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RESUMO 

 

 

O aumento da ingestão de alimentos industrializados e produtos como refrigerantes, 

bebidas açucaradas e xarope de milho contendo alta concentração de frutose podem 

originar desordens metabólicas como obesidade, resistência à insulina, diabetes mellitus 

tipo 2 e doenças cardiovasculares em humanos. Estas desordens metabólicas podem 

alterar a resposta imunológica destes indivíduos. O objetivo deste trabalho foi investigar 

a hiperalgesia inflamatória e comportamento doentio após um desafio imunológico em 

animais com desordens metabólicas induzidas por dieta rica em frutose. Ratos adultos 

machos foram tratados com água ou solução de frutose 10% por cinco semanas. A 

hiperalgesia inflamatória periférica através do teste de Von Frey eletrônico foi avaliada 

após estímulo com carragenina, lipopolissacarídeo (LPS) ou prostaglandina E2 (PGE2). 

Comportamento doentio foi avaliado 2 horas após a injeção de LPS ou veículo. Os 

animais foram sujeitos ao teste de campo aberto, interação social, ingestão alimentar e 

avaliação da resposta febril. Expressão de citocinas foi avaliada nos tecidos adiposos e 

hipotálamo e a resposta neural foi investigada via imunohistoquímica para c-Fos. 

Comparado ao grupo controle, a frutose induziu dislipidemias, altos níveis de glicose, 

aumento da adiposidade retroperitoneal e epididimal e resistência a insulina. O aumento 

da hiperalgesia inflamatória periférica foi observado em animais tratados com frutose. 

Em resposta ao LPS os animais tratados com frutose exibiram respostas 

comportamentais exacerbadas e aumento da febre além do aumento da expressão de 

citocinas no hipotálamo e tecido adiposo quando comparados aos animais tratados com 

água. A expressão de Fos induzida pelo LPS foi maior em diversas áreas cerebrais nos 

animais controle e esta resposta foi aumentada nos ratos induzidos por dieta de frutose. 

Neste estudo podemos concluir que a dieta rica em frutose desempenha um importante 

papel na indução de desordens metabólicas as quais irão intensificar a hiperalgesia 

inflamatória e o comportamento doentio em resposta a um desafio imunológico via 

indução de citocinas no hipotálamo. 

 

Palavras-chave: Frutose. Dieta. Lipopolissacarídeos. Hiperalgesia. Comportamento de 

doença. Termorregulação. Citocinas. Imunohistoquímica. 

 

 

 
  



ABSTRACT 

 

 

The increased intake of processed foods and products such as soft drinks, sweetened 

drinks and corn syrup containing high concentration of fructose can cause metabolic 

disorders such as obesity, insulin resistance, type 2 diabetes mellitus and cardiovascular 

disease in humans. These disorders may alter the immune response of these individuals. 

The objective of this study was to investigate the inflammatory hyperalgesia and 

sickness behavior after an immune challenge in animals with metabolic disorders 

induced by diet rich in fructose. Adult male Wistar rats were provided either water or a 

fructose solution (10%) for 5 weeks. Peripheral inflammatory hyperalgesia according to 

the Von Frey test were evaluated after stimuli with carrageenan, lipopolysaccharide 

(LPS) and prostaglandin E2 (PGE2). Sickness behaviors were assessed 2 h following the 

injection of either a lipopolysaccharide (LPS) or vehicle. The rats were subjected to an 

open field test, a social interaction test, a food intake test and a fever evaluation. 

Cytokine expression was assessed in both adipose tissue and hypothalamus samples. 

The neural response was assessed in the forebrain via immunohistochemistry for c-Fos. 

