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RESUMO

Diversos fatores sdo considerados causais para o desenvolvimento da obesidade,
como estilo de vida, fatores hormonais, microbiota intestinal alterada e fatores
epigenéticos, levando ao aumento dos comportamentos de ansiedade. O presente
projeto testou a hip6tese de que os treinamentos de endurance de intensidade
moderada e intervalado de alta intensidade (HIIT) séo efetivos para reduzir ou reverter
o perfil de ansiedade em ratos com obesidade induzida por superalimentacédo durante
0 periodo de lactacdo. As analises foram realizadas com material coletado
previamente (CEUA-UFJF 45/2015), com 0s grupos experimentais: controle (C
ninhada 8-12 filhotes) e ninhada reduzida (NR-4 filhotes), subdivididos em sedentario
e endurance ou HIIT. Os grupos foram submetidos ao Teste Open Field (TOF) para
analisar: atividade locomotora, quantidade de bolos fecais, freezing (tempo de
permanéncia estatica) e grooming (contato com as vibrissas), a fim de avaliar o
comportamento de ansiedade. Também foi utilizado o labirinto em cruz elevado, onde
0 aumento do tempo de permanéncia no bragco aberto indica menor estado de
ansiedade. Foi realizada comparacao entre o grupo C e NR sedentario utilizando o
Teste T e para comparacgao entre os trés grupos foi utilizado o teste ANOVA, através
do software GraphPad Prism. Ao longo da realizacdo do TOF, n&o foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos C e NR sedentarios (p<0,05), assim como no
Freezing (p<0,05) e tempo de centro (p<0,05); contudo foram observadas tais
diferencas na quantidade de bolos fecais (p=0,0396) entre os grupos NR sedentério e
NR endurance, com reducgéo de 77,77% nos grupos treinados, além de uma diferenca
significativa no Grooming (p=0,0015) e quantidade de quadrados andados (p=0,045)
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entre os grupos C sedentario e C endurance, com reducédo de 72, 41% e aumento de
69,12% nos grupos treinados, respectivamente. Ja na realizacao do teste em labirinto
em cruz elevado nado foram observadas diferencas significativas para a frequéncia de
entrada e para o tempo de permanéncia nos bragos abertos. Na literatura s&o
encontrados dados que demonstram que o treinamento fisico estd diretamente
associado a reducédo do perfil de ansiedade e ao aumento da atividade locomotora
com consequente aumento de gasto caldrico, visto ao longo do presente projeto.
Diante do exposto, é possivel concluir que os roedores submetidos ao treinamento
fisico apresentaram reducao significativa do comportamento de ansiedade.

Palavras-chave: Obesidade. Ansiedade. Superalimentag&o. Treinamento fisico.

ABSTRACT

Several factors are considered causal for the development of obesity, such as lifestyle,
hormonal factors, altered gut microbiota and epigenetic factors, leading to increased
anxiety behaviors. The present project tested the hypothesis that moderate or high
intensity endurance training are effective in reducing or reversing the anxiety profile in
rats with overfeeding-induced obesity during lactation. The analyses were performed
with previously collected material (CEUA-UFJF 45/2015), with the experimental groups:
control (C litter 8-12 pups) and reduced litter (NR-4 pups), subdivided into sedentary
and endurance. The groups were submitted to the Open Field Test (TOF) to analyze:
locomotor activity, fecal bolus quantity, freezing (static dwell time) and grooming
(contact with the vibrissae), in order to evaluate anxiety behavior. The elevated cross
maze was also used, where increased dwell time in the open arm indicates lower
anxiety state. A comparison was made between group C and sedentary NR using the
T-test, and for comparison between the three groups the ANOVA test was used, using
GraphPad Prism software. Throughout the TOF, no significant differences were found
between the sedentary C and NR groups (p<0.05), as well as in Freezing (p<0.05) and
center time (p<0.05); however, such differences were observed in the amount of fecal
boluses (p=0.0396) between the NR sedentary and NR endurance groups, with a
77.77% reduction in the trained groups, as well as a significant difference in Grooming
(p=0.0015) and amount of squares walked (p=0.045) between the C sedentary and C
endurance groups, with a 72.41% reduction and 69.12% increase in the trained groups,
respectively. In the elevated cross maze test, no significant differences were observed
for the frequency of entry and the time to stay in the open arms. In the literature there
are data showing that physical training is directly associated with anxiety profile
reduction and increased locomotor activity with consequent increase in caloric
expenditure, as seen throughout this project. Given the above, it is possible to conclude
that rodents submitted to physical training showed a significant reduction in anxiety
behavior.

