultos que estavam  com
o . ) sobrepeso  ou obesos quando ) o
Sintetizar evidéncias sobre o impacto, em ) O sobrepeso e a obesidade na infancia e
] ) ) ] _ criangas e adolescentes, o o
Reilly & Kelly longo prazo, da obesidade infanto-juvenil ] ) adolescéncia tém consequéncias adversas sobre a
) ) provenientes dos Estados Unidos, ] ] ) )
(2010) sob a mortalidade prematura e morbidade ) ~ mortalidade prematura e morbidade fisica na idade
) ] Noruega, Suécia, Escocia,
fisica na idade adulta. ) ) ) adulta.
Australia, Dinamarca, Reino

Unido, China e Finlandia.

Carrascosa et al.

(2013)

Avaliar a prevaléncia de sobrepeso e
obesidade em pacientes com psoriase
moderada a grave em comparagdo com a
populagdo em geral e avaliar a relacdo
entre o IMC e o risco de interrup¢do do

tratamento.

Pacientes com psoriase moderada a
grave em tratamento convencional
ou biol6gico, residentes na

Espanha.

Os pacientes com psoriase moderada a grave
apresentaram maior prevaléncia de obesidade do
que a populacdo em geral. O aumento do IMC foi
associado ao risco aumentado de interrupgdo do
tratamento devido a falta de eficacia e um maior

risco de efeitos adversos.

Continua...
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Quadro 1.1. Continuagao.

Estudos Principais objetivos Publico alvo do estudo Principais conclusoes
O tratamento com dieta de baixa caloria mostrou
uma tendéncia a favor do indice da Area e
Avaliar o efeito da reducdo do peso ) i Severidade da Psoriase (PASI), melhorando
Jensen et al. ) i Pacientes obesos com psoriase, ] )
sobre a gravidade da psoriase em ) ] clinicamente os pacientes e proporcionando uma
(2013) ] provenientes da Dinamarca. . . )
pacientes obesos. reducdo significativa no Indice de Qualidade de
Vida Dermatoldgico (IQVD) em doentes obesos
com psoriase.
Identificar a prevaléncia e os fatores ] ]
) ) . ) 5 ~ Adolescentes de 10 a 16 anos, Os resultados enfatizam a obesidade como
Moreira et al. associados a hipertensdo arterial o o ) .
S participantes de um estudo de principal fator associado a HAS em
(2013) sisttmica (HAS) em adolescentes de

uma coorte.

coorte no Brasil.

adolescentes.

Eder et al. (2014)

Avaliar se pacientes com sobrepeso e
obesos com artrite psoriatica (AP) sdo
menos pPropensos a atingir o estado de
atividade minima da doenca (MDA)
sustentada em

comparagdo com

pacientes com peso normal.

Pacientes de um estudo de coorte

realizado no Canada.

Os pacientes com sobrepeso e obesos com AP
MDA

sustentada em comparacd0 com 0s pacientes

sd0 menos propensos a alcancgar

Ccom masSa corpc’)rea normal.

Continua...
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Quadro 1.1. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Publico alvo do estudo

Principais conclusoes

Sybilski et al.
(2014)

Analisar a relacdo entre a obesidade e
sobrepeso e a prevaléncia de doencas
alérgicas e sensibilizacdo, bem como o

impacto do sexo e local de residéncia.

Pacientes de diferentes cidades da

Pol6nia.

O sobrepeso e a obesidade aumentaram a
prevaléncia de asma sintomatica em adultos,
especialmente em mulheres. Em criangas com
idade entre 13 e 14 anos, a obesidade aumentou
a prevaléncia de asma e proporcionou uma
tendéncia para adquirir doencas de carater
aléergico. O IMC maior foi negativamente
correlacionado com a prevaléncia de rinite

alérgica em homens com sobrepeso e obesos.

Hinnouho et al.

(2014)

Examinar a associagdo do fenotipo

obeso  metabolicamente  saudavel
(MHO)

cardiovascular e diabetes do tipo 2.

com incidente  doenca

Pacientes com fenétipos MHO e
obesos metabolicamente
insalubres, de ambos 0s sexos,

residentes no Reino Unido.

Para o diabetes do tipo 2, o fen6tipo MHO esta
associado ao menor risco do que o obeso
insalubre metabolicamente, mas para doenca
cardiovascular o risco é elevado em ambos 0s

fenotipos da obesidade.

Continua...
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Quadro 1.1. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Publico alvo do estudo

Principais conclusdes

Doventas et al.
(2015)

Investigar a relagdo entre obesidade e
marcadores  0sseos,  leptina e
resisténcia a insulina no tratamento da

osteoporose pos-menopausica.

Pacientes com ou sem obesidade
e com ou sem osteoporose,

provenientes da Turquia.

Osteoprotegerina, fosfatase acida resistente a
tartarato (TRAP; marcador osteoclastica),
ativador do receptor ativador do fato nuclear
KB (RANKL), fosfatase alcalina éssea e as
concentracdes de leptina podem ser utilizados
como marcadores significativos no
desenvolvimento  de  osteoporose  e/ou

obesidade em mulheres pds-menopausicas.

Cawsey et al.
(2015)

Avaliar se a densidade mineral 0ssea
(DMO) esta relacionada com maiores

riscos de fratura em mulheres obesas.

Mulheres obesas com baixa ou
alta densidade mineral 06ssea,

residentes no Canada.

As mulheres obesas com menores valores de
DMO tém maior risco de fratura em

comparacdo com aqueles com maior DMO.
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O aumento constante da expectativa de vida devido ao tratamento médico
avancado pode ser revertido por impactos negativos causados pela obesidade sobre a
atual juventude em paises ocidentalizados (Olshansky et al., 2005). Reilly & Kelly
(2010) mostraram efeitos em longo prazo do sobrepeso e da obesidade. Os autores
mostraram que a presenca de sobrepeso e obesidade em criangas e adolescentes tem
sido associada significativamente ao incremento da mortalidade prematura e morbidade
na idade adulta, ampliando as chances de desenvolver morbidades cardiometabolicas,
diabetes, hipertensdo, doenca isquémica do coragéo, acidente vascular cerebral, asma e
sindrome dos ovarios policisticos.

Atualmente, tem-se também associado a obesidade a diversas desordens ou
distarbios psiquiatricos. Conforme discutido por Dobrow et al. (2002), algumas
pesquisas tém demonstrado que a obesidade €, em grande parte, o produto da
vulnerabilidade genética mediada por um ambiente promotor da doenga, 0 que sugere
que os modelos biologicos podem ser mais Uteis que os psicologicos para entender seu
inicio e manutencdo. No entanto, diferentes trabalhos tém demonstrado que em
pacientes que procuram tratamento, a obesidade tem sido associada a transtornos
psiquiatricos, especialmente a depressdo e ansiedade, 0 que sugere que a comorbidade
psiquiatrica deve ser considerada na avaliacdo e no manejo clinico. Os Quadros 1.2 e
1.3 trazem uma sintese de alguns trabalhos recentes que demonstram a associacdo da
obesidade a essas desordens psiquiatricas, tanto em humanos, quanto em modelos

animais experimentais, respectivamente.
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Quadro 1.2. Sintese de alguns trabalhos recentes que demonstram a associac¢do da obesidade com a depressdo e/ou ansiedade em seres humanos.

Estudos

Principais objetivos

Publico alvo do estudo

Principais conclusoes

Tae et al. (2014)

Avaliar a sintomatologia psiquiatrica, o
uso de substancias, a qualidade de vida
de

pacientes obesos submetidos a cirurgia

e 0 comportamento alimentar

bariatrica antes e ap6s o procedimento.

Mulheres brasileiras submetidas a

cirurgia bariatrica.

Foi observada diminuicdo da sintomatologia
psiquiatrica ap0s a cirurgia bariatrica, bem como
reducdo do uso de substancias psicoativas. Além
disso, houve melhora na qualidade de vida ap6s

o0 tratamento cirurgico da obesidade.

Grundy et al.

Avaliar a relacdo entre obesidade e

Mulheres obesas ou com massa

Os resultados sugerem que a depresséo e a

ansiedade podem ser associadas com o ganho de

algumas doengas mentais, como corpdrea normal, com idade entre ) ]
(2014) 3 ] ) ~ peso e o uso de antidepressivos pode ser
depresséo e ansiedade. 25-74 anos, residentes no Canada. ) )
associado com a obesidade.
Comparar os efeitos aditivos de Etnia e género podem determinar como

Assari (2014)

desordens de ansiedade geral (GAD) e
transtorno depressivo maior (MDD) no
IMC de

afrodescendentes no

em subpopulactes

com base

cruzamento de etnia e género.

Homens e mulheres
afrodescendentes com diferentes
IMCs, provenientes dos Estados

Unidos e do Caribe.

ansiedade e depressdo estdo associados com
IMC nos afrodescendentes. Subpopulacfes (com
base na etnia ou sexo) de afrodescendentes
podem ter consequéncias mentais determinadas

ou especificas da obesidade.

Continua...
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Quadro 1.2. Continuacéo

Estudos Principais objetivos Publico alvo do estudo Principais conclusoes
Determinar se os subtipos de MDD
Lasserre et al sdo preditivos de adiposidade em Homens e mulheres com idade O subtipo atipico de MDD é um forte preditor
(2014) termos de incidéncia de obesidade e entre 35 e 66 anos, provenientes da obesidade, demandando maior atengdo no

alteragdes no IMC, circunferéncia

abdominal e massa gorda.

da Suica.

diagnostico e tratamento deste subtipo.

Butnoriene et al.

Investigar a associacdo de transtornos

Homens e mulheres com em

Disturbios e sintomas da depressdo estdo

associados com maior taxa de prevaléncia de

2014 depressivos e ansiosos com a média 45 anos, oriundos da sindrome metabdlica (condicdo associada a
( ) sindrome metabolica. Lituania. obesidade). Contudo, tal associacdo ndo ocorre
na ansiedade.
Avaliar a relacdo entre o curso da Pacientes de ambos o0s sexos
massa corpérea e variaveis submetidos a cirurgia bariatrica, Foi observada consideravel perda de peso ap6s
Burgmer et al. psicoldgicas como depressdo, com idade média de 38,8 + 10,2 a cirurgia bariatrica e melhoria significativa de
(2014) ansiedade, qualidade de vida e anos. Os pacientes foram aspectos importantes da saide mental durante

autoestima até 4 anos apds a cirurgia

bariatrica.

provenientes da Alemanha e

Austria.

0 periodo de acompanhamento de 4 anos.

Continua...
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Quadro 1.2. Continuagao.

Jari et al (2014)

Avaliar a relagdo de sobrepeso e
obesidade com alguns distdrbios
amostra

de

psicolégicos em uma

nacionalmente  representativa

adolescentes iranianos

Estudantes iranianos com idade
entre 10 e 18 anos de ambos 0s
IMCs

(normal, sobrepeso e obesidade)

sexos, com diferentes

e condi¢es mentais.

Em adolescentes iranianos, o sobrepeso nao
aumentou o risco de sofrimento psiquico. Este
achado pode ser devido a atitude positiva da
familia e dos

pares para gordura na

adolescéncia.

Explorar a prevaléncia de depressdo

Pacientes  australianos com

idade maior ou igual a 18 anos,

Massa corpOrea e depressao demonstraram

Carey et al. entre os pacientes de clinica geral com ) ] correlacio em forma de U, com maior
) com baixa massa corpdrea, o }
(2014) baixo peso, peso normal, sobrepeso e ] prevaléncia de depressdo observada entre o0s
massa corpérea normal e _ ] )
obesos. pacientes com baixa massa corpdrea e obesos.
obesos.
No sexo feminino, ocorre correlacéo
Examinar associagdes potenciais entre  Adolescentes de ambos os sexos bidirecional; depressdo precoce no inicio da
Marmorstein et depressdo e obesidade de inicio da com massa corporea normal e adolescéncia € associada com risco elevado de

al. (2014)

adolescéncia até a idade adulta

precoce.

sobrepeso, dos

Estados Unidos.

provenientes

desenvolver obesidade mais tarde, e a
obesidade precoce prediz a depressdao mais

tarde.

26



Quadro 1.3. Sintese de alguns trabalhos recentes que demonstram a associacdo da obesidade com a depressdo e/ou ansiedade em modelos

animais experimentais.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusdes

Sharma & Fulton

(2012)

Determinar o impacto de uma dieta rica

em gordura palatavel no

comportamento depressivo, alteragGes
circuitos  de

bioguimicas e em

recompensa do cérebro.

Camundongos C57BL/6J machos
adultos (8 semanas de vida),
submetidos aos testes do labirinto
em cruz elevada, campo aberto e

nado forcado.

O consumo crdnico de comida rica em gordura e
obesidade induzem alteragdes relacionadas com
plasticidade no circuito de recompensa que estao

associados a um fenotipo do tipo depressivo.

Rodriguiz
(2013)

et

al

Testar a hipoGtese de que as respostas de
ansiedade ndo estdo presentes em
camundongos obesos jovens (60 idas),
mas aparecem em animais obesos mais
velhos (> 90 dias).

Camundongos BKS.HRS-Cpe™/J
de ambos os sexos, submetidos
aos testes comportamentais do
campo aberto, exploragdo claro
escuro, nado forcado e suspensao

da cauda.