Compared with the control group, the fructose diet induced dyslipidemia and 

significantly higher plasma glucose levels as well as both epididymal and 

retroperitoneal adiposity and insulin resistance. Increased peripheral inflammatory 

hyperalgesia were observed in animals treated with fructose. Furthermore, in response 

to LPS, the rats subjected to a fructose diet exhibited exacerbated sickness behaviors 

and accentuated febrile responses. Larger increases in cytokine expression were 

observed in both the hypothalamus and the adipose tissue of the obese rats compared 

with the control rats in response to LPS. LPS induced Fos protein expression in several 

areas of the brains of the control rats; however, larger numbers of Fos-positive cells 

were observed in the brains of the rats that were fed a fructose diet. In this study we 

conclude that the high-fructose diet plays an important role in the induction of 

metabolic disorders which will enhance inflammatory hyperalgesia and sickness 

behavior in response to an immune challenge induction via cytokines in the 

hypothalamus. 

Key-words: Fructose. Diet. Lipopolysaccharide. Hyperalgesia. Sickness behavior. 

Thermoregulation. Cytokines. Immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Todo ser vivo possui necessidades nutricionais vitais que são, na maioria das 

vezes, supridas por intermédio da alimentação. A qualidade dos alimentos ingeridos por 

um indivíduo pode influenciar na sua saúde, qualidade de vida e longevidade, uma vez 

que a adoção de maus hábitos alimentares esta associada ao desenvolvimento de 

diversas doenças. O aumento no consumo de alimentos industrializados, com alta 

densidade energética e baixo valor nutricional, aliado a inatividade física contribuem 

para o desenvolvimento de distúrbios metabólicos como diabetes mellitus e obesidade, 

os quais aumentam o risco de aparecimento de doenças cardiovasculares e síndrome 

metabólica (FORD et al., 2002; KEANE et al., 2015; MONTEIRO, 2009; RUIZ-

NÚÑEZ et al., 2013). 

Dietas com alto teor de açúcares, ou alto teor de gorduras, e aquelas que 

apresentam altos teores de açucares e de gorduras, as denominadas dietas de cafeteria, 

participam da gênese da obesidade em animais e caracterizam a atual mudança no 

hábito alimentar em humanos, uma vez que o estilo de vida dos indivíduos nas 

sociedades modernas, principalmente nas ocidentais, é caracterizado pela 

predominância de uma alimentação rica em lipídeos e carboidratos e pobre em 

nutrientes (JOHNSON; MAKOWSKI, 2015; SAMPEY et al., 2011). 

Dentre os alimentos que contem xarope de milho (HFCS-high fructose corn 

syrup), uma solução que apresenta alta concentração de frutose em sua formulação 

estão: refrigerantes, bebidas adoçadas, condimentos como ketchup e mostarda, pães e 

bolos industrializados, dentre outros. O aumento na ingestão de frutose, presente nestes 

tipos de alimentos, tem sido relacionado com o surgimento e prevalência de diversos 

distúrbios metabólicos a exemplo do diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2) (GORAN, 

2013), obesidade (BASU, 2013), gota (CHOI, 2010) e dislipidemias (STANHOPE, 

2012), além de hepatopatias como esteatose (VOS; LAVINE, 2013). 

A obesidade, DM tipo 2, dislipidemia e a hipertensão arterial são fatores que 

inicialmente caracterizavam a denominada ―síndrome X‖ descrita por Reaven (1988) ou 

―síndrome de resistência à insulina‖ descrita por Alexander et al. (2003), Moller; 

Kaufman (2005) ou Eckel et al. (2005). Atualmente estes fatores caracterizam a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monteiro%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19366466
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síndrome metabólica (SM) (DEFRONZO; FERRANNINI, 1991; KAHN et al., 2005; 

REAVEN, 1988). 

A Síndrome Metabólica é caracterizada por um conjunto de achados clínicos e 

bioquímicos que incluem obesidade visceral, intolerância à glicose/resistência a insulina 

e dislipidemia, que juntos aumentam o risco desenvolvimento de doença cardiovascular 

e diabetes mellitus tipo 2 (ECKEL et al., 2005; FORD et al., 2002; REAVEN, 1988; 

WAJCHENBERG et al., 1994). Além dessas patologias, aumento da reatividade 

vascular à noradrenalina (BARON et al.,1994) e resistência à insulina associada com o 

aumento da atividade simpática (THORP; SCHLAICH, 2015) também estão associados 

a SM. 