Keywords: Obesity. Anxiety. Overfeeding. Exercise training.
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1 INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia do sobrepeso/obesidade em varios paises tem
sido descrito como uma pandemia global. Diversos fatores sé&o considerados
causais para o desenvolvimento da obesidade, dentre eles o estilo de vida, fatores
hormonais, a microbiota intestinal alterada, fatores genéticos e epigenéticos
(Rosen et. al., 2018). O estado nutricional materno e paterno pode, através de
mecanismos epigenéticos, alterar o desenvolvimento da prole, elevando o risco
de complicacbes como diabetes tipo 2, hipertenséo, obesidade, déficit cognitivo,
alteracdo da memoria e outras alteracdes cerebrais, tanto na infancia quanto na
fase adulta (CORDNER; TAMASHIRO, 2015). Nos periodos considerados criticos
para o desenvolvimento (intrauterino, lactagdo e infancia) o sistema nervoso
central e enddcrino ainda se encontram em maturagdo e o hipotdlamo esta mais
suscetivel a influéncias externas (ambientais). Os fatores ambientas podem
influenciar a expressdo de genes que sao responsaveis pela modulacdo das
respostas metabolicas na prole (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2001).

Em contrapartida, o treinamento fisico realizado pela geracdo parental,
além de influenciar positivamente as fungdes metabdlicas e hormonais, também
pode influenciar esses mesmos parametros na descendéncia (ZAMBRANO et al.,
2005). Além disso, alguns estudos demonstram beneficios na memoria e
aprendizado, reducdo do medo e ansiedade na primeira geracéo cujo a geracao
FO foi submetida a protocolos de treinamento fisico (GOMES et al., 2016).

A pratica regular de exercicios fisicos diminui o risco de doencas
coronarianas e metabdlicas, por ser fundamental no balanco energético, controle
do peso corporal e prevencédo da obesidade (OMS, 2014). Entretanto, os efeitos
de diferentes modalidades de treinamento fisico (exercicio de
resisténcia/endurance, intervalados de alta intensidade ou resistidos/for¢a) nas
alteragbes bioquimicas, estruturais e metabolicas em fases criticas do
desenvolvimento, em machos e fémeas, ainda s&o pouco explorados.

Existem diversos modelos experimentais para o estudo da obesidade e das
alteracOes epigenéticas, dentre eles esta o0 modelo de reducdo de ninhada em
roedores (HABBOUT et al., 2013). A superalimentacéo durante a fase de lactacéo
pode ser induzida pela reducédo do namero de filhotes da ninhada padréao (10-12
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filhotes) para 3-4 filhotes (ninhada reduzida), resultando em aumento da ingestao
caldrica devido a uma menor competicdo durante a amamentacdo, além da
instalacdo do quadro precoce de hiperglicemia, acimulo de gordura e obesidade
(PORTELLA et al.,, 2015). Ratos e camundongos provenientes de ninhadas
reduzidas podem apresentar, na fase adulta, sobrepeso, obesidade, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia (BEI et al., 2015), hiperfagia,
intolerancia a glicose, dislipidemia e aumento da presséao arterial (VIANA et al.,
2013; PORTELLA et al., 2015), sendo considerado um modelo muito aplicavel
para estudos de alteracbes epigenéticas relacionadas ao aumento da gordura
corporal precoce.

A ansiedade pode se manifestar de diversas formas, como a ansiedade
social, sindrome do panico, fobias especificas, agorafobia, ansiedade
generalizada, entre outras, correlacionadas a determinados traumas, condigdes
médicas e sedentarismo. Alguns estudos demonstram uma relagdo entre
ansiedade e a obesidade estdo atreladas (SCOTT et al., 2008). Entretanto,
estudos que avaliaram a relacédo obesidade/ansiedade em roedores provenientes
de ninhadas reduzidas sao raros. Além disso, ndo temos conhecimento de estudos
gue se propuseram a analisar o efeito de diferentes tipos de treinamento fisico nos
niveis de ansiedade em roedores provenientes de ninhadas reduzidas.