Os camundongos apresentaram comportamento
ansiogénico e depressivo antes de desenvolver
obesidade, contudo nédo foi possivel identificar a
ordem de aparecimento dos comportamentos

depressivos ou ansiogénicos.

Rossetti
(2013)

et

al.

Testar se a oferta intermitente de racao
padrdo para roedores e alimentos

palataveis induzem compulsdo

alimentar.

Ratas Wistar com idade entre 45 e
60 dias (140-200 g), submetidos a
diferentes testes

neurocomportamentais

Ocorreu desenvolvimento de transtornos de
ansiedade e déficits cognitivos que conduzem a
uma perda de controle sobre a ingestdo de

alimentos palataveis.

Continua...
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Quadro 1.3. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusoes

Kurhe et al. 2014

Investigar o papel do ondansetron na
dieta rica em gordura em camundongos
induzidos a

obesos alteraces

comportamentais e  bioquimicos,
utilizando o modelo de depressao
leve cronico

causada por estresse

Camundongos Swiss machos (20

e 25 ¢g). Os animais foram
submetidos aos testes
comportamentais do nado

forgado, labirinto em curz elevada

e preferéncia por sacarose.

Ondansetron, por meio da modulacdo alostérica
do sistema serotonérgico, eleva o nivel de
serotonina e, assim, regula a secrecdo de insulina
e, portanto, reverte o "nivel de glicose alterado",
podendo  ser mecanismo

um  possivel

antidepressivo em situacbes de comorbidade

imprevisivel. com a obesidade.
] ) ) Camundongos C57BI/6 machos
Avaliar o0 impacto da obesidade ) ) )
) ] ) ) submetidos aos testes A obesidade e, possivelmente, a resposta
] induzida por dieta no aparecimento de ] - ) . ) . )
André at al comportamentais labirinto em inflamatoria associada a obesidade, podem

(2014)

alteracdes neuropsiquiatricas e 0
aumento da susceptibilidade a doengas

imunomediadas.

cruz elevada, labirinto em Y,
suspensdo da cauda, atividade

motora e nado forgado.

representar um estado de wvulnerabilidade a

sintomas depressivos imunomediados.

Sivanathan et al.
(2015)

Avaliar os efeitos do consumo cronico
de uma dieta rica em gordura em
comparacdo com uma dieta de baixa

gordura, por ratas adultas.

Ratas adultas da linhagem Long
Evans, submetidas aos testes de
transicdo claro-escuro e campo

aberto

O consumo cronico de dieta hiperlipidica
aumenta o0 comportamento de ansiedade nos
animais, pelo menos, em parte por meio de
alteracbes nos mecanismos de sinalizagcdo de

glicocorticoides nas regides limbicas do cérebro.

Continua...
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Quadro 1.3. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusdes

McNeilly et al.
(2015)

Testar a hipotese de que a
hipersecrecdo  de  glicocorticoide,
evocada pela alimentacdo de ratos
com uma dieta rica em gordura
durante 12 semanas, também
influencia as respostas
comportamentais e neurais no teste do

labirinto em cruz elevado.

Ratos Wistar adultos.

As propriedades ansioliticas evocadas no teste
do labirinto em cruz elevado pela alimentagéo
rica em gorduras ndo sao susceptiveis de serem
relacionadas as alteracdes na funcdo do eixo
HPA visto em animais alimentados com esta

dieta.
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1.2. Estresse: aspectos gerais e efeitos sobre o organismo

Outro problema de saude que tem afetado milhGes de pessoas refere-se ao
estresse, que estd relacionado a dindmica do mundo moderno (Monroe, 2008).
Conforme discutido por Lazarus (1984) e Taylor & Stanton (2007), o estresse pode ser
decorrente de uma determinada condicgdo e/ou estilo de vida e resultar em um conjunto
amplo de alteracbes comportamentais.

Para Rossetti et al. (2008), o estresse tem aparecido como um dos fatores
predominantes em varias desordens psiquicas, as quais tem aumentado
consideravelmente em todo o mundo (Collins et al, 2011; Murray et al., 2012).
Considerado pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU), em 1992, como a doenga do
século XX, o estresse afeta mais de 90% da populacdo mundial e vem sendo
considerada uma epidemia global (Almeida, 2002; Evans et al., 2007). Em adicdo,
conforme discutido por Tully (2004), o estresse tem sido responsabilizado pela elevacéao
dos custos empresariais de 50 a 75 bilhdes de ddlares por ano, principalmente na area de
recursos humanos e em planos de saude, sem levar em conta 0 prejuizo humano direto
decorrente dos desgastes fisico, emocional e social.

Segundo Lipp (2000), os custos sociais, emocionais e psicoldgicos ligados ao
estresse, sdo elevados, sendo o mesmo responsavel pela queda da produtividade e da
alta taxa de auséncia ao trabalho. Estimativas da OMS preveem que 25% de toda a
populacdo mundial irdo experimentar os sintomas ou sinais clinicos do estresse pelo
menos uma vez na vida (WHO, 2001). Zakabi (2004) estima que no Brasil, o nivel de
estresse esteja 50% mais elevado que ha 40 anos.

De acordo com Lipp & Guevara (1994), observa-se varias reacdes fisicas e
emocionais frente ao estresse. Segundo as autoras, 0s sinais e sintomas que ocorrem
com maior frequéncia de nivel fisico sdo: aumento da sudorese, tensdo muscular,
taquicardia, hipertensdo, aperto da mandibula, ranger de dentes, hiperatividade, nauseas,
médos e pés frios. Em termos psicologicos, varios sintomas podem ocorrer como:
ansiedade, tensdo, angustia, insdnia, alienacdo, dificuldades interpessoais, ddvidas
quanto a si proprio, preocupacdo excessiva, inabilidade de concentrar-se em outros
assuntos que ndo o relacionado ao estressor, dificuldade de relaxar, ira e
hipersensibilidade emotiva (Lipp & Guevara, 1994).

Em face disso, o estresse, quando presente no individuo, pode desencadear uma
série de doencas. Se nada for feito para aliviar a tensdo, o individuo cada vez mais se

sentird exaurido, sem energia e depressivo (Lipp, 2001). Em termos fisicos ou
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fisioldgicos, muitos tipos de doencas podem ocorrer, dependendo da heranga genética
do individuo. Alguns individuos adquirem ulceras (Melinder et al., 2015), outros
desenvolvem hipertensdo (Fonseca et al., 2009), outros apresentam herpes, dentre
outras. A partir dai, sem tratamento especializado e de acordo com as caracteristicas
pessoais, existe o risco de ocorrerem problemas graves, como infarto do miocardio,
acidente vascular encefalico, dentre outros (Lipp, 2002). Nao é o estresse que causa
essas doencas, mas ele propicia o desencadeamento de doengas para as quais 0
individuo ja tinha predisposicdo ou, ao reduzir a defesa imunolégica, ele abre espaco
para que doencas oportunistas aparegam (Lipp, 1996).

O estresse também pode afetar as fungBes cognitivas dos individuos, seja em
curto prazo (por exemplo, quando os pensamentos de um individuo sdo ocupados com
um argumento que aconteceu no inicio do dia, resultando em reducéo da capacidade de
prestar atencdo, acompanhar) ou em longo prazo (por exemplo, quando individuos sdo
expostos a estresse cronico, em comparacdo cCom Seus pares menos estressados com a
mesma idade) (Stacey et al., 2015). Alguns estudos importantes tém apoiado esses
padrdes — em curto prazo, em que menores estressores diarios podem produzir efeitos
transitorios sobre a cognicao, reduzindo a quantidade de recursos de atencéo disponiveis
para o processamento de informacdes (Sliwinski et al., 2006; Stawski et al., 2006).

O estresse diario também tem sido associado com aumento de processos
inflamatdrios e tanto a inflamacgéo, quanto o humor negativo de individuos estressados,
estdo associados a fadiga e podem explicar o déficit de atencdo comumente observado
em situacOes de estresse agudo (Dantzer et al., 2008). Em longo prazo, o estresse
crénico tem sido consistentemente associado com prejuizos nas fungbes cognitivas dos
individuos (Andel et al., 2011; Korten et al., 2014), declinio cognitivo acelerado
(Wilson et al., 2005; Aggarwal et al., 2014) e aumento da incidéncia de deméncia
(Wilson et al., 2007). Uma explicacdo para esses efeitos em longo prazo € que 0s
individuos que sofrem de estresse cronico estdo sob maior risco de sofrer de “desgaste
biolégico” [ou seja, carga alostatica® (McEwen, 1998; Chen et al., 2012)], que resulta
em desregulacao na funcdo enddcrina, quanto em efeitos pro-inflamatérios (Sapolsky et
al., 1986; Black, 2002; Kiecolt-Glaser et al., 2003; Miller et al., 2011) que podem

’Em outras palavras, a carga alostética pode ser vista como um indice para aferir esforgos adaptativos
anteriores, sempre com carater cumulativo, sendo um bom marcador para medir os esforgos e sua relagao
com os fatores de estresse de qualquer intensidade (Seeman et al., 2002; Carvalho, 2007).
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prejudicar a estrutura neural e, consequentemente, o desempenho cognitivo (Lupien et
al., 1998; Seeman et al., 2001; Yaffe et al., 2003).

1.3. InteragOes entre estresse e obesidade

Dentre as diversas alteragdes que podem ocorrer em fungdo do estresse, as
mudangas no comportamento alimentar, o qual reflete uma interagdo entre o estado
fisioldégico do organismo e as condi¢gdes ambientais (Vilela et al., 2004; Silva, 2011;
Patrick et al., 2011), estreitam os lacos da condicdo estressante com a obesidade. O
estresse cronico, em especial, esta associado a transtornos metabdlicos e mudancas na
homeostase energética (Bartolomucci et al., 2009), que podem induzir comportamentos
prazerosos e compulsivos como a ingestdo de alimentos doces e gordurosos, e com isso,
levar o individuo a obesidade (Gluck et al., 2001; Bjorntorp, 2001; Coccurello et al.,
2009).

Muennig (2008) destaca que o elevado grau de estresse psicolégico vivido por
individuos obesos, em fungdo do estigma social relacionado a massa corpérea, pode
intensificar os efeitos fisiopatologicos da obesidade, sendo que muitas das alteragcdes
bioguimicas adversas que estdo comumente associadas com a adiposidade excessiva
também podem ser causadas pelo estresse psicologico. Tais efeitos tém sido observados
principalmente em populacdes adultas estigmatizadas, mas também podem ser
esperados em criancas (Puhl & Latner 2007).

Nesse sentido, parece existir uma correlacdo bidirecional entre distarbios
psiquiatricos, sobrepeso e obesidade. Conforme demonstrado por Luppino et al. (2010),
a obesidade é um preditor da depressdo. Estes autores encontraram uma associagdo
bidirecional entre depressdo e obesidade, na qual individuos obesos tinham incremento
de 55% de chances de desenvolver depressdo, ao passo que individuos deprimidos
tinham incremento de 58% de chances de se tornar obesos. Os autores revelaram, ainda,
que a associacdo entre depressdo e obesidade foi mais forte que a associacdo entre
depresséo e sobrepeso, o que reflete um gradiente de dose-resposta, no qual quanto mais
intenso for o quadro de uma condicdo, maior € a chance de desenvolver a outra.

Dessa forma, fica clara a importancia de se desenvolver estudos que visam
elucidar ou caracterizar melhor os efeitos associados da obesidade a outras
enfermidades (Eder et al., 2014). Em se tratando de investigacdes sobre a associa¢do da
obesidade ao estresse, diferentes estudos ja foram conduzidos (Dallman et al., 2005;
Dallman et al., 2006; Warne & Dallman, 2007; Dallman, 2010; Tomiyama et al., 2011,
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Macedo et al., 2012; De-Oliveira et al., 2014; Macedo et al., 2014; Macedo et al., 2015).
O Quadro 1.4 sumariza esses estudos, apresenta os seus principais achados e evidencia a
importancia desses estudos para a evolucdo do conhecimento sobre os efeitos da
associagdo da obesidade e estresse em modelos experimentais. Entretanto, constata-se
uma caréncia de estudos que avaliaram o efeito associado dessas enfermidades, sob
parametros neurocomportamentais, alteracfes bioquimicas e hematoldgicas que podem
refletir distUrbios patogénicos em modelos animais.

Além disso, alguns estudos tém apontado para resultados diferentes quando
machos e fémeas de modelos experimentais sdo avaliados em estudos envolvendo
obesidade (Asarian & Geary, 2013) e estresse (Franceschelli et al., 2014;. Balog et al.,
2015; Lu et al., 2015; Keller et al., 2015). Especialmente sobre o estresse, varios
agentes estressores e protocolos tém sido usados. De acordo com Franceschelli et al.
(2014), o modelo de estresse leve crénico € um dos modelos animais mais
extensivamente investigados de estresse cronico. No entanto, apenas um ndmero
limitado de estudos foi realizado em roedores do sexo feminino. Em relacdo a
obesidade, embora alguns trabalhos foram realizados utilizando ratas (Pratchayasakula
et al., 2015; Gurecka et al., 2015; Sivasinprasasn et al., 2015; Sivanathan et al., 2015;
Colman et al., 2015), os aspectos neurocomportamentais que podem indicar disturbios
neuropsiquiatricos, como ansiedade e depressdo nao tém sido o foco desses estudos.