Um dos achados clínicos que apresenta bastante relevância para síndrome 

metabólica e que vem sendo alvo de diversos estudos é a adiposidade visceral. O 

aumento do tecido adiposo parece ser o grande vilão da SM (KAHN, 2000). 

Atualmente, o tecido adiposo é considerado um órgão endócrino ativo, que secreta 

diversos hormônios e citocinas, e não somente um órgão de armazenamento de energia 

passiva (BERG; SCHERER, 2005). O tecido adiposo visceral está localizado dentro das 

cavidades do corpo, essencialmente na cavidade abdominal, ele é metabolicamente mais 

ativo que o tecido adiposo subcutâneo e se difere deste por possuir adipócitos maiores, 

mais responsivos às enzimas lipolíticas e mais resistentes a insulina (FRÜHBECK et al., 

2001). Um aumento deste tipo de tecido adiposo leva ao aumento da resistência à 

insulina, processo que esta diretamente relacionado ao aumento da secreção de 

adipocinas como, IL-1β e TNF-α e que pode culminar com aparecimento do DM 2 

(KOVACEVIC et al., 2015). 

No quadro de resistência à insulina observa-se elevação plasmática deste 

hormônio, que é capaz de exercer atividade mitogênica nas fibras musculares lisas das 

artérias, contribuindo para o aumento da resistência periférica e para o desenvolvimento 

da aterosclerose (CABALLERO, 2004; HSUEH et al., 2004; SJÖHOLM; NŸSTROM, 

2005). Os pacientes com a SM também apresentam hipertrigliceridemia, redução de 

lipoproteína de alta densidade (HDL) e aumento de lipoproteína de baixa densidade 

(LDL) (CORNIER et al., 2008; GOFF et al.,2005; REAVEN et al., 1993; SALTIEL, 

2000). Todos esses fatores estão associados com o aparecimento de disfunção 

endotelial, a qual reduz a função dilatadora arterial e aumenta ainda mais o risco de 
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aterosclerose e doença cardiovascular (KATAKAM et al.,1999; MILLER et al., 1998; 

SALTIEL, 2000). 

Para mimetizar as desordens metabólicas causadas pela adoção de maus hábitos 

alimentares vistas em humanos são utilizados modelos pré-clínicos, tais como os que 

envolvem a manipulação genética e os que utilizam dietas (KENNEDY et al., 2010). 

Modelos experimentais que utilizam dieta rica em frutose são amplamente empregados 

para desencadear o aparecimento de sinais característicos da síndrome metabólica, 

permitindo assim, avaliar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da mesma 

(HAVEL, 2005; HERNÁNDEZ-SALINAS et al., 2015; RICHARD; ROBERT, 2010; 

SIL et al., 2015; TRAN et al., 2009). A ingestão crônica de frutose pode também 

desencadear um aumento no tecido adiposo visceral, considerado uma característica 

marcante da síndrome metabólica (BURSAĆ et al., 2014). 

A ingestão excessiva de frutose e os danos metabólicos associados a ela têm 

feito com que organizações de saúde em todo o mundo voltassem sua atenção para os 

efeitos nocivos, à saúde humana, decorrentes da adoção de uma dieta rica deste 

monossacarídeo. A frutose é um açúcar simples, do grupo das hexoses, que muito se 

assemelha a glicose, diferindo apenas pela posição do grupo carbonila, que na frutose 

encontra-se no carbono 2 e na glicose no cabono 1, fazendo com que aquela pertença ao 

grupo das cetoses e esta ao grupo das aldoses (LE; TAPPY, 2006). 

Após ser ingerida, a frutose ganha a luz do intestino delgado, de onde é 

transportada para o citoplasma dos enterócitos via transportadores GLUT-5. 