Dessa forma, o presente estudo objetivou analisar os efeitos dos
treinamentos de endurance e treinamento intervalado de alta intensidade (high
intensity interval training — HIIT) na redugéo do perfil de ansiedade em ratos com

obesidade induzida por superalimentacao durante a lactacéo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

O presente estudo ndo utlizou novos animais, visto que todos o0s
procedimentos com os ratos Wistar ja foram realizados durante o doutoramento
de Carlos Gabriel de Lade pelo Programa de Pés-Graduagdo em Saude Brasileira
da UFJF. O projeto de doutorado foi submetido e aprovado pela CEUA sob o
namero de protocolo 45/2015. As analises propostas neste projeto foram
realizadas com material coletado durante o ano de 2018 e que ndo foram

realizadas, assim como, ndo foram incluidas na tese do referido aluno.
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2.2 Grupos experimentais:

Grupos Controles (NC): animais provenientes de mées com 8 a 12 crias.
Grupos Ninhadas Reduzidas (NR): animais provenientes de maes com ninhadas
contendo quatro filhotes. Para o teste Open Field foram utilizados dados de 40
animais, machos e fémeas foram agrupados para andlises devido ao N amostral
final de machos ser significativamente menor. Estes animais foram subdivididos,
por sorteio, em seis grupos: ControleSedentario (composto por 4 animais),
Ninhada Reduzida Sedentario (8 animais), Controle Endurance (8 animais),
Ninhada Reduzida Endurance (6 animais), Controle HIIT (7animais) e Ninhada
Reduzida HIIT (7 animais). Para o teste labirinto cruz elevado foram testados 49
animais, dos quais 30 eram NC e restante do grupo NR. Dados de machos e
fémeas foram analisados separadamente.

Aos 90 dias de vida os animais foram submetidos aos testes de labirinto em
cruz elevado e ao teste open field. Todos os animais foram submetidos, antes do
periodo de treinamento, a um teste da capacidade cardiorrespiratoria maxima
(VO2max) esteira metabdlica (Panlab®, Hollistone, EUA) com analisador de gases
(Harvard Aparatus®, Hollistone, EUA) para a defini¢cdo individual da velocidade de
treinamento (RODRIGUES et al.,, 2007). Os protocolos de treinamento foram
iniciados no desmame, aos vinte e um dias de vida, apds um periodo de adaptacéo
de cinco dias dos animais a esteira de treinamento (Insight®, Ribeirdo Preto,
Brasil).

O protocolo de endurance teve como caracteristica a intensidade moderada

(65-70% do VO2max), com trés sessdes semanais, 60 minutos por sessao,
durante oito semanas. Cada sessao de treinamento consistia em 10 minutos para
aquecimento (50% VO2 max.) e 50 minutos para a parte principal (65 -70% do
VO2max.).
As sessfes de HIIT tiveram duracéo de 40 minutos, divididos em 10 minutos para
aquecimento (50% do VO2 max.), seis periodos de 3 minutos de corrida de alta
intensidade (85-90% do VO2 max.) intercalados com periodos de 2 minutos de
corrida de baixa intensidade (50% do VO2 méax.), totalizando 30 minutos para a
parte principal. O ajuste da carga de treinamento foi realizado apés as primeiras
guatro semanas de treinamento, apds uma nova avaliacdo do VO2 max. Todos 0s
protocolos de treinamento se iniciaram apos o periodo de adaptacao e o primeiro
teste de VO2max., em torno do 30° dia pos-natal.
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2.3 Teste open field (TOF)