Assim, evidencia-se uma lacuna no conhecimento acerca dos fatores que
possivelmente podem ser alterados em situacbes em que had sobreposicdo do
estresse/obesidade. A obesidade ¢ considerada um “extremo” ligado a nutricdo, que
pode ter seus efeitos reforcados quando em associacdo com 0 estresse crénico. A
obesidade (reproduzida em modelos experimentais por meio da introducdo de dietas de
cafeteria) tem causado prejuizos em diversas funcdes organicas (Yang et al., 2005;
Eguchi et al., 2008; Takashiba et al., 2011; Yang et al., 2013). Entretanto, ainda ha a
necessidade de investigacdes especificas sobre o fator estresse aliado a obesidade, uma
vez que o estresse por si s6 é um fator impactante para o organismo. Até o presente
momento ndo foi encontrado nenhum estudo envolvendo avaliagbes da associacdo entre
estresse e obesidade sob parametros bioguimicos, hematol6gicos, bem como

comportamentais preditivos de depressao e ansiedade em ratas Wistar.
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Quadro 1.4. Sintese de trabalhos avaliaram os efeitos da associacdo obesidade e estresse em modelos experimentais.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusoes

Dallman et al. (2005)

Revisar os efeitos da interacao

entre estresse,
glicocorticoides e
metabolismo.

Ratos, macacos e humanos, de

diferentes sexos e idades.

Estresse cronico induz o aumento do apetite

por  “alimentos  confortantes”,  como

alimentos mais palatdveis e com altos

indices caléricos.

Dallman et al. (2006)

Revisar evidéncias do papel
dos  glicocorticoides  na
ativacdo da rede de estresse-

resposta central, e a mediacéo

Ratos, camundongos, macacos e

humanos de diferentes sexos e

Os corticosteroides estimulam o aumento da

ingestdo de alimentos palataveis. Além

disso, os efeitos da auséncia de

idades. corticosteroides podem ser normalizados
desta rede pelo fator de ) _ 3
) N ) ) através da ingestdo de sacarose.
liberacdo de corticotropina.
) . O estresse induz a comportamentos de maior
Revisar a associacdo entre _ ) ] o
Warne & Dallman (2007) Camundongos. alimentacdo de alimentos palataveis,

estresse, dieta e obesidade.

podendo resultar em obesidade.

Dallman (2010)

Revisar a influéncia do
estresse e do sistema nervoso
emocional sob a inducdo da

obesidade.

Ratos e humanos de diferentes

sexos e idades.

O estresse induz a secrecdo de
glicocorticoides, o0 que aumenta a motivagéo
para o alimento, e insulina, 0 que promove a

ingestdo de alimentos e obesidade.

Continua...
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Quadro 1.4. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusoes

Macedo et al. (2012)

Avaliar os efeitos de uma

dieta hipercaldrica associada

ao estresse cronico  por
restricao sobre as
concentragbes  sericas  de

leptina e lipidios e sobre a
massa de tecidos adiposos

especificos.

Ratos Wistar machos com 60 dias
de idade (200-250 g).

A dieta hipercaldrica induziu obesidade,
aumentando o indice de Lee, massa corpdrea
e concentracdes de leptina, triglicérides e
colesterol. O estresse diminuiu o ganho de
massa, mesmo em animais alimentados com
dieta hipercalérica, mas ndo impediu
aumento no indice de Lee. Foi observada
interacdo entre os fatores dieta hipercaldrica
aumento das

e estresse, ocasionando

concentragdes sericas de leptina nos animais.

Bruder-Nascimento et al.
(2013)

Avaliar o papel do estresse

crénico sobre o  perfil
metabdlico e nutricional de
ratos expostos a uma dieta

rica em gordura.

Ratos Wistar machos com 30 dias
de idade (70-100 g) no inicio e
aproximadamente 135 dias no

final.

O estresse impede o aparecimento da

obesidade.

Continua...
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Quadro 1.4. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusoes

Aslani (2014)

Avaliar os efeitos da
obesidade e estresse cronico
moderado sob  parametros
bioquimicos e

comportamentais.

Ratos Wistar machos com 90 dias

de vida.

A obesidade ocasionou comportamentos do
tipo depressivo e ansioso. O estresse
ocasionou intolerancia a glicose em animais

nao obesos, mas ndo afetou os obesos.

De-Oliveira et al. (2014)

Avaliar os efeitos da
associacdo entre obesidade e
estresse crénico sobre as
concentragbes  sericas  de
marcadores adipogénicos e

corticosterona.

Ratos Wistar naive machos com

60 dias de idade (200-250 g).

O estresse cronico e obesidade foram

capazes de dessincronizar do padréo
temporal da libertacdo de leptina e de
triglicéridos, o que poderia contribuir para o
desenvolvimento de doengas metabodlicas,
sindrome

tais como a obesidade e

metabdlica.

Macedo et al. (2014)

Avaliar a hidrélise de
nucleotideos de adenina, em
ratos submetidos a obesidade
associada ou ndo ao estresse

crénico por restricao.

Ratos Wistar machos submetidos

ou ndo a dieta de cafeteria e

estresse cronico por restricdo.

A hidrélise nucleotidica alterada no soro
pode ser utilizada como um marcador
biogquimico para o risco cardiovascular

induzido por obesidade e/ou estresse

cronico.

Continua...
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Quadro 1.4. Continuagao.

Estudos

Principais objetivos

Modelo experimental utilizado

Principais conclusdes

Macedo et al. (2015)

Avaliar o efeito da obesidade
associada com o0 estresse
crénico sobre as
concentracdes do fator
derivado do
cérebro (BDNF) central de

ratos.

neurotroéfico

Ratos Wistar machos com 60 dias
de idade (200-250 g).

A exposicdo ao estresse crénico aumenta a
massa das glandulas suprarrenais, diminui as
concentragdes de BDNF no hipocampo e
esta associada com uma diminuicdo na
ingestdo de calorias e  sacarose,
caracterizando anedonia. Por outro lado, os
ratos que receberam dieta hipercalorica
tiveram um aumento na ingestdo de calorias
e tornaram-se obesos, sendo associada com
um decréscimo nas concentraces de BDNF

hipotalamo.
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1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da obesidade associada ao estresse
cronico por restricdo fisica sobre parametros neurocomportamentais, bioquimicos e
hematoldgicos em ratas Wistar, partindo da hipotese de que a associacdo destas doencgas pode

aumentar seus efeitos negativos sobre a homeostase do organismo.

2.2. Objetivos especificos
Para atingir o objetivo geral, estabeleceu-se os seguintes objetivos especificos:

e Induzir nos animais experimentais a condicdo de obesidade, por meio da oferta de
dieta de cafeteria e avaliar diferentes parametros relativos aos aspectos fisicos e
nutricionais nos animais;

e Submeter os animais a condi¢do de estresse cronico, por restricdo fisica, adotando-se
um protocolo experimental que simula o estresse moderado e repetido, vivenciado
pela populagdo em geral, cotidianamente;

e Submeter os animais a diferentes testes neurocomportamentais, preditivos de
desordens psiquicas comuns no dia a dia da populacdo (ansiedade e depressdo) e
correlacionadas a condicdo de obesidade e/ou estresse;

e E por fim, avaliar o efeito da associacdo da obesidade e estresse cronico sobre

parametros bioquimicos e hematoldgicos nos animais experimentais.
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CAPITULO II. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e grupos experimentais

Neste estudo foi utilizado ratas Wistar, oriundas de matrizes do Biotério Central da
Universidade Federal de Goias (UFG) — Campus Samambaia (Goiania, GO, Brasil) e
mantidas no Biotério do Laboratério de Pesquisas Bioldgicas do Instituto Federal Goiano (IF
Goiano) — Campus Urutai (Urutai, GO, Brasil). Os animais foram submetidos a um ciclo
normal claro/escuro, sendo os alimentos e liquidos oferecidos ad libitum. Foram utilizados
animais com 45 dias de idade (idade correspondente a fase final da puberdade, de acordo com
Andrade et al., 2002), distribuidos nos seguintes grupos experimentais: dieta padrdo (DP);
dieta padréo + estresse (DP + estresse); dieta de cafeteria (Cafe) e dieta de cafeteria + estresse
(Cafe + estresse). Vale ressaltar que as dietas comecaram a ser ofertadas aos animais quando
estes estavam com 45 dias de idade e, em seguida, as manipulacGes subsequentes
(especialmente aquelas relacionadas aos testes neurocomportamentais) foram realizadas
quando os animais eram adultos jovens. Cada grupo experimental foi composto por seis
animais, e foram realizados dois experimentos independentes, totalizando 12 animais por
grupo. Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas separadas. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IF
Goiano, GO, Brasil (protocolo n. 003/2012), de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals), 8 edicéo.
Destaca-se, ainda, que 0 manejo dos animais e todos os experimentos foram realizados em

conformidade com as orientacdes internacionais para a protecao animal.

2.2. Design experimental

Os animais dos grupos DP (com ou sem estresse) foram alimentados com dieta padrdo
para roedores, (Nuvilab - CR1®), cuja composicdo nutricional pode ser observada na Tabela
2.1. Os animais dos grupos Cafe (com ou sem estresse) foram alimentados com dieta de
cafeteria, a qual foi composta de alimentos palatdveis com altas concentracBes caldricas
(Tabela 2.2). Para tanto, utilizou-se um total de 49 diferentes alimentos palataveis,
aproximando-se da variedade de alimentos ricos em calorias normalmente consumida por
seres humanos.

Vale esclarecer que aos animais dos grupos Cafe e Cafe + estresse (em comedouros
separados) foram oferecidos diariamente trés variedades de alimentos palataveis ad libitum

(selecionados aleatoriamente a partir dos alimentos listados na Tabela 2.2. — todos os valores
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nutricionais dos alimentos foram expressos pela quantidade (em gramas) informada na
embalagem dos alimentos, além de dieta padrdo para roedores. Portanto, a dieta de cafeteria
sofria modificacBes diarias conforme ocorria a escolha dos alimentos ofertados aos animais. A
Figura 2.1 ilustra de forma esquematica a dindmica da oferta dos alimentos palataveis e a
composicao da dieta de cafeteria oferecida aos animais. Os animais dos grupos Cafe e Cafe +
estresse receberam a mesma variedade de alimentos palataveis, além de dieta padrdo. Os

grupos DP e DP + estresse receberam apenas dieta padréo.

Eutanasia

/

Dial Dia2 Dia “n”

Inicio do experimento

Foram oferecidos
diariamente trés
variedades de
alimentos
el e, palataveis ad

“}5* e libitum
Bacon Krik (alimento 2) (selecionados
aleatoriamente a
partir dos
alimentos listados
na Tabela 2.2

y, —» Osanimais receberam dieta de cafeteria
durante todo o periodo experimental

Os animais receberam
dieta padrdo para
roedores durante todo o

Grupo DP + estresse Grupo DP - periodo experimental

Figura 2.1. Desenho esquematico relacionado a oferta de dieta de cafeteria aos animais
experimentais.

Todos os alimentos que compunham a dieta de cafeteria e a racdo padrdo foram
pesados antes e apds o consumo. Logo, o consumo diario foi calculado subtraindo-se as

sobras da quantidade total de alimentos oferecidos por dia, com auxilio de balanca digital
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semi-analitica. Salienta-se que os alimentos palataveis escolhidos para compor a dieta de
cafeteria tinham forma e cor diferentes da dieta padrdo para facilitar a diferenciagcdo das
sobras utilizadas e, consequentemente, o célculo do consumo diario (em gramas). Os
seguintes parametros foram calculados diariamente: consumo de racdo total (em gramas),
porcentagem e quantidade (em gramas) de proteinas, carboidratos e lipideos totais
consumidos. Além disso, os animais dos grupos Cafe e Cafe + estresse receberam agua
natural; 4gua com sacarose (concentracdo de 300 g/L, adaptada de Malafaia et al., 2013°%), e
refrigerante do tipo cola ad libitum. A ingestdo de liquidos ndo foi medida, desta forma, todos
os célculos de ingestdo de nutrientes, energia, calorias dentre outros, foram obtidos com base
apenas na dieta solida. O calculo da ingestdo calorica diaria (kcal) foi baseado na ingestdo do
alimento multiplicado pelo seu conteudo calérico. Salienta-se que cada item foi calculado

separadamente e os valores resultantes foram somados.

Tabela 2.1. Informacgdes nutricionais referentes a dieta padrdo para roedores ofertada aos
animais dos grupos controles (Nuvilab — CR1°®).

Ingredientes da dieta padrao™

Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto
de sddio, mistura de vitaminas, minerais e aminoacidos.

Especificacdes Concentragdes de garantia por Kg do produto

(@/Kg)"
Umidade 125,0
Caseina? 220,0
Extrato etéreo 40,0
Mistura de sais 90,0
Matéria fibrosa 70,0
Calcio 10,2
Fésforo 8,0

Enriquecimento por Kg do produto ©

Vitaminas: Vitamina A 13.000 Ul; Vitamina D3 2.000 Ul; Vitamina E 34 Ul; Vitamina K3 3 mg;
Vitamina B1 5 mg; Vitamina B2 6 mg; Vitamina B6 7 mg; Vitamina B12 22 ug; Niacina 60 mg;
Pantotene de célcio 20 mg; Acido félico 1 mg; Biotina 0,05 mg; Colina 1900 mg.