Diferentemente do transporte da glicose, a entrada da frutose no enterócito independe da 

hidrólise de ATP e do simporte com sódio. Por meio de transportadores GLUT-2, 

presentes na membrana basolateral dos enterócitos, a frutose ganha a corrente sanguínea 

e posteriormente o fígado, seu principal órgão metabolizador. Uma vez na circulação 

hepática a frutose é captada pelos hepatócitos via GLUT-2. Dentro dos hepatócitos, a 

frutose é rapidamente fosforilada e transformada em frutose-1-fosfato, reação catalisada 

pela frutoquinase, enzima que apresenta um baixo Km (constante de Michaelis-Menten) 

para a frutose e velocidade máxima (Vmax) alta, o que justifica o rápido metabolismo 

que a frutose sofre no fígado (AKRAM; HAMID, 2013; LE; TAPPY, 2006; MAYES, 

1993). 

Como pode ser visto na Figura 1 o metabolismo de glicose e frutose convergem 

para a formação de duas trioses, a diidroxiacetona-fosfato e gliceraleido-3-fosfato. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hern%C3%A1ndez-Salinas%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26420015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sil%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26400710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bursa%C4%87%20BN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24565674
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Entretanto, o metabolismo da frutose se difere marcadamente da glicose. A entrada da 

glicose na via glicolítica está em dependência da atividade da hexoquinase, enzima que 

fosforila a glicose em glicose-6-fosfato, no entanto esta enzima apresenta alto Km para 

a glicose, o que faz com que a reação só ocorra em presença de altas concentrações de 

glicose. A próxima reação da via, catalisada pela fosfofrutoquinase, converte glicose-6-

fosfato em frutose-1,6-difosfato, esta enzima é regulada negativamente por níveis 

elevados ATP, citrato e por baixos níveis de insulina. Em contrapartida, o metabolismo 

da frutose independe da sinalização da insulina, bem como não sofre feedback negativo 

pelo ATP ou citrato, o que faz com que a frutose seja metabolizada mais rápida e 

espontaneamente do que a glicose (LE; TAPPY, 2006; MALIK; HU, 2015; 

TORNHEIM; LOWENSTEIN, 1976). 

O gliceraldeido-3-fosfato é isômero de função da diidroxiacetona-fosfato, de 

modo que esta, ao ser produzida durante o metabolismo das hexoses, pode ser 

convertida, por ação de uma isomerase, em gliceraldeido-3-fosfato. Este por sua vez, 

sofre uma cascata de reações que ao final produzirá Acetil-coA que pode ter dois 

destinos metabólicos: entrar no ciclo de Krebs para dar origem ao ATP ou servir de 

substrato em rotas lipogênicas de produção de ácidos graxos, que provocaram 

hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo (AKRAM; HAMID, 2013; BAR-ON; 

STEIN, 1968). 
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Figura 1- Vias metabólicas da frutose e a relação com o metabolismo lipídico e 
glicídico.  

 

 Fonte: Adaptado de Tappy; Lê (2010). 

 

 Uma vez dentro das células B ou β do pâncreas, a glicose é metabolizada 

gerando assim sinais intracelulares capazes de estimular a secreção de insulina. Esta 

secreção é estimulada nas células β do pâncreas a partir da entrada de glicose pelos 

transportadores GLUT-2, estes transportadores possuem elevado Km (entre 15 e 20 

mmol/L), portanto, não sendo saturável em concentrações fisiológicas de glicose e 

Vmax elevado, permitindo um rápido transporte de glicose quando há aumento da 

glicemia (BONADONNA et al., 1996; LENZEN; PANTEN, 1988; REGAZZI et al., 

2015). 