O teste open field foi realizado em uma arena construida em MDF, com
base retangular de dimensfes 60 x 40 cm e altura de 30 cm. O piso € recoberto
com vidro antiderrapante, que facilita a locomocao dos animais, e demarcado com
quadrados. O teste foi utilizado para avaliar o nivel de ansiedade por meio da
atividade locomotora, freezing, grooming e avaliacédo da atividade de formacao de
bolos fecais dos roedores em um tempo de cinco minutos. A atividade locomotora
foi realizada através da contagem de quadrados andados ao longo da arena pelo
rato, ja o freezing consistiu na analise do tempo em que o0 animal permaneceu
estatico, apos 3 segundos sem se movimentar. O grooming consistiu em analisar
a quantidade de vezes em que o roedor mexeu nas vibrissas, ja 0 numero de bolos
fecais esta atrelado a contagem da quantidade de bolos fecais que o animal fez
na arena apés o tempo de permanéncia na mesma. Além disso, também foi
realizada a contagem de tempo em que 0 animal permaneceu no centro da arena.
Quanto maior a ocorréncia de freezing, grooming e numero de bolos fecais
maiores os indicativos de ansiedade, entretanto quanto maior a ocorréncia de
tempo de permanéncia no centro da arena ou de quadrados andados, menor sera

o nivel de ansiedade a ser considerado.

2.4 Labirinto em cruz elevado:

O aparelho de labirinto em cruz elevado (Novalab®, Ribeirdo Preto, Brasil)
consiste em quatro bragos (50 cm) elevados a 39 cm acima do chéo. Cada brago
esta posicionado a 90° em relacéo aos bragos adjacentes e todos os bragos estédo
conectados através de uma area central (5 x 5 cm), formando um sinal de mais.
Cada rato foi colocado no centro do labirinto virado para um dos bragos abertos.
O tempo gasto (em segundos) nos bracos abertos (ou fechados) foi registado
durante 3 minutos. A entrada em um braco foi definida como a passagem das
quatro patas do animal pela linha divisoria entre a area central e o brago
(GRUNDMANN et al., 2009). Apos cada ensaio, o labirinto foi cuidadosamente
limpo com solucdo de etanol a 10%. O aumento da permanéncia do animal no
braco aberto indica estado compativel com menor estado de ansiedade. Com a
analise dos videos, o tempo total em cada braco do aparato foi calculado para

estimativa do estado de ansiedade dos animais.
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2.5 Anédlise estatistica

Na comparacgao entre os grupos sedentario e controle foi utilizado o teste t
independente para os dados com distribuicdo normal e o teste de Mann Whitney
para os dados ndo paramétricos. Para a comparacao entre trés grupos foi utilizado
o teste ANOVA One Way com post hoc de Tukey para os dados com distribuicdo
normal. Para a mesma comparacao, os testes de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Mann Whitney foram utilizados para os dados nao paramétricos. Foi
considerado o nivel de significancia p < 0,05. Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.®, versao
8.0.1).

3 RESULTADOS

3.1 Massa corporal de machos e fémeas durante a lactagao

A massa corporal dos machos NR antes do desmame foi significativamente
superior a partir do 4° dia de vida quando comparados com os animais NC (Grafico
1). Nas fémeas esse padrdo também aconteceu, porém, essa diferenca ocorreu a
partir do 10° dia pds-natal permanecendo até o desmame (Grafico 2).
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Gréfico 1. Evolucdo e comparagdo da massa corporal de machos NC e NR até o
desmame. * p< 0,05.
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Gréfico 2 . Evolugdo e comparagdo da massa corporal de fémeas NC e NR até o
desmame. * p< 0,05.

3.2 Open Field

Entre os grupos Controle Sedentario e Ninhada Reduzida Sedentario ndo
foram encontradas diferencas significativas (Tabela 1). Nenhuma diferenca foi
encontrada nos testes de freezing e tempo de centro para nenhum dos grupos. Foi
possivel observar uma diferenca significativa (p=0,0396) na quantidade de bolos
fecais entre os grupos Ninhada Reduzida Sedentario e Ninhada Reduzida
Endurance, havendo uma reducao de 77,77% no grupo treinado. Foi observada
uma diferenca significativa (p=0,0235) da atividade locomotora dos animais do
grupo Ninhada Reduzida HIIT quando comparado ao grupo Ninhada Reduzida
Sedentario, mostrando um aumento de 113,5% no grupo treinado (Tabela 2). Entre
0s grupos Controle Sedentario e Controle Endurance foi observada uma diferenca
significativa (p=0,0015) na iniciagdo do grooming com uma reduc¢éo de 72,41% no
grupo treinado, além disso, entre eles houve uma diferenca significativa (p=0,045)
da atividade locomotora (quadrados andados) na qual houve um aumento de
69,12% no grupo treinado (Tabela 3).
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CSed NRSed
Centro 8.600 £ 2.159 | 3.400 + 1.990
Bolos Fecais 3.000 +1.304 | 3.600 + 0.9798
Grooming 5.800 + 0.8602 | 5.000 + 1.703
Freezing 5.200+£2.478 | 8.250 £ 6.210
Quadrados Andados | 57.00 £11.32 | 41.40 £ 16.29
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Tabela 1: Comparagdo Grupo Controle Sedentario (CSed) e Ninhada Reduzida
Sedentario/obesos (NRSed)