Minerais: Zinco 60 mg; Cobre 10 mg; lodo 2 mg; Selénio 0,05 mg; Cobalto 1,5 mg; Flior 80 mg.
Aminoacidos: Lisina 12 g; Metionina 4.000 mg.

Aditivos: BHT 100 mg.

(1) Informacdes obtidas a partir da embalagem do alimento (Nuvital, 2014)
(2) O teor de proteina da caseina utilizada foi de aproximadamente 80%.
(3) Adaptado de Reeves et al. (1993) (AIN-93-GX) and Reeves et al. (1993) (AIN-93G-MX)

®A 4gua com sacarose foi oferecida aos animais com o intuito de contribuir para a inducéo da obesidade nos
animais experimentais, conforme realizado por Malafaia et al. (2013). Além disso, ela foi utilizada com vistas a
simular a ingestdo de bebidas com alto teor de sacarose (como por exemplo, sucos), comumente verificada na
populagdo humana.
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Tabela 2.2. Relacdo dos alimentos palataveis oferecidos aos animais dos grupos Cafe e Cafe
+ estresse ao longo do periodo experimental, incluindo informagdes nutricionais

Alimentos industrializados e Kcal por Carboidratos Proteinas Gorduras totais
porcdo (em gramas) com sua P Y % %
. N . . por(;ao 0 (o] (o]
composicéo nutricional ) DV @ py @ DV
1. Bacon Krik (S&o Jodo Sabor e
Nutricao®) (30 g porcéo) 120 19,8 6,6 1,8 24 36 6,6
2. Bombom de chocolate branco
(Nestle® Brasil) (20g porcéo) %3 14 S 0.7 136 !
3. Pa~o de mel (Quero Quero) (30 g 123 28 9 16 9 05 1
por¢ao)
4. Salame (Friato®) (50 g porcéo) 112 2,5 1 6 8 8 15
P ®
5. Bolacha~wafer Limédo (Parmalat™) 165 19 6 11 9 9,5 17
(30 g porcao)
- - ®
6. Flgcos de milho (Skiny™) (25 g 197 20 7 18 9 42 8
por¢ao)
7. Amgndmm confeitado (Dori™) (25 109 20 7 18 5 24 4
g porcao)
- - ®
8. BolmhoNBaunllha (Bauducco™) 164 20 7 2.2 3 84 15
(40 g porcao)
- - .®
9. Doc? de leite caseiro (Parati~) (20 70 17 4.4 1 16 12 13
g porcao)
- - ®
10. E:ISI’IaQUItO (Pullman™) (50 g 154 28 9 3.9 5 28 5
por¢ao)
11. Bolacha recheada brigadeiro
(Mabel®) (30 g porcio) 147 21 7 1,7 2 6,9 12
- x 5 ®
12. P|p~oca Torrada (Séo Jodo™) (40 64.4 12.4 4 21 3 75 14
g por¢éo)
13. B|5~00|to cookie (Bauducco™) (30 151 19 6 21 3 75 14
g por¢éo)
. ®
14. Bolach~a maisena (Parmalat™) 132 29 7 2.4 3 37 7
(30 g porcdo)
15. B_ISCOItO de Pol\fllho (Peta 117 18 6 0.9 1 093 4
Caseira) (25 g porgéo)
. - HER x®
16. Squmy~sabor pizza (Miliopd™) 128 29 7 20 9 35 6
(30 g porcdo)
17. Bombom recheado caramelo
(Nestlé®) (20 g porgao) 92 15 5 06 133 6
18. Bolacha recheada Morango
(Amanda®) (30 g porcéo) 125 16 5 1 24 3
19. Salgadinho sabor queijo
(Miliop®) (30 g porcio) 130 22 7 2,2 2 3,8 7
20.. Queijo Provolone~(VaIe 103 0 0 8,7 12 76 14
Orizona™) (30 g porgéo)
. = ®:
21. S~aIS|cha Hot Dog (Sadia™) (50 g 121 20 1 6.8 9 95 17
porcéo)
- - - RG]
22, L~|ngU|ga Paio (Sadia™) (50 g 187 0 0 85 11 17 31
porcao)
23. Salgadinho Sabor Bacon
(Miliop®) (25 g porcio) 105 18 6 18 2 2,5 5
. ®
24. Bolinho Chocolate (Bauducco ™) 164 20 7 22 3 8.4 15

(40 g porcao)

Legenda: (-): informagao nédo disponibilizada na embalagem do alimento.
Continua...
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Tabela 2.2. Continuagéo.

Alimentos industrializados e Kcal por Carboidratos Proteinas Gorduras totais
porgéo (en_1 gramas)_ com sua POIcAo % % %
composicao nutricional 9) DV @ py @ DV

25. Bombom Prestigio (Nestlé®)
(18.4 g porcio) 85 11 4 0 0 38 7
26. Mortadela (Friato®) (50 g
porcio) 112 2,5 1 6 8 8 15
27. Linguica calabresa defumada
(Sadia®) (50 g porco) 182 0,8 0 8,7 12 16 29
28. Bolacha Wafer limdo (Amanda®) 195 16 5 1 5 4 3
(30 g porcao)
29. Amendoim doce (Dori®) (15 g 3 8.9 3 18 > 34 6
por¢ao) ' ' '
30. Bolacha de Nata (Maranata®) 190 20 7 9 3 5 9
(30 g porcao)
31. Rosquinha de chocolate
(Mabel®) (30 g porcao) 125 22 7 1,8 2 35 6
32. Bolo de cenoura (Ana Maria®) 159 23 Z 20 3 56 10
(40 g porcao) ' '
33. Torresmo Pronto (Sabor
D’Abadia®) (10 g porcao) 68 0 0 2.6 3 62 1
34. Recheadinho Sabor brigadeiro
(Bauducco®) (30 g porcao) 133 18 6 L7 2 6,0 1
35. Baconzitos (Elma Chips®) (25 g 126 15 5 19 3 67 12
porcao) ' '
36. Castanha de Caji (Dunorte®) (15 88 34 1 30 4 69 19
g por¢éo) ' ' '
37. Salsicha de Frango (Perdigio®) 106 20 1 6.0 8 82 15
(50 g por¢ao) ' ' '
38. Mortadela (Sadilar®) (40 g
porcio) 121 34 1 4,0 6 10 18
39. Gomets (Dori®) (20 g porcéo) 72 18 6 0 0 - -
40. Bolinho de Morango
(Bauducco®) (40 g porcao) 146 20 / 2.2 3 6.4 12
41. Salgadinho assado requeijao
(Cheetos®) (20 g porcao) 100 1 4 0.9 2. 44 8
42. Batata da Ondulada (Crony®) 153 14 5 17 > 10 18
(25 g por¢do) ' '
43. Apresuntado (Sadia®) (30 g
porcao) 36 0,8 0 3,9 5 1,9 3
44. Floco de Milho Doce (Ki
gostoso®) (25 g porcao) 69 16 5 13 20 0
45. Amendoim (Paulista®) (15 g % 16 5 13 5 0 0
porcao) '
46. Chocolate Bis (Lacta®) (30 g 149 19 6 18 s 71 13
porcao) ' '
47. Bolacha passa tempo recheio
morango (Nestlé®) (30 g porcéo) 135 21 / 1.9 3 4.8 9
48. Fandangos (Elma Chips®) (22 g 100 16 5 L5 > 35 6
porcao) ' '
49. Teens Bauny — rolls (Marilam®) 134 20 7 24 3 48 9

(30 g porcao)

Legenda: (-): informacdo ndo disponibilizada na embalagem do alimento.
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A massa corporea dos animais foi tomada como pardmetro indicativo de obesidade,

tendo sido aferida semanalmente por meio de uma balanca digital semi-analitica. Na oitava

semana experimental, foi realizada avaliagdo dos parametros apresentados no Quadro 2.1, a

fim de avaliar os animais fisica e nutricionalmente antes do inicio do protocolo de estresse.

Tal como proposto por Levin et al. (1986), os animais foram considerados obesos quando

tiveram ganho de massa corpérea > a 15% em relacdo a massa corpérea dos animais

alimentados com a dieta padrdo e quando apresentaram aumento significativo da

circunferéncia abdominal e do comprimento naso-anal.

Quadro 2.1. Parametros fisicos e nutricionais avaliados nos animais submetidos a dieta de

cafeteria e padrdo durante e/ou ao final de 8 semanas experimentais.

Parametro

Informacdes metodologicas

Massa corporea*

Foi determinada semanalmente, por meio de balanca digital
semi-analitica

Comprimento naso-anal
e circunferéncia
abdominal dos animais

Foram determinados com o auxilio de uma fita métrica

indice de massa corpérea
(IMC)

Foi determinado a partir da razdo entre peso corporal
(g)/comprimento naso-anal (cm?), conforme Novelli et al.
(2007)

Coeficiente de eficacia
alimentar (CEA)

Esse coeficiente determina quanto um grama do alimento
ingerido € convertido em aumento de peso corporal. Esse
coeficiente é determinado pela relacdo entre a variacao de peso
dos animais (VP) e o alimento consumido por estes no periodo
experimental

Coeficiente de ganho de
peso  por  consumo
calorico (CGPCC)

Foi determinado pela seguinte razdo: (PF-Pl)/kcal ingeridas, em
que PF representa o peso corporal (g) final do animal durante o
periodo, PI representa o peso corporal do animal (g) no inicio
do experimento e Kcal o valor calorico da dieta ingerida

Quilocalorias
ingeridas

(Kcal)

Foram determinadas por meio de informacGes obtidas nas
embalagens dos alimentos palataveis e da racdo padrdo
ofertados aos animais

Taxa especifica de ganho
de peso (g/kg)

Foi determinada a partir da relacdo dM/Mdt, em que dM
representa 0 ganho de peso corporal durante dt (t2-t1) e M é 0
peso corporal dos animais em t1 (data inicial do periodo)

Delta do peso

Foi determinado utilizando-se a seguinte formula: A= (peso
final — peso inicial)/peso inicial)

*Esse parametro foi avaliado ao longo de todo o periodo experimental

Ap0s oito semanas experimentais, 0s grupos DP + estresse e Cafe + estresse foram

submetidos ao protocolo de estresse cronico por restricdo fisica, conforme proposto por Ely et

al. (1997). A fim de limitar os movimentos do animal, um tubo de plastico (25 cm x 7 cm) foi
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usado, com a parte frontal perfurada para permitir a respiracdo dos animais (Figura 2.2.). Os
animais foram submetidos ao agente estressor durante 1 hora por dia (no periodo vespertino,
14h e 15h), durante 5 dias por semana, durante 50 dias. Ressalta-se que os animais foram
imobilizados em um ambiente silencioso, com iluminagdo padréo (aproximadamente 110 Ix)
para evitar o estresse adicional ou interferéncias no ciclo circadiano. A sele¢do deste modelo
foi baseada em varios estudos que demonstraram a eficiéncia do protocolo de estresse cronico
em simular condi¢6es de estresse moderado e repetido (Ely et al., 1997; Gamaro et al., 1998;
Gamaro et al., 1999; Silveira et al., 2000; Gameiro et al., 2005; Pettenuzzo et al., 2008;
Macedo et al., 2012; De-Oliveira et al., 2014; Macedo et al., 2014; Macedo et al, 2015). A
associagdo do protocolo de estresse utilizado com a dieta de cafeteria tenta simular o
cotidiano de individuos obesos em geral, que passam por tensdes de baixa intensidade,

frequentemente associadas a ma alimentacao.

Figura 2.2. Aparato utilizado na execucdo do protocolo de estresse por restricdo fisica em
ratas Wistar dos grupos DP + estresse e Cafe + estresse.

A partir da 15% semana, conforme esquema apresentado na Figura 2.3, os animais
foram submetidos a diferentes testes neurocomportamentais para avaliagdo das seguintes
desordens neuropsiquiatricas: ansiedade (teste do campo aberto e labirinto em cruz elevado) e

depressdo (teste do nado forgado).
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Figura 2.3. Cronograma do experimento realizado com ratas Wistar alimentadas com
dietas padréo ou de cafeteria, submetidas ou ndo ao estresse crénico por restricdo, com
destaqgue para as avaliacbes neurocomportamentais, realizadas apo6s 15 semanas
experimentais.

2.2.1. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto consistiu de uma arena circular iluminada (aproximadamente
110 Ix), com 120 cm de diametro, rodeado por uma parede circular (de acrilico transparente)
de 45 cm de altura, dividida em 12 quadrantes (Figura 2.4). Os animais foram colocados
individualmente no centro da arena e filmados durante 5 min (com uma camara acima do
aparato). A propor¢do (em porcentagem) da locomocdo nos quadrantes centrais/locomocéo
total foi calculada. De acordo com Prut & Belzung (2003), uma percentagem mais baixa de
locomocdo nos quadrantes centrais e, consequentemente, uma elevada percentagem de

locomocdo nos quadrantes laterais pode ser utilizada como um indice de ansiedade.
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Figura 2.4. Imagem representativa da realizacdo do teste do campo aberto envolvendo ratas
Wistar alimentadas com dietas padréo ou de cafeteria, submetidas ou ndo ao estresse cronico
por restrigéo.