 Além do transporte da glicose, as enzimas responsáveis pela fosforilação deste 

açúcar à glicose-6-fosfato desempenham importante papel na secreção de insulina. A 

glicose é convertida em glicose-6-fosfato pela ação da glicoquinase, também 

denominada hexoquinase IV, que possui baixa afinidade pela glicose e da hexoquinase I 

de alta afinidade. Embora a hexoquinase I seja a enzima que apresenta mais afinidade, 

ela é inibida pela glicose-6-fosfato, acarretando, dessa maneira, numa maior atividade 

da glicoquinase. Esse mecanismo exerce papel fundamental na regulação da via 
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glicolítica no estado pós-prandial. Após sua conversão, a glicose-6-fosfato entra na via 

glicolítica e é convertida em piruvato (GIROIX et al., 1984; LENZEN, 2015). 

 No citoplasma o piruvato é transportado à mitocôndria para metabolização 

aeróbia onde é convertido a acetil-Coa pela piruvato desidrogenase. Em seguida, o 

acetil-Coa entra no ciclo de Krebs levando ao aumento de ATP e da razão ATP/ADP. 

No citoplasma, esse aumento da relação ATP/ADP provoca fechamento dos canais de 

potássio ATP-dependente (KATP) e a consequente despolarização da membrana celular 

que leva a ativação de canais de Ca
2+

 sensíveis a voltagem. Consequentemente há um 

aumento do influxo de cálcio para as células β pancreáticas desencadeando a exocitose 

da insulina (ASHCROFT, 1984; COOK; HALES, 1984; SEINO, 2012). A secreção de 

insulina estimulada pela glicose pode ser potencializada pelos hormônios incretinas 

peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e polipeptídeo inibitório gástrico (GIP). 

Esses hormônios auxiliam na secreção de insulina após uma elevação da glicose 

proveniente da alimentação contribuindo para a homeostase dos níveis deste açúcar no 

organismo (DUPRE et al., 1973; LUND, 2005). 

 De maneira diferente da glicose, após a ingestão de frutose, não ocorre a 

liberação de insulina por duas razões. Primeiramente, o pâncreas não contém os 

transportadores de glicose GLUT-5 (CURRY, 1989), que são limitantes para a captação 

de frutose, além da frutose não estimular a liberação do peptídeo inibitório gástrico 

(GANDA et al., 1979; RAYNER et al., 2000; TEFF et al., 2004). 

 Após a secreção de insulina pelas células β do pâncreas inicia-se a via clássica 

da sinalização deste hormônio, a via IRSs/PI3-K/Akt. Essa via é estimulada quando a 

insulina se liga a subunidade α do seu receptor induzindo assim a autofosforilação da 

subunidade β. O receptor de insulina (RI) pertence a classe dos receptores tirosina 

quinase, a fosforilação em resíduos tirosina ativa o receptor e em resíduos serina o 

inativa (HOTAMISLIGIL et al., 1996; TANIGUCHI et al., 2006). A ativação desse 

receptor leva a fosforilação de substratos intracelulares, como os substratos do receptor 

da insulina (IRS1-4), Src homology collagen (Src) e Janus kinase-2 (JAK-2). A 

fosforilação dos IRS1-4 permite a associação dessas proteínas com a subunidade p85 da 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-K) desencadeando a ativação de outras proteínas como 

proteína quinase B (PKB) também denominada de Akt. A estimulação dessa via clássica 

da insulina vai então ser responsável pelos efeitos biológicos desse hormônio 
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(BEDINGER; ADAMS, 2015; CROSS et al., 1995; SALTIEL; KAHN, 2001; 

TANIGUCHI et al., 2006; WHITE, 2003). 

 Dentre os efeitos biológicos da insulina podemos considerar o aumento da 

captação de glicose em tecidos musculares e adiposo; inibição da produção hepática de 

glicose através da redução de neoglicogênese e glicogenólise, lipólise e proteólise; 

aumento da síntese de ácidos graxos, proteínas e glicogênio; controle da ingestão 

alimentar pelo hipotálamo; prevenção de apoptose e por fim, produção de óxido nítrico 

no endotélio (PESSIN; SALTIEL, 2000). 