CSed CEnd NRSed NREnNd
Centro 8.600 + 3.400 8.000 +
2.159 10.80 £ 1.497 1.990 0.8944
Bolos Fecais 3.000 + 3.600 + 0.800 £
1.304 0.000 £ 0.000 0.9798 0.5831 * =g
Grooming 5.800 % 1.600 + 5.000 + >0
0.8602 0.2449 ** 1.703 6.800 £+ 1.828 B
Freezing 5.200 + 8.250 + T
2.478 0.000 £ 0.000 6.210 2.800 £5.121 Q
Quadrados 57.00 + 96.40 + 5.689 41.40 -
Andados 11.32 * 16.29 82.00 + 5.225

Tabela 2 Comparagcdo Grupo Controle Sedentario (CSed), Controle Endurance
(CEnd), Ninhada Reduzida Sedentario/obesos (NRSed), Ninhada Reduzida

CSed NRSed CHIIT NRHIIT
5.600 *
Centro 8.600 + 2.159 3.400 + 1.990 2.542 5.000 +1.761
3.600 + 0.400 +
Bolos Fecais 3.000 + 1.304 0.9798 0.400 2.600 = 1.536
5.800 + 4.400 +
Grooming 0.8602 5.000 +1.703 0.814 3.200 + 1.020
8.400 +
Freezing 5.200 + 2.478 8.250 + 6.210 1.744 2.800 +2.131
Quadrados 70.80 88.40
andados 57.00+11.32 41.40 +16.29 18.19 4.261*

Tabela 3 Comparacdo Grupo Controle Sedentario (CSed), Controle HIIT (CHIIT),
Ninhada Reduzida Sedentario (NRSed), Ninhada Reduzida HIIT/ (NRHIIT). *->



3.3 Labirinto em cruz elevado

Ao longo da realizagao do teste em labirinto em cruz elevado ndo foram
observadas diferencas significativas para a frequéncia de entrada nos bracos
abertos (Fig. 1 e 2) entre os grupos controle (C) e ninhada reduzida (NR) de
fémeas e machos. Também néo foram observadas diferengas significativas para

o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fig. 3 e 4) entre 0s grupos controle
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(C) e ninhada reduzida (NR) de fémeas e machos.

Fémeas

Machos

60 60-
< < .
o o
S 404 2 40-
[2] (1]
< g
B g
= 904 £ 20+
& "
< s

0 i
0 J c NR
C NR

Figura 1: Porcentagem da frequéncia de
entrada no braco aberto pelas fémeas dos
grupos Controle (C) e Ninhada Reduzida
(NR). N&o houve diferenca significativa.
Célculo da porcentagem feito a partir da
formula: (Tempo B.F. + Tempo B.A.) / (Tempo
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Figura 3: Porcentagem do tempo gasto no
braco aberto pelas fémeas dos Controle (C) e
Ninhada Reduzida (NR). N&o houve diferenca
significativa. Célculo da porcentagem feito a
partir da férmula: (Tempo B.F. + Tempo B.A.)
/ (Tempo no B.A.) x 100

Figura 2: Porcentagem da frequéncia de
entrada no braco aberto pelos machos dos
grupos Controle (C) e Ninhada Reduzida
(NR). N&o houve diferenca significativa.
Célculo da porcentagem feito a partir da
formula: (Tempo B.F. + Tempo B.A.) / (Tempo
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Figura 4: Porcentagem do tempo gasto no
braco aberto pelos machos dos grupos
Controle (C)) e Ninhada Reduzida (NR). N&o
houve diferenca significativa. Calculo da
porcentagem feito a partir da férmula: (Tempo
B.F. + Tempo B.A.) / (Tempo no B.A.) x 100