2.2.2. Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto utilizado neste estudo era composto por dois bracos abertos (50 x 10 cm)
(com bordas de 1 cm nas extremidades) e dois bracos fechados do mesmo tamanho com
paredes de 30 cm de altura (Figura 2.5). Os bracos do labirinto ficavam a altura de 50 cm do
chdo. Duas lampadas iluminavam o aparato indiretamente e a intensidade da luz foi de
aproximadamente 110 Ix nos bracos abertos. Os ratos foram colocados individualmente na
porcdo central do labirinto, de frente para um dos bragos abertos, permanecendo livres para
exploracdo durante 5 min. Todos os animais foram submetidos ao teste apenas uma vez.
Antes de cada teste, o labirinto era higienizado com alcool (70%). O indice de ansiedade foi
calculado de acordo com Cohen et al. (2013) e Contreras et al. (2014) da seguinte forma:
indice de Ansiedade = 1 — [([tempo em que o animal permaneceu nos bracos abertos, em
segundos/tempo de duragdo do teste, em segundos (300 s)] + [frequéncia de entrada nos
bragos abertos/NUmero total de entradas])/2]. Salienta-se que o niumero total de entradas foi
definido como a soma da frequéncia com que o animal entrou nos bragos abertos e fechados,
sendo considerada entrada quando as quatro patas do animal ultrapassavam o limite inicial do

braco.
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Figura 2.5. (A) Imagem representativa da realizacdo do teste do labirinto em cruz elevado
envolvendo ratas Wistar alimentadas com dietas padrdo ou de cafeteria, submetidas ou nédo
ao estresse crénico por restricdo; (B) perfil do aparato utilizado no teste do labirinto em cruz

elevado.
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2.2.3. Teste de natacéo forcada

O aparato utilizado na realizagdo do teste de natacdo forcada seguiu as especificagdes
descritas por Porsolt et al. (1977). Um cilindro de acrilico (40 cm de altura e 35 cm de
didmetro) foi preenchido com agua (25 + 2° C) até 30 cm, de modo que o animal ndo pudesse
repousar na parte inferior do cilindro (Figura 2.6). Os animais foram submetidos ao teste de
natacdo forcada em dois dias consecutivos (sessao treino e sessédo teste), respeitando o mesmo
horario de execucgdo (entre 13h e 17h). O primeiro dia consistiu de uma sesséo de treinamento,
em que cada animal foi mantido no cilindro durante 15 min, o que configura, para o animal,
uma situacao aversiva inescapavel. No segundo dia (sessdo de teste), o animal permaneceu no
cilindro por 5 min. Para registrar o comportamento do animal durante a sesséo de teste, ele foi
filmado com uma cémera digital. No final do teste, o animal foi retirado do cilindro e seco
com uma toalha. Entre as sessdes, a dgua no cilindro era drenada e o cilindro higienizado com
alcool (70%).

Figura 2.6. Imagem representativa da realizacdo do teste de natacdo forcada envolvendo-se
ratas Wistar alimentadas com dieta padrdo ou de cafeteria, submetidas ou ndo ao estresse
cronico por restrigéo.

O tempo gasto nos seguintes comportamentos foi mensurado: flutuagdo (completa

imobilidade ou movimentos suaves, apenas o suficiente para manter o nariz/cabeca acima da
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superficie da &gua); escalada (movimentos vigorosos com as patas dianteiras acima da
superficie da agua ou contra a parede do cilindro) e natacdo (o animal se movimenta dentro do
cilindro com o corpo na horizontal, sem quebrar a superficie da &gua com as patas dianteiras.
Também foi considerada natacdo quando o animal manteve o corpo abaixo da superficie da

agua, conforme especificado por Fernandes et al. (2012)).

2.3. Avaliagdes realizadas ap0s os testes comportamentais

Apo6s a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados com
uma injecdo intraperitoneal de 40 mg/kg de pentobarbital, seguido por coleta de sangue (para
analise bioquimica e hematoldgica) e eutanasia por deslocamento cervical. Em adi¢do, foram
aferidas as massas relativas das gorduras visceral e retroperitoneal. Para isso, as massas das
gorduras foram normalizadas a massa do corpo com a seguinte formula: massa das gorduras
(9)/massa corporal (g). Como um parametro de indicativo de estresse, analisou-se a massa
relativa das glandulas suprarrenais, conforme também realizado por Macedo et al. (2015). A
Figura 2.7 ilustra esquematicamente as avaliacOes realizadas apds a eutanasia dos animais.

Eutanasia AvaliagBes ap6s a eutanasia dos animais
\/ : \

Inicio do experimento
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Figura 2.7. Cronograma simplificado do experimento realizado com ratas Wistar alimentadas
com dietas padrdo ou de cafeteria, submetidas ou ndo ao estresse crénico por restricdo, com
destaque para as avaliacdes realizadas apds a eutanasia dos animais.

A avaliacdo dos parametros hematologicos foi conduzida por meio do exame
hemograma, composto de eritrograma, leucograma e plaguetograma, por meio do método
automatizado ABX — Micros 60, conforme utilizado por Estrela et al. (2014). Para as
dosagens de proteinas totais e fracGes, bem como perfil lipidico utilizou-se o método

automatizado A15 — Biosystems, conforme utilizado por Rodrigues et al. (2011). A glicemia
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foi avaliada por meio de fitas reagentes (ACCU-CHECK Advantage Il, Roche) acopladas a
glicosimetro digital portatil.

Salienta-se que para a realizacdo das avaliacBes hematoldgicas e bioquimicas, 0s
animais ficaram em jejum por no minimo 12 h, sendo coletadas 5 mL de sangue por meio do
rompimento da artéria braquial na regido do plexo braquial. O volume sanguineo coletado em

cada animal foi separado em tubos de ensaio, com e sem anticoagulante (EDTA).

2.4. Andlise de dados

Para o tratamento dos dados obtidos de massa corporea durante o periodo
experimental, foi utilizada a andlise de variancia de medida repetida (ANOVA de medida
repetida) (software STATISTICA, versdo 7.0) seguida do pds-teste de Bonferron, ambos a 5%
de probabilidade. Durante e ao final do experimento, as massas corporais também foram
tratadas utilizando o teste t de Student e analise de variancia de uma via (two-way ANOVA),
com o pos-teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a analise dos dados relativos aos
parametros de comprimento naso-anal, circunferéncia abdominal, indice de Lee, CEA,
CGPCC, ingestdo alimentar total, ingestdo de quilocalorias (kcal), taxa de ganho de peso
especifico (g/kg) e delta do peso, utilizou-se o teste t de Student, a 5% de probabilidade.

Os dados relacionados ao consumo didrio dos alimentos e aos parametros
neurocomportamentais, bioquimicos e hematologicos foram tratados utilizando analise de
variancia de acordo com o modelo fatorial (two-way ANOVA), considerando os fatores
"nutricdo” (dieta padrdo e cafeteria) e "Condicdo" (sem estresse e estresse), com 12 animais
em cada grupo. Em casos de F significativo, o teste de Tukey foi aplicado a 5% de
probabilidade. Ap6s o cumprimento dos pressupostos de normalidade e homogeneidade, a
ANOVA foi realizada utilizando o software ASSISTAT, versdo 7.7 beta (versdo distribuida

gratuitamente).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliagdes fisica e nutricional

Os resultados da avaliacdo fisica dos animais revelaram que a partir da 5% semana
experimental, os animais alimentados com dieta de cafeteria apresentaram um aumento
significativo na massa corpdrea, em relacdo aos animais alimentados apenas com dieta padrédo
(Figura 3.1A), tendo permanecido essa diferenca até o final do experimento (Figura 3.1B).
N&o foi observada qualquer diferenca entre as massas corpdreas dos animais estressados e ndo
estressados, indicando que o estresse ndo teve nenhum efeito sobre este parametro.

Na 8% semana experimental, observou-se também que os animais alimentados com
dieta de cafeteria apresentaram maior comprimento naso-anal (F(,40) = 4,761, p = 0,043) e
maior circunferéncia abdominal (F 40) = 45,583, p < 0,001) (Figura 3.1C), assim como maior
IMC (F(1,40) = 6,449, p = 0,029), taxa especifica de ganho de peso (F 40 = 71.202, p < 0.001),
delta do peso (Fq.40) = 61,198, p < 0.001), CEA (F1.40) = 8,687, p < 0,021), Kcal ingeridas
(F1,40) = 18.651, p = 0,001) e CGPCC (F(1,40) = 54,012, p < 0.001) (Tabela 3.1). Ao final do
experimento, observou-se efeito apenas do fator “nutri¢do” sobre a massa relativa da gordura
retroperitoneal (F40) = 71,202, p < 0,001) (Figura 3.2A) e visceral (F(1.40) = 32,887, p <
0,001) (Figura 3.2B). A Figura 3.2C demonstra imagens representativas do aspecto visual da
gordura visceral observada nos animais dos grupos DP e Cafe (com ou sem estresse).
Portanto, estes dados indicam que a dieta de cafeteria ofertada foi eficiente em induzir a
obesidade nos animais.

Os dados deste estudo corroboram outros trabalhos na literatura, os quais tambem
utilizaram dieta de cafeteria para induzir obesidade em roedores, tendo sido 0 ganho de massa
corporea um importante preditor da obesidade (Mendes et al., 2013; Warneke et al., 2014;
Macedo et al., 2015; Martire et al., 2015). Acredita-se que 0 aumento da massa corpdrea dos
animais que receberam dieta de cafeteria esteja relacionado ao aumento da ingestdo de
quilocalorias (Tabela 3.1) oriundas dos alimentos palataveis ofertados aos animais, conforme
também observado em Macedo et al. (2015).

No entanto, a hipotese de que o estresse cronico poderia levar os animais a um maior
estado de obesidade ndo foi confirmada neste estudo. Estudos, como o de Bartolomucci et al.
(2009), tem demonstrado que 0 estresse cronico pode elevar as concentracdes de
glicocorticoides, 0 que induz comportamentos prazerosos e compulsivos como a ingestao de
alimentos doces e gordurosos e, com isso, pode aumentar 0s depositos de gordura abdominal,

levando o organismo a obesidade. Em seres humanos, estudos demonstram que individuos
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estressados no trabalho, por exemplo, tendem a acumular uma maior quantidade de gordura
abdominal (Kouvonen et al., 2005; Brunner et al., 2007).
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Figura 3.1. (A) Massa corpérea semanal, (B) massa corpdrea final (C) e comprimento naso-anal (CNA) e
circunferéncia abdominal (CAB) na 8% semana experimental de ratas Wistar submetidos as dietas padrdo ou de
cafetaria, expostos ou ndo ao estresse cronico por restricdo. Dados expressos em média + desvio padrdo em
(A) e em média + desvio padrdo em (B) e (C). Os dados apresentados sdo de dois experimentos (n=12),
realizados independentemente. Para analise comparativa das massas corpéreas semanais (em A) e inicial e
final (em B) utilizou-se a andlise de variancia de medida repetida (ANOVA de medida repetida), com pos-
teste de Bonferron, a 5% de probabilidade. J& para analise das massas entre 0s grupos experimentais nos
tempos inicial (i) e final (f), em (B), utilizou-se a andlise de variancia (two-way ANOVA), com pos-teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Em (A), a seta acompanhada de asterisco (*) indica a semana a partir da qual a
massa corpérea dos animais alimentados com dieta de cafeteria mostrou-se superior significativamente a
massa corplrea dos animais alimentados com dieta padrdo. A seta tracejada indica a semana na qual foi
iniciado o protocolo de estresse crénico por restricdo. Em (B), os asteriscos (*) indicam diferengas estatisticas
entre os tempos inicial (i) e final (f). Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos
experimentais. Letras mindsculas comparam 0s grupos no inicio (i) e maiusculas no final (f) do periodo
experimental (0 e 15 semanas, respectivamente). Em (C) os asteriscos (*) indicam diferencas estatisticas entre
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0s grupos DP e Cafe pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. Legenda dos grupos: dieta padrdo (DP);
dieta padrdo + estresse (DP + estresse); dieta de cafeteria (Cafe) e dieta de cafeteria + estresse (Cafe +
estresse)

Tabela 3.1. Pardmetros nutricionais avaliados em ratas Wistar alimentados com dieta de

cafeteria ou racdo padrdo, na 82 semana experimental.

Parametros
Grupos 5 Taxa especifica de Delta do peso  Ingestdo alimentar
IMC (g/cm
(@/em) " ganho de peso (gka)  (a) (©)
DP 5,65b 37,50b 91,96b 850,60a
Cafe 6,61a 56,83a 144.61a 868,30a
CEA Kcal total CGPCC
DP 0,10b 2492,16b 0,03b
Cafe 0,16a 2946,68a 0,042

Expressa-se a média dos dados obtidos. Letras distintas na coluna, para cada parametro, indicam diferencas
estatisticas pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. IMC: indice de massa corpérea; CEA: coeficiente
de eficacia alimentar; CGPCC: coeficiente de ganho de peso por consumo calérico. Legenda dos grupos:
dieta padréo (DP) e dieta de cafeteria (Cafe).