 O consumo excessivo de frutose aumenta os níveis de ácidos graxos os quais 

estão associados a alterações nas vias clássicas da sinalização insulínica podendo causar 

um quadro de resistência a este hormônio. Estes ácidos graxos desencadeiam a 

fosforilação dos resíduos serina dos receptores de insulina, inativando-os e diminuindo 

a ativação da PI3-K promovendo, assim, a diminuição no transporte de glicose para 

dentro da célula estimulado pela insulina. Essa diminuição na captação de glicose 

estimula ainda mais a secreção de insulina na tentativa de compensar os níveis 

aumentados de glicose, gerando um círculo vicioso piorando o quadro da resistência. 

Portanto, se há modificações na sinalização da insulina dentro da célula a resposta 

metabólica e os efeitos biológicos deste hormônio podem ser alterados frente aos seus 

níveis circulantes (BELL; POLONSKY, 2001; KAHN, 2001; NOLAN et al., 2015). 

 Além da via IRSs/PI3-K/Akt outra via importante no desenvolvimento da 

resistência à insulina é a via PI3-K/Akt/GLUT-4 a qual é responsável pelo transporte de 

glicose para dentro da célula. Os transportadores de glicose (GLUTs) medeiam a 

entrada da glicose para o interior da célula através de sua translocação para a membrana 

plasmática, este mecanismo é modulado pela ativação das proteínas PI3-K/Akt 

independente de ATP. A insulina então estimula esta translocação e conseqüentemente a 

entrada da glicose na célula. Dessa maneira, se há uma alteração nesta sinalização a 

glicose não é transportada para dentro da célula e seus níveis plasmáticos aumentam 

podendo levar ao quadro de DM tipo 2 (HUANG; CZECH, 2007). 

 O estímulo da resistência a insulina a partir do aumento nos níveis de lipídeos e 

carboiratos pode desencadear obesidade, hipertrigliceridemia, diminuição dos níveis de 

HDL-c, aumento dos níveis de VLDL-c, hipertensão, aumento da resistência vascular, 

aterosclerose e DM tipo 2 (FINKELSTEIN et al., 2012; KWON; PESSIN, 2013). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adams%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26277398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nolan%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Czech%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17403369


25 

 

 A resistência à insulina originada pela inflamação de tecidos metabólicos foi 

primeiramente descrita por Hotamisligil et al., em 1993. Estes autores relataram que o 

tecido adiposo tinha a capacidade de secretar fator de necrose tumoral α (TNF-α), uma 

citocina pró-inflamatória que prejudicava a sinalização da insulina. Posteriormente, 

vários outros mediadores inflamatórios foram descobertos sendo secretados pelo tecido 

adiposo como proteína C-reativa (CRP), interleucina 6 e 1 (IL-6, IL-1), inibidor do 

ativador de plasminogênio-1 (PAI-1) entre outros (HALBERG et al., 2008; 

KERSHAW; FLIER, 2004; KWON; PESSIN, 2013). 

 Desta forma, a obesidade aumenta a secreção de TNF-α pelos adipócitos, esta 

citocina inativa os receptores de insulina por intermedio da inibição da fosforilação 

deste receptor em resíduos tirosina o que impede sua sinalização celular resultando, 

gerando assim o de resistência à insulina (PERALDI et al., 1996). Além disso, a 

inflamação induzida pela obesidade aumenta níveis de proteínas quinase, tais como, 

inibidor do fator de transcrição NF-kappa B (IκB), a proteína quinase C (PKC) e a c-

Jun N-terminal kinase (JNK) (HOTAMISLIGIL et al., 1996; SAMUEL; SHULMAN, 

2012). NFκB e JNK são os principais fatores de transcrição responsáveis pela expressão 

de grande variedade de genes envolvidos na resposta inflamatória e que estão 

associados a resistência à insulina. A atividade da proteína JNK estimula a fosforilação 

do fator de transcrição AP-1, que por vias ainda não conhecidas promove a fosforilação 

em resíduos serina do receptor de insulina. Já o NFκB permanece no citoplasma 

inativado pelo inibidor de κB, o IkB. Após fosforilação de IkB pelas quinases IKK o 

complexo NFκB- IkB é desfeito e o NFκB é translocado para o núcleo. O TNF-α é um 

importante estimulador destes dois fatores de transcrição, que irão desencadear a 

resistência a insulina por vias de sinalização intermediárias, ainda pouco conhecidas, 

que ativarão a fosforilação em resíduos serina do receptor de insulina (Figura 2) 