4 DISCUSSAO

A analise dos testes consistiu em verificar os indicativos de ansiedade com
base no freezing, quantidade de bolos fecais, tempo de permanéncia centro da
arena, atividade locomotora e grooming no teste de open field, além da
porcentagem de tempo e de frequéncia de entrada no bragco aberto do teste de
labirinto em cruz elevado. Um indicador de ansiedade a ser utilizado no teste de
open field é o baixo percentual de atividade locomotora (PRUT, 2003).

Durante a realizagdo do teste de labirinto em cruz elevado, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos controle e ninhada reduzida
guanto ao tempo de permanéncia e a frequéncia de entrada nos bracos abertos,
indicando, assim, um nivel de ansiedade igual para ambos o0s grupos. Durante o
experimento, foi esperado que o teste de labirinto em cruz elevado analisado
acarretaria uma diminuicdo do tempo e da frequéncia de entrada nos bracos
abertos, considerado um indicador de ansiedade em roedores (BELZUNG;
GRIEBEL, 2001).

Alonso-Caraballo et al. (2019) expuseram que as interacbes entre a
predisposicdo genética e as alteracdes acompanhadas da obesidade podem
promover ansiedade em individuos predispostos, além disso a inducdo da
obesidade em ratos nao é suficiente para mudar comportamentos de ansiedade
em ratos que sao resistentes a obesidade. Assim, ganho de peso resulta em mais
indicadores tipicos de ansiedade nas fémeas analisadas.

Marcolin et al. (2012) apresentaram que 0 acesso a comidas de alta carga
calorica durante a pré-puberdade teve um efeito ansiolitico (os roedores
permaneceram por mais tempo no centro da arena do teste open field), também
observado no labirinto cruz elevado (maior permanéncia nos bracos abertos),
diferentemente do que foi observado em nosso estudo, tendo em vista que néo
houve diferenca significativa entre o tempo e as entradas no brago aberto em
relacdo ao braco fechado, e também ndo houve diferenca significativa entre os
ratos controle e ninhada reduzida no tempo gasto no centro do campo do teste
open field.

Foroozan (2021) demonstrou que o treinamento HIIT em animais obesos
diminui comportamentos indicativos de ansiedade. Entretanto Freitas (2019)

mostra que o treinamento HIIT ndo mostra um declinio significativo na ansiedade
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e atividade locomotora durante o teste de Open Field. Ainda os resultados de
Amirazodi (2020) sugerem que em ratos idosos o treinamento intervalado de alta
intensidade (HIIT) pode ter um efeito protetivo contra ansiedade.

E dificil determinar se é a obesidade que leva ao desenvolvimento de
ansiedade, se as diferencas basais da ansiedade levam ao desenvolvimento da
obesidade, ou até mesmo se é uma combinacdo dos dois (ALONSO-
CARABALLO, 2019). O consumo crbnico de dietas ricas em gordura altera os
ritmos diarios de atividade locomotora e ingestado de comida. A ingestdo de comida
rica em gordura se torna um comportamento de recompensa e € distribuido ao
longo do dia e da noite. Entretanto, o enriqguecimento ambiental com a roda de
exercicios diminui a recompensa associada com a dieta rica em gordura,
resultando em uma protecdo da obesidade induzida pela dieta (PENDERGAST,
2014). Em nosso experimento foi possivel observar que os ratos treinados
obtiveram uma reducdo de comportamentos tidos como indicadores de ansiedade,
0 que pode ser resultado da reversdo dos efeitos da obesidade através dos
treinamentos.

Diante do exposto, é possivel sugerir que os roedores submetidos ao
treinamento fisico, independente da modalidade, apresentaram uma diminui¢ao
significativa de comportamentos de ansiedade. Porém, tornam-se necessarios
novos estudos para melhor entender a relacdo entre treinamento fisico e a

reducdo da ansiedade.

PRINCIPIA
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