Por outro lado, tem-se observado atenuagdo das respostas a estresse quando animais
sdo submetidos a dietas hipercaloricas com alto teor de carboidratos (Pecoraro et al., 2004).
Ha fortes evidéncias de que o estresse crénico pode promover 0 armazenamento de energia no
tecido adiposo abdominal (Dallman et al., 2004), porém essa constatacdo ndo foi observada
no presente estudo.

Macedo (2010), avaliando parametros ponderais e bioquimicos em ratos Wistar
machos alimentados com dieta de cafeteria e submetidos ao estresse cronico, também néo
observaram a influéncia conjunta do estresse e obesidade sobre 0 ganho de massa corporea
dos animais, sobre o delta do peso (variacdo entre o peso inicial e final), indice de Lee
(relacdo entre o peso e o comprimento naso-anal dos animais) e sobre a massa do tecido
adiposo por 100 g de massa corpdrea.

Na avaliacdo da ingestdo calorica diaria (kcal), observou-se que, até a oitava semana
experimental, os animais do grupo Cafe apresentaram ingestdo mais elevada do que o0s
animais do grupo DP (p = 0,002), de acordo com o teste t de Student a 5% de probabilidade
(Figura 3.3A). No entanto, quando se iniciou o protocolo de estresse, observou-se efeito do
fator 1 "nutricdo” (F(40) = 14,578, p < 0,001) e fator 2 "condi¢&o" (F,40) = 5,446, p = 0,021)
sobre o consumo diario calérico (Figura 3.3B), mas ndo se observou interacdo dos fatores
(F(1.40)= 0,007, p = 0,930).
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Figura 3.2. Massas relativa das gorduras retroperitoneal (A) e visceral (B) de ratas Wistar

submetidos as dietas padrdo ou de cafetaria, expostos ou ndo ao estresse crénico por
restricdo. (C) Imagens representativas do aspecto visual da gordura visceral dos animais, ao
final do experimento, alimentados com dieta padrdo (DP) (com ou sem estresse) e
alimentados com dieta cafeteria (Cafe) (com ou sem estresse). Os dados em (A) e (B) sédo
expressos em média + desvio padrdo referentes a dois experimentos (n=12), realizados de
forma independente. Letras distintas indicam diferencas estatisticas entre os grupos dieta
padrdo e de cafeteria, de acordo com a analise de variancia (two-way ANOVA) a 5% de
probabilidade, considerando os fatores "nutricdo™ (dieta padrdo e cafeteria) e "condi¢cdo"
(sem estresse e estresse).
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Figura 3.3. (A) A ingestdo caldrica (kcal) por dia de ratas Wistar alimentadas com dieta
padréo e de cafetaria até 8 semanas experimentais (n = 24 por grupo) pelo teste t de Student a
5% de probabilidade. (B) Comparacéo entre os grupos de DP e Cafe (Fator 1) e DP + estresse
vs. Cafe + estresse (Fator 2) por two-way ANOVA, a 5% de probabilidade (n = 12). Em (A),
as barras horizontais indicam medianas, caixas indicam intervalos interquartis, barras verticais
indicam os valores minimo e maximo, e os circulos indicam os outliers (valores 1,5 vezes
maiores ou menores do que o primeiro e terceiro quartis, respectivamente). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas (p < 0.05), de acordo com o teste t de Student em (A) e two-
way ANOVA em (B). Legenda dos grupos: dieta padrdo (DP); dieta padrdo + estresse (DP +
estresse); dieta de cafeteria (Cafe) e dieta de cafeteria + estresse (Cafe + estresse)

Por outro lado, ndo foi observada nenhuma diferenca entre a ingestdo total de
alimentos diaria (em gramas, até oito semanas experimentais) (p = 0,533, de acordo com o
teste t de Student a 5% de probabilidade), ou efeito dos fatores (1, 2 ou interacdo) apds o
inicio do protocolo de estresse (Fator 1 (F(140) = 2,206, p = 0,139); fator 2 (F1,40) = 0,266, p =
0,606) e de interagdo (F40) = 0,034, p = 0,853) (figuras ndo mostradas).

O consumo diario detalhado de proteinas, carboidratos e lipideos totais foi avaliado
durante as primeiras oito semanas experimentais e ap0s o inicio do protocolo de estresse.
Durante as primeiras oito semanas experimentais os animais alimentados com dieta de

cafeteria apresentaram menor ingestdo diaria de proteina (% e quantidade, em gramas) (p <
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0,001, para ambos); menor consumo de carboidratos (%) (p < 0,05) e um maior consumo de
lipideos (% e a quantidade, em gramas) (p < 0,001, para ambos) (Figura 3.4A-F).
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Figura 3.4. Percentual (A, C e E) e quantidade em gramas (B, D e F) de proteinas,
carboidratos e lipideos consumidos diariamente, respectivamente, por ratas Wistar
alimentados com dieta padrdo e de cafetaria até 8 semanas experimentais (n=24 por
grupo). Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05), de acordo com ANOVA
de medida repetida a 5% de probabilidade. Barras horizontais indicam medianas, caixas
indicam intervalos interquartis, barras verticais indicam valores minimos e maximos, e
circulos indicam outliers (valores 1,5 vezes maiores ou menores do que o primeiro e
terceiro quartis, respectivamente). Legenda dos grupos: dieta padrdo (DP) e dieta de
cafeteria (Cafe).

Apos o inicio do protocolo de estresse, observou-se o efeito do fator 1 "nutricdo"” na
ingestédo diaria de proteinas (% e a quantidade, em gramas) (F(40 = 3581,881, p < 0,001 e
Fa.40) = 49,001, p < 0,001, respectivamente) (Figura 3.5A-B), carboidratos (% e quantidade,
em gramas) (F(,40) = 13,064, p < 0,001 e F1,40) = 8,170, p = 0,004, respectivamente) (Figura
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3.5C-D), e lipideos (quantidade, em @) (F@40) = 34,254, p < 0,001) (Figura 3.5E). Assim,
observa-se que a condicdo de estresse ndo influenciou os parametros relacionados ao

consumo, em relagdo ao detalhamento nutricional das dietas. Acredita-se que estes resultados

estdo diretamente relacionados com a composi¢do nutricional dos alimentos oferecidos aos

animais.
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Figura 3.5. Percentual (A e C) e a quantidade (em gramas) (B e D) de proteina e
carboidratos; (E) quantidade (em gramas) dos lipidios consumidos diariamente por ratas
Wistar alimentadas com dieta padrdo e de cafetaria ao longo do periodo experimental. As
comparacgdes entre os grupos DP e Cafe (Fator 1) foram realizadas por meio da two-way
ANOVA, a 5% de probabilidade (n = 12). Barras horizontais indicam medianas, caixas
indicam intervalos interquartis, barras verticais indicam valores minimos e maximos, e
circulos indicam outliers (valores 1,5 vezes maiores ou menores do que o primeiro e
terceiro quartis, respectivamente). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas.

Legenda dos grupos: dieta padrdo (DP) e dieta de cafeteria (Cafe).
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Poucos estudos avaliaram o efeito da obesidade associada ao estresse sobre o consumo
detalhado de proteinas, carboidratos e lipideos das dietas em ratas. O estudo mais semelhante
ao presente é o de Wang (2002), que investigou os efeitos do estresse breve (20 min), agudo
(2 h) e crénico por imobilizagdo (2 horas/dia, durante cinco dias) em ratas Wistar com idade
entre 6-12 meses. Nas avaliagcbes dos grupos estresse breve e agudo, a ingestdo de
carboidratos puros, proteina e gordura foi medida 40 min ap6s uma Unica exposi¢do ao
estresse. No modelo crénico, o consumo de nutrientes foi avaliado 40 min apds a sesséo final
de estresse por contencdo no quinto dia. Este autor mostrou que tanto a ingestdo total, quanto
a de proteinas ndo foram significativamente alteradas pela experiéncia de contencdo em
situacOes breves, agudas ou crénicas, enquanto o consumo de carboidratos foi suprimido pela
restricdo aguda e cronica, e a ingestdo de gordura foi reprimida pela contencéo breve, aguda e
crénica. Portanto, mais estudos sdo necessarios para entender melhor o efeito do estresse
sobre a ingestdo de alimentos, em termos de composigao nutricional.

Segundo Macedo (2010), sob condicdes de estresse cronico ha estimulacdo continua
das glandulas suprarrenais pelo hormdnio adrenocorticotrofico, levando a hipertrofia destas
glandulas. Assim, como ndo foram avaliadas as concentragdes de glicocorticoides no presente
estudo, utilizou-se a massa das glandulas suprarrenais como parametro indireto de estresse,
mostrando que os animais foram estressados pelo protocolo utilizado. O efeito do fator 2
"condic@o" (exposicdo ao estresse) foi observado na massa relativa das glandulas suprarrenais
(F40) = 6,681, p = 0,032), com aumento da massa dessas glandulas em animais estressados
em comparagdo com o0s nao estressados (Figura 3.6). Este resultado corrobora estudos prévios
que utilizaram protocolos semelhantes ao deste estudo e que demonstraram que a exposicao
ao estresse por restricdo diaria pode causar hipertrofia das glandulas suprarrenais (Magarifios
& McEwen, 1995, Wellman, 2001; Bloss et al., 2010; Macedo et al., 2015).

De qualquer forma, € importante ressaltar que as concentracfes de glicocorticoides
medidas pode ndo indicar que os animais estejam estressados. E bem conhecido que a
exposicdo repetida ao mesmo agente estressor pode levar a habituacdo do eixo HPA (Torres et
al., 2001, Macedo et al., 2012). Por conseguinte, 0os animais submetidos a estresse cronico nao
apresentam o mesmo comportamento e ndo experimentam as mesmas consequéncias que
animais expostos ao estresse agudo (Kennett et al., 1985; Lachuer et al., 1994). Torres et al.
(2001), avaliando ratos Wistar machos adultos, mostraram que as concentracdes de
corticosterona foram aumentadas ap6s exposicdo a contencdo aguda. Contrariamente, Macedo
et al. (2012) ndo mostraram alteracbes nas concentragdes de corticosterona apds estresse

crdnico repetido (por 6 semanas), sugerindo adaptagdo do eixo HPA. E importante ressaltar
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que esses estudos utilizaram ratos Wistar machos, enquanto que o presente trabalho utilizou
fémeas. Corroborando os resultados deste estudo, Macedo et al. (2015) mostraram aumento na
massa das glandulas suprarrenais em ratos Wistar machos submetidos a 12 semanas de

estresse cronico por restrigéo.
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Figura 3.6. Massa relativa das glandulas suprarrenais (g) de ratas Wistar dos grupos nédo
estressadas e estressadas (n=24 por grupo). Comparacdo entre ndo estressadas e estressadas
(Fator 2) por two-way ANOVA, a 5% de probabilidade (n=24).

Recentemente, Balog et al. (2015) avaliaram marcadores bioquimicos relacionados
com o risco cardiometabolico e receptores de horménios leptina e sexuais nas glandulas
suprarrenais de ratos machos, fémeas ndo-ovariectomizadas (NON-OVX) e fémeas
ovariectomizadas (OVX) (ratos Sprague-Dawley), sob estresse crénico. Em resposta ao
estresse, alteracGes precoces no padrdo sexo especifico foram detectadas nas glandulas
suprarrenais. Alteracdes do estresse crénico nas glandulas suprarrenais foram relacionados a
diminuicdo no receptor de testosterona em fémeas e aumento no receptor de estrogénio em
machos. De qualquer forma, mais estudos sdo necessarios para entender melhor a dinamica
hormonal em ratas Wistar estressadas e alimentadas com dieta de cafeteria, e seus efeitos

sobre as concentrac6es de glicocorticoides, estrutura e funcdo das glandulas suprarrenais.

3.2. Avaliagdes neurocomportamentais

Em relacdo aos parametros neurocomportamentais, os resultados nao indicaram efeitos
do fator 1 "nutri¢do" (F,40) = 3,505, p = 0,075), fator 2 “condi¢ao” (F140) = 0,098, p = 0,756)
ou a interagdo entre os fatores (F140) = 0,073, p = 0,789) sobre o pardmetro locomog&do nos
quadrantes centrais/locomocdo total. Logo, a proporcdo de locomocdo nos quadrantes
centrais/locomoc¢do total, avaliada durante o teste do campo aberto ndo indicou efeito

ansiolitico ou ansiogénico nos animais. De acordo com Prut & Belzung (2003), um percentual
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mais baixo de locomogdo nos quadrantes centrais (em relacdo a locomogdo total), e,
consequentemente, um elevado percentual de locomocdo nos quadrantes laterais pode ser
utilizado como um indice de ansiedade. O estudo de Bailey et al. (2007) demonstrou que 0s
machos foram significativamente mais ativos do que as fémeas em atividade horizontais e
apresentaram maior distancia total percorrida na arena do teste do campo aberto. Mais
recentemente, Sivanathan et al. (2015) mostraram que a alimentacéo rica em gordura aumenta
0 comportamento de ansiedade crbnica das ratas adultas nas tarefas do teste de transicdo
claro/escuro e do campo aberto, em comparacdo com ratos alimentados com dieta contendo
baixo teor de gordura. Assim, sugere-se o desenvolvimento de novos estudos, a fim de
compreender melhor os efeitos da obesidade associada ao estresse sobre esses parametros,
incluindo os estudos envolvendo machos e fémeas.