(BAEUERLE; BALTIMORE, 1996; GAO et al., 2003; SHOELSON et al., 2006). 
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Figura 2- Interação da sinalização da insulina e vias inflamatórias.  

 

 Fonte: Adaptado de Luca; Olefsky (2008). 

  

 A sinalização inflamatória induzindo a resistência à insulina caracteriza uma 

relação fundamental entre inflamação e resistência insulínica consistindo, assim, um dos 

mecanismos que explicam a fisiopatologia das complicações metabólicas da obesidade. 

 Alterações nas respostas imunológicas em indivíduos obesos têm sido alvo de 

diversas pesquisas que utilizam modelos animais de obesidade induzida por dieta. 

Estudos realizados em animais tratados com dieta rica em açúcar e gorduras, capazes de 

desencadear um quadro de obesidade, demonstraram uma resposta febril prolongada, 

anorexia, redução do comportamento social e aumento de mediadores pró-inflamatórios 

após o sistema imune ser estimulado por tratamento com diversos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMP’s) (AMAR et al., 2007; MARISSAL-ARVY et al., 

2014; POHL et al., 2009; SMITH et al., 2007). 

 Adipócitos e macrófagos desempenham funções análogas nestas respostas. Pré-

adipócitos possuem a capacidade de se diferenciar em macrofágos e a consequente 

hiperplasia destas células gera o aumento da síntese de mediadores pró-inflamatórios 

como, por exemplo, TNF-α, IL-1β, IL-6, leptina, resistina, visfatina, PAI-1 e PPAR 

(Peroxisome proliferator-activated receptor) caracterizando, assim, um estado de 

inflamação crônica sub-clínica em indivíduos obesos (CHAKRABORTI, 2015; 

GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).  
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 O processo inflamatório causado pelo tecido adiposo difere da inflamação 

resultante da ativação do sistema imune decorrente da invasão por microorganismos. A 

literatura clássica descreve a inflamação como sendo uma resposta recrutada pelo 

organismo diante de lesões, suas principais características são edema, vermelhidão, dor 

e febre, determinando assim os sinais cardinais da inflamação como, tumor, rubor, dor e 

calor (LARSEN; HENSON, 1983). 

 A inflamação é uma resposta biológica complexa de tecidos vasculares a 

estímulos nocivos, tais como patógenos, danos celulares ou irritantes (físicos ou 

químicos). É um mecanismo de defesa destinado a remover os estímulos lesivos e 

iniciar o processo de reparo tecidual (GALLIN et al., 1992). 

Uma resposta inflamatória perante um microorganismo é estimulada pelo 

sistema imune que reconhece esses agressores através dos sistemas de reconhecimento 

de agentes patogênicos como os receptores do tipo toll-like (TLR). Estes receptores são 

expressos em células musculares, enterócitos, adipócitos e em células do sistema imune 

incluindo macrófagos, o que estabelece uma integração entre o sistema imune e 

metabólico (BEUTLER, 2004; SHI et al., 2006; SONG et al., 2006). Estes receptores 

possuem como seus ligantes o lipopolissacarídeo (LPS) e os ácidos graxos saturados. A 

interação entre esses ligantes e o receptor estimula a síntese de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-8 e IL-12, as quais atuam como mediadores 

da inflamação patogênica e da inflamação decorrente da obesidade. 