Em relagdo ao teste de labirinto em cruz elevado, a analise estatistica mostrou
interacdo entre os fatores "nutricdo” e "condicdo" para o indice de ansiedade (F(.40) = 5,723, p
= 0,021), mostrando que animais obesos e estressados apresentaram maior indice de

ansiedade (Figura 3.8).

1.0+ ns

o
o
1
(o

o
(o}
1

<
~
1

Indice de ansiedade

e
N
1

0.0 :
DP Cafe DP + estresse Cafe + estresse

Figura 3.8. indice de ansiedade de ratas Wistar submetidas a dietas padrdo e cafeteria,
expostas ou ndo ao estresse cronico por restricdo, avaliado no teste labirinto em cruz elevado.
Letras mailsculas compararam os grupos DP vs. DP + estresse. Letras minusculas
compararam 0s grupos Cafe vs. Cafe + estresse. Letras distintas indicam diferencas
significativas a 5 % de probabilidade. "ns" indica que ndo foi observada diferenca entre os
grupos de DP e Cafe. Asterisco (*) indica que houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
DP + estresse e Cafe + estresse, a 5% de probabilidade (two-way ANOVA), pelo teste de
Tukey.
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Estudos que usaram ratas para analisar parametros de ansiedade em roedores
submetidos a estresse cronico e/ou a dieta de cafeteria sdo raros na literatura (Sivanathan et
al., 2015), o que torna dificil a realizacdo de compara¢des com os resultados do presente
trabalho. Foram encontrados na literatura alguns estudos recentes envolvendo ratas que
avaliaram os efeitos da obesidade (Pratchayasakul et al., 2015; Gureckd et al., 2015;
Sivanathan et al., 2015; Colman et al., 2015) e estresse (Semenoff-Segundo et al., 2014,
Balog et al., 2015) numa forma dissociada, ou em modelos mais jovens (Lalanza et al., 2014;
Zaidan & Gaisler-Salomon, 2015; Dayi et al., 2015), o que difere do presente estudo.

No presente trabalho, p6de-se observar que o teste do labirinto em cruz elevado
mostrou a sobreposicdo dos efeitos causados pela obesidade e estresse sobre o estado
ansiogénico dos animais avaliados. No entanto, durante o teste de campo aberto, esta
interacdo ndo foi observada, o que pode ser explicado pela natureza dos diferentes testes.
Como discutido por Carola et al. (2002), o teste do campo aberto € mais apropriado para
avaliar os indices de atividades motoras (componentes mecanicos) e menos sensiveis para
avaliar os comportamentos psicomotores em roedores, quando comparado com o teste do
labirinto em cruz elevado, embora ambos o0s testes podem ser utilizados para avaliar
comportamentos preditivos de ansiedade.

Komada et al. (2008) apontam para o fato de que, em vez de conduzir a
comportamentos relacionados a ansiedade, o teste do campo aberto mede a ansiedade de
animais em espacos abertos (comportamento de ansiedade open-space), 0 que nao € o caso do
teste do labirinto em cruz elevado. O teste do labirinto em cruz elevado baseia-se no
comportamento exploratério de roedores e a sua aversdo natural a espagos abertos, que
normalmente causa 0 medo e a ansiedade (Pellow et al., 1985; Walf & Frye, 2007). Este
paradigma bem estabelecido tem uma longa histéria de sucesso na avaliacdo do
comportamento de ansiedade, em camundongos ou ratos (Pellow et al., 1985; Rodgers &
Dalvi, 1997; Rodgers et al., 1997; Bertoglio & Carobrez, 2002). O teste aproveita a tendéncia
natural dos roedores para explorar novos ambientes. E dada ao roedor a opgdo de passar o
tempo em bracos abertos, bracos desprotegidos do labirinto, ou nos fechados, bracos
protegidos, todos elevados a 50 cm do chdo. Roedores tendem a evitar as areas abertas,
especialmente quando elas sdo iluminadas, preferindo espacos mais escuros e fechados. Esta
abordagem de prevencdo de conflito resulta em comportamentos que foram correlacionados

com aumentos nos indicadores de estresse fisiologico (Holmes et al., 2003). Em contraste, a
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administracdo de benzodiazepinos® e outros tratamentos ansioliticos resultam em aumento da
exploracdo dos bracos abertos, sem afetar a motivacdo ou locomocéo geral (Rodgers et al.,
1997).

Nos seres humanos, problemas emocionais sdo geralmente percebidos como
consequéncia da obesidade, apesar de conflitos e problemas psicolégicos de autoestima
podem preceder o desenvolvimento dessa condicdo (Vasques et al., 2004). Neste caso, a
ansiedade é um dos sintomas mais comuns em individuos obesos (Gariepy et al., 2010). Além
disso, foi relatado que pacientes obesos e emocionalmente instaveis caem em um estado
ansiogénico quando submetidos a processos de reeducagdo nutricional, acompanhado de
restricdo alimentar de alto teor calérico (Vasques et al., 2004).

De qualquer forma, tem sido um consenso na literatura que os transtornos de
ansiedade tém uma origem complexa, estando essa desordem psiquica associada com
alteraces em diversos sistemas de neurotransmissdo (Brawman-Mintzer & Lydiard, 1996).
Contudo, em modelos animais induzidos ao estresse cronico, ja foi demonstrada uma
diminuicdo nas ligacbes moleculares para receptores de benzodiazepina no cortex frontal,
hipocampo e hipotalamo (Moojen, 2005), aspecto que pode, possivelmente, explicar 0s
resultados obtidos neste estudo.

Em relacdo ao teste de natacdo forcada, o qual € preditivo e validado para a depressao
em animais de laboratério (Porsolt et al., 1977), observou-se que houve interacdo entre os
fatores "nutricdo" e "condigdo" para o parametro escalada (F.40) = 6,093, p = 0,009) e efeito
do fator 1 "nutricdo"” para o parametro flutuagdo (F(140) = 7,039, p = 0,015) (Figura 3.9).
Nenhum efeito dos fatores foi observado no pardmetro natagéo [fator 1 (F 40 = 1,638, p =
0,215), fator 2 (F.40) = 0,015, p = 0,901) e interacéo (F.40) = 3,645, p = 0,070)].

Os resultados do parametro flutuacdo, geralmente utilizado como um indicador de
depressdo em testes envolvendo modelos animais (Cryan & Lucki, 2000; Cryan et al. 2005),
podem sugerir, no presente estudo, uma alteracdo da mobilidade causada pelo aumento de
peso, e ndo devido a um estado depressivo nestes animais. O estudo de Calil et al. (2002)
suporta esta hipotese e mostra que o significado da flutuacdo (impoténcia ou adaptacédo)

depende do modelo experimental. Nishimura et al. (1988) também corroboram esta hipétese,

*Os benzodiazepinos s&o um grupo de substancias muito utilizadas no tratamento de situacdes de ansiedade e
insbnia e sdo um dos medicamentos mais receitados no mundo. Apesar de se conhecerem mais de 2 mil
variantes, apenas séo utilizadas para fins terapéuticos cerca de 35, normalmente conhecidas pelos seus nomes
comerciais (Artane, Bruprex, Librium, Mandrax, Rohipnol, Serenal, Temesta, Valium, Xanax, etc.). Os
benzodiazepinos tém progressivamente substituido os barbitUricos, por apresentarem menos riscos e menores
efeitos (informacgdes disponiveis em: http://www.atv.pt/ficheiros/documentos/benzodiazepinas.pdf. Acesso em:
11 jul. 2015).
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tendo seus resultados interpretados como mais uma prova para a nogéo de que a flutuacéo de
ratos no teste de natacdo forcada ndo implica necessariamente em "desespero
comportamental”, mas sim uma reacdo emocional a um estressor inevitdvel. No presente
trabalho, a constatagdo de que os animais obesos e estressados exibem menos comportamento
de escalada do que todos os outros grupos € muito interessante, considerando que os roedores,
quando expostos a uma situacdo aversiva sem possibilidade de escapar, tendem a desistir de
fugir e permanecer imovel (Can et al., 2012), além do fato de que a escalada é um bom indice

de luta para escapar.
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Figura 3.9. (A) Tempo de escalada registrado em ratas Wistar submetidas a dietas padrao e
cafeteria, expostas ou ndo ao estresse crénico por contencdo (n=12), durante o teste de
natacdo forcada. (B) Comparacédo entre o tempo de flutuacdo dos grupos DP e Cafe (fator
1), pelo two-way ANOVA, a 5% de probabilidade (n=24). Em (A), letras mailsculas
comparam os grupos DP vs. DP + estresse. Letras minasculas comparam os grupos Cafe vs.
Cafe + estresse. "ns" indica que ndo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos de
DP e Cafe. Asterisco (*) indica que houve diferenca estatistica entre os grupos Std +
estresse e Cafe + estresse, a 5% de probabilidade (two-way ANOVA), pelo teste de Tukey.
Letras distintas indicam diferencas significativas.
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Apesar de ndo terem sido avaliadas as concentragbes de corticosterona, é bem
estabelecido que 0s hormdnios produzidos na medula adrenal (epinefrina) e no cortex adrenal
(corticosterona nos ratos, o cortisol em humanos) sdo liberados durante e imediatamente apds
0 estimulo estressante. O grau com que estes sistemas hormonais sdo ativados depende da
gravidade bem como o tipo de estressor empregado (Korte, 2001). J& foi demonstrado, por
exemplo, que a remocdo de hormonios enddgenos por adrenalectomia prejudica a
consolidacdo da meméria para experiéncias que despertam emocdes (Oitzl & Kloet, 1992;
Roozendaal et al., 1996; Pugh et al., 1997; Beylin & Shors, 2003). Tal evidéncia indica que 0s
horménios do estresse liberados pela experiéncia de treinamento podem atuar como
moduladores enddgenos de consolidacdo de aspectos cognitivos.

Finalmente, em relacdo as avaliagdes neurocomportamentais realizadas, deve-se
ponderar que o presente estudo ndo € exaustivo e outras investigagcdes devem ser conduzidas
de forma a melhor compreender os aspectos psiquicos e fisioldgicos da obesidade e estresse.
Quanto ao estresse, Luine et al. (2007) relataram alteracbes comportamentais e neurais
dependentes do sexo em ratos, da duracdo do estresse cronico e da idade. Além disso, a
alteracdo das concentracOes de estradiol entre os sexos ao longo da vida parecem contribuir
para as diferencas na resposta ao estresse (Luine, 2014). Assim, as teorias de estresse
dependente de modulacbes na funcdo do sistema nervoso central - desenvolvidas
exclusivamente em modelos masculinos, com foco em processos fisiologicos periféricos e
testadas em adultos - podem necessitar de revisdo, quando aplicadas a uma populacdo mais
diversa (idade, e sexo conhecido), pelo menos em relacdo as funcdes neurais da cognicéo e da
ansiedade. Além disso, estes resultados sugerem que outros fatores estressantes e funcdes
neurais devem ser investigados para determinar se idade, sexo e hormdnios gonadais também

tém efeitos.

3.3. Avaliacdes bioguimicas e hematologica

Os resultados do eritrograma acusaram que nao houve interacdo entre os fatores
“nutrigdo” e “condi¢do” para nenhum dos parametros analisados (Tabela 3.2.). Além disso, 0s
animais ndo apresentaram parametros condizentes com um quadro anémico, definido pela
analise dos valores de hemécias, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito. O volume
corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) sdo
parametros utilizados para avaliar morfologicamente os tipos de anemia (Lopes et al., 2007).
Como os animais deste estudo ndo apresentaram-se anémicos, ndo foram observadas

alteracOes significativas para essas variaveis, como era esperado.
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Em relacdo ao lipidograma, tambem ndo foram observadas interagdes entre os fatores
“nutricao” e “condicdo” para os parametros avaliados, tampouco efeito individualizado dos
fatores (Tabela 3.2.). Estes resultados ja eram esperados, uma vez que, as dietas ofertadas aos
animais (tanto de cafeteria, quanto padrdo para roedores), ndo eram hiperlipidicas. Hoefel et
al. (2011), por exemplo, estudando ratos Wistar, sugerem um correlagdo positiva entre o
consumo de dietas hiperlipidicas com alteracfes metab6licas. Os autores evidenciaram que a
dieta hiperlipidica com gordura saturada quando ingerida ad libitum causa efeitos negativos
tanto sobre o perfil lipidico plasmatico, quanto hepatico.

Tabela 3.2. Resumo da analise de variancia para os parametros analisados no eritrograma e
lipidograma de ratas Wistar submetidas as dietas padrdo ou de cafetaria, expostas ou ndo ao

estresse cronico por restrigéo.

Fator 1 (“nutricdo”) Fator 2 (“condi¢éo”) Interacéo F1 x F2

Eritrograma

H (teré/L) F(1]4o) = 4,176, p= 0,054 F(1]40) = 0,264, p= 0,612 F(1,4o) = 0,773, p= 0,389
Hem (%) F(140) = 2 951 p= O 101 F(140) = 0 270 p= 0 608 F(140) = 0 258 p= 0 616
Hb (g/dl_) F(140) 1, 192 p= O 287 F(140) 0 838 p= 0 370 F(140) 0 358 p= 0 555
VCM (fL) F(1 40) = =0,721, p= 0,405 F(l 40) = = 0,090, p= 0,767 F(l 40) = = 1,701, p= 0,206
CHCM (g/dL) F(1 40) = =1,975, p= 0,175 F(l 40) = = 0,160, p= 0,693 F(l 40) = = 0,005, p= 0,943
Lipidograma

Colesterol F(140= 1,546, p = 0,227 F(140= 0,608, p = 0,444 F(140= 0,999, p = 0,329
(mg/dL)

Triglicérides F(140) 1,116, p= 0,303 F(14o) 0,701, p= 0,411 F(140) 0,217, p= 0,645
(mg/dL)

HDL (mg/dL) F(140)_0019 p—0890 F(14())_0008 p—0977 F(140)_2034 p—O 169
LDL (mg/dL) F(140) 2,971, p= 0,100 F(14()) 1,516, p= 0,232 F(140) 0,379, p= 0,544
VLDL F(140) 1, 116 p= O 303 F(14()) 0 701 p= 0 411 F(140) 0 217 p= 0 645
(mg/dL)

Legenda: H: hemacia; Hem: hematdcrito; Hb: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular media; HDL: lipoproteinas de alta densidade; LDL: lipoproteinas de
baixa densidade; VLDL.: lipoproteinas de densidade muito baixa.

Quanto ao leucograma, também ndo foram observadas interacdes entre os fatores
“nutrigdo” e “condi¢do” para os parametros avaliados (Tabela 3.3). Observou-se efeito apenas
do fator “nutrigdo” (Figura 3.2), sendo que os animais do grupo Cafe (submetidos ou ndo ao
estresse), apresentaram concentracdes superiores de leucOcitos totais, neutrofilos
segmentados, neutrofilos totais e linfécitos (Figura 3.10). Em relacdo ao plaquetograma, ndo
foram observados efeitos dos fatores ou interacdo dos mesmos sobre os resultados [fator 1
(F.40) = 2,801, p = 0,109), fator 2 (F(140) = 0,533, p = 0,473) e interacdo (F40) = 0,107, p =
0,746)].
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Estes dados apontam para um quadro de leucocitose por neutrofilia e linfocitose nos

animais obesos, evidenciando alteragdes nos processos imunoldgicos envolvidos na defesa

dos animais. As concentracfes aumentadas de linfécitos e neutrofilos, por exemplo,

constituem evidéncias de alteracdo no sistema imune dos animais obesos, que podem estar

relacionada a secrecao de moléculas pelos adipécitos e que precisam ser melhor estudadas.

Tabela 3.3. Resumo da analise de variancia para os parametros analisados no leucograma de

ratas Wistar submetidas as dietas padrdo ou de cafetaria, expostas ou ndo ao estresse crénico

por restrigéo.

Fator 1 (“nutricdo”)

Fator 2 (“condicdo”)

Interacdo F1 x F2

Leucocitos totais

(/mm?) F40= 5,554, p = 0,028*
Neutrofilos

Segmentados Fa0 = 4,539, p = 0,045*
(/mm®)

Neutrofilos totais

(/mm?) Fuao = 4,579, p = 0,049*
Linfocitos totais

(/mm?) F.40= 6,652, p =0,017*

Faa0= 1,191, p = 0,666

F(140= 0,181, p = 0,674

Fa40= 0,172, p = 0,682

F(140)= 0,168, p = 0,685

F(1,40) = 0,539, p= 0,470

F(140= 0,248, p = 0,623

F1.40= 0,249, p = 0,622

Fa0=1,052, p=0,317

Asterisco indica efeito do fator 1 sobre os parametros analisados ao nivel de 5% de probabilidade pela two-way ANOVA.

67



30000 - Fator 1

o a
s
=
S
. 20000+
1]
2 Fator 1
&
a
z% Fator 1 Fator 1
[0}
£ 10000 a a
S b ;
§ D
l—_b—| l_b—|
DP Cafe DP Cafe DP Cafe DP Cafe
e\ \3(5 x\S 0\3\5
, 0% (< o5 © w0 |
ou®® : \(b’“\oss ot \Y\"Oc\‘
e\

Figura 3.10. ConcentracOes séricas de leucocitos totais, neutrofilos segmentados, neutréfilos
totais e linfocitos, por mm?, dos animais dos grupos dieta padréo ou cafeteria (submetidos ou
ndo a estresse cronico). Dados expressos em média + desvio padrdo referentes a dois
experimentos (n=12), realizados de forma independente. Letras distintas indicam diferencas
estatisticas entre os grupos dieta padréo e de cafeteria, de acordo com a analise de variancia
(two-way ANOVA), a 5% de probabilidade. Legenda dos grupos: dieta padrdo (DP) e dieta
de cafeteria (Cafe).

Segundo Fain et al. (2004) e Wajchenberg (2000), os adipocitos secretam leptina (Lp)
em concentracdes diretamente proporcionais a massa do tecido adiposo, bem como o estado
nutricional do organismo. Considine et al. (1996) ainda destacam que a massa adiposa €é
considerada um dos fatores fortemente associado as concentragdes de Lp no sangue. Assim,
guanto maior a producdo de Lp pelos adipOcitos, maior a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias por parte dos mondcitos e, consequentemente, maior a proliferacao de linfocitos
T.

Evidéncias in vitro e em animais sugerem que a Lp esta também envolvida na
regulacdo da resposta inflamatoria humoral por meio de efeitos diretos nos linfécitos T,
monacitos, neutréfilos e células endoteliais (Hukshorn et al., 2004). Com isso, 0 aumento da
massa corpdrea acarretaria no incremento da Lp circulante e, consequentemente, aumentaria a
concentracdo plasmatica de marcadores inflamatdrios associados com a obesidade (Ziccardi et
al., 2002), o que caracterizaria um estado pré-inflamatério capaz de induzir uma leucocitose

(Perfetto et al., 2002), conforme observado nos animais alimentados com dieta de cafeteria.
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Outra hipGtese que explicaria a leucocitose estaria relacionada com a acdo da
epinefrina liberada em situacdes de estresse crénico, conforme demonstrado por Mersmann
(1989). Embora nossos dados nao apontem para efeitos estatisticos do fator estresse sobre os
resultados obtidos, essa constatacdo ndo implica em insignificancia biolégica dos achados,
considerando a complexidade dos efeitos do estresse no organismo. Para Thrall (2014), o
efeito da epinefrina no leucograma pode se manifestar como aumento do nimero total de
leucécitos, notado particularmente nos neutréfilos e/ou linfocitos, conforme observado no
presente estudo.

Os resultados da analise estatistica dos parametros proteinas totais, albumina,
globulina e glicemia revelaram auséncia de interacdes entre os fatores “nutricdo” e
“condicdo” (Tabela 4.3.). Observou-se apenas efeito do fator “nutricdo” sobre as
concentragdes glicémicas observadas. Os animais alimentados com dieta de cafeteria
(submetidos ou ndo ao estresse crénico) apresentaram maior concentragdo de glicose em

relagéo aos animais alimentados com dieta padréo (Figura 3.11).

Tabela 3.4. Resumo da analise de variancia para 0s parametros proteinas totais, albumina,
globulina e glicemia de ratos Wistar submetidos as dietas padréo e de cafetaria, expostos ou

ndo ao estresse cronico por restricdo.

Fator 1 (“nutricao”) Fator 2 (“condicdo0”) Interacdo F1 x F2
fgf;i')”as OIS £ )=0221,p=0642 Fuuy=0252p=0,620 Fuuw= 0,084 p=0,740
Albumina
(g/dL)
Globulina
(g/dL)
Glicemia

(g/dL)
Asterisco indica efeito do fator 1 sobre o parametro glicemia, analisado ao nivel de 5% de probabilidade pela
two-way ANOVA.

F(1]40) = 1,650, p= 0,213 F(1’4()) = 0,015, p= 0,901 F(1’40) = 0,184, p= 0,671
F(1]40) = 2,391, p= 0,137 F(1’4()) = 0,248, p= 0,623 F(1’40) = 0,187, p= 0,669

F(1]40) = 7,265, p= 0,013* F(1’4()) = 0,327, p= 0,573 F(1’40) = 0,019, p= 0,883
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Figura 3.11. Concentracdes glicémicas dos animais dos grupos dieta padrdo ou cafeteria
(submetidos ou ndo a estresse crbnico). Dados expressos em média + desvio padrdo
referentes a dois experimentos (n=12), realizados de forma independente. Letras distintas
indicam diferencas estatisticas entre os grupos dieta padrdo e de cafeteria, de acordo com a
analise de variancia (two-way ANOVA), a 5% de probabilidade. Legenda dos grupos: dieta
padrédo (DP) e dieta de cafeteria (Cafe).

Esses dados vdo ao encontro de diferentes trabalhos envolvendo modelos animais de
obesidade, os quais apontam relacdo direta entre a glicemia e o valor calorico da dieta
ingerida (Duarte et al., 2006, Sampey et al., 2011). Rosmond (2004) ainda destaca que a
obesidade &€ comumente associada a um conjunto de doengas metabdlicas, que pode
influenciar a secrecdo de diferentes substancias pelos adipdcitos. Essas substancias agem de
maneira complexa e ainda estdo sendo estudadas. De acordo com Campos et al. (2006), essas
substancias podem causar alteracdo morfofuncional dos adipocitos, que, nos organismos
obesos, secretam maiores concentracdes de TNF-a e IL-6, por exemplo, as quais sdo
antagonistas a acdo da insulina. Nesse caso, essa acdo antagdnica poderia explicar a
hiperglicemia observada nos animais obesos neste estudo, embora parametros ligados a

insulina ndo tenham sido alvo de investigacéo.
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CAPITULO IV. CONCLUSOES E COSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados e de acordo com as condigdes experimentais, pode-se
concluir que a dieta de cafeteria utilizada neste estudo, foi eficiente na inducéo da obesidade
em ratas Wistar. Concluiu-se que ratas Wistar estressadas e obesas apresentam alto indice de
ansiedade e comportamento preditivo de depressdo. Entretanto, a hipotese de que a associacdo
entre o estresse cronico e a obesidade levaria a maiores prejuizos nos parametros bioquimicos
e hematoldgicos avaliados nao foi confirmada.

Nesse sentido, é importante considerar que existem varios aspectos ligados a
complexidade ndo apenas dos efeitos da obesidade e do estresse sobre a homeostase do
organismo, como também a sobreposicdo dos mesmos. O tipo de protocolo de estresse
crénico utilizado, a idade dos animais, 0 sexo, por exemplo, podem ser fatores importantes
que podem ter contribuido para a ndo observacdo dos efeitos sobrepostos das duas
enfermidades, em alguns dos parametros avaliados neste estudo. Por outro lado, é importante
ponderar e considerar a possibilidade da existéncia do processo adaptativo decorrente da
exposicdo repetida ao estresse, observada nos animais, o que levaria a uma tolerancia
metabolica que impediria ou minimizaria os efeitos prejudiciais ao organismo. Sugere-se,
portanto, que as investigacbes acerca dos mecanismos envolvidos com os efeitos no

organismo da obesidade, associada ao estresse cronico, sejam continuadamente investigadas.
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CAPITULO V. PRODUTOS DO ESTUDO

O presente estudo resultou direta ou indiretamente em 2 manuscritos e em 7 resumos

publicados em diferentes eventos académico-cientificos:

Manuscritos:

1)

2)

Estrela DC, Silva WAM, Guimardes ATB, Mendes BO, Castro ALS, Torres ILS,
Malafaia G. Predictive behaviors for anxiety and depression in female Wistar rats
subjected to cafeteria and stress. Physiology & Behavior 151: 252-263, 2015. Doi:
10.1016/j.physbeh.2015.07.016 (Anexo I).

Obesity changes glycemia and WBC count in Wistar rats, but its association with
stress does not enhance its effects. Manuscrito submetido a revista Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias (ID: AABC-2015-0327) (Qualis CAPES A2 na area de
Biodiversidade/2015) (Anexo II).

Resumaos:

1.

ESTRELA, D. C.; MENDES, B. O.; SILVA, W. A. M.; GUIMARAES, A. T. B;;
LEMES, C.G.C.; CHAVES, C. F.; MALAFAIA, G. INDUCAO DA OBESIDADE
EM RATOS WISTAR POR MEIO DE DIETA DE CAFETERIA. In: 1l Workshop
Luso-Brasileiro de Ciéncias do IF Goiano e | Seminario Institucional do PIBID do IF
Goiano, 2014. Anais do Il Workshop Luso-Brasileiro de Ciéncias do IF Goiano e |
Seminério Institucional do PIBID do IF Goiano, 2014,

ESTRELA, D. C.; SILVA, W. A. M.; MENDES, B. O.; GUIMARAES, A. T. B;;
LEMES, C.G.C.; CHAVES, C. F.; MALAFAIA, G. EFEITOS DA OBESIDADE E
ESTRESSE CRONICO EM RATOS WISTAR SOBRE PARAMETROS
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