Dantzer et al. (1998) descrevem que as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1β 

desempenham, portanto, um papel fundamental na inflamação. Cada uma possui suas 

propriedades características e são sintetizadas por células do sistema imune, neurônios e 

adipócitos, exercendo potente efeito no sistema nervoso central desencadeando assim, 

febre, ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) e comportamento doentio 

(HOTAMISLIGIL et al., 1995). 

 O comportamento doentio representa, junto com a resposta febril, uma estratégia 

organizada do organismo no sentido de combater a infecção (HART, 1988). Kent, 

Bluthé, Kelley e Dantzer (1992) destacam alterações nas respostas comportamentais dos 

animais tais como anedonia ou falta de interesse em estímulos agradáveis, redução da 

ingestão de alimentos, diminuição do comportamento exploratório, diminuição da 

interação social, redução do comportamento sexual, sono e diminuição da atividade 

locomotora como sendo mecanismos que auxiliam o animal no combate a infecção. 
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Estas respostas comportamentais podem ser verificadas em modelos animais que 

utilizam LPS ou citocinas pró-inflamatórias para simular a evocação do sistema imune 

(DANTZER, 2006; HARDEN et al., 2015; KENT et al., 1992). 

 A falta de interesse em estímulos agradáveis ou anedonia é amplamente 

investigada por pesquisadores em animais experimentais. Um modelo de anedonia 

bastante utilizado é a preferência a sacarose visto que os roedores possuem preferência 

por bebidas adoçadas (DE LA GARZA, 2005; WEIL et al., 2006). Esta busca pelo 

estímulo agradável da bebida adoçada corresponde uma resposta comportamental 

controlada não só por regiões cerebrais de recompensa, mas também pelo hipotálamo e 

tronco cerebral, áreas cerebrais que controlam a ingestão alimentar e homeostase 

energética (AHIMA et al., 2008; DE ARAUJO et al., 2008; PIZZAGALLI et al., 2009). 

 A redução da ingestão alimentar talvez seja a alteração mais clássica do 

comportamento doentio. Falta de apetite, perda de peso e diminuição da ingestão 

alimentar manifestam-se durante respostas a agentes infecciosos como LPS (DE PAIVA 

et al., 2010). O controle da ingestão alimentar é regulado por várias regiões do sistema 

nervoso central como núcleo arqueado, hipotálamo lateral, complexo vagal dorsal e 

núcleos da rafe as quais são fundamentais no controle da ingestão alimentar uma vez 

que essas regiões são responsáveis pela integração de sinais do estado energético e 

ingestão calórica (DHILLO, 2007; SCHWARTZ et al., 2000). 

 Além da anedonia e da redução da ingestão alimentar, a diminuição da atividade 

locomotora e da exploração também caracterizam o comportamento doentio. O teste de 

campo aberto é um modelo extensivamente utilizado por pesquisadores para verificar a 

atividade locomotora do animal uma vez que seu instinto o incita a explorar novos 

ambientes. A locomoção na parte central do aparato esta relacionada ao medo, já a 

locomoção na periferia relaciona-se com a atividade locomotora em geral (BELZUNG; 

GRIEBEL, 2001; PRUT; BELZUNG, 2003). Estudos realizados por Swiergiel e Dunn 

(2007) e Otterness et al. (1988) demonstram que administração de LPS e IL-1 causam 

diminuição da atividade locomotora no aparato de campo aberto, o que revela a eficácia 

do teste no que tange evidenciar o aparecimento do comportamento doentio. 

 O teste de interação social foi primeiramente descrito por File e Hyde (1978) 

como modelo para avaliação da ansiedade, no entanto ele também é utilizado para 

avaliação do comportamento doentio. Manifestações próprias da espécie são observadas 

neste teste que consiste em confrontar o animal a ser avaliado com outro desconhecido 
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da mesma espécie e idade inferior. Os parâmetros analisados consistem em limpar, 

cheirar, morder, imitar, explorar a região anogenital, seguir o visitante ou colocar as 

patas dianteiras sobre ele (COHN; DE SÁ-ROCHA, 2006; GRANT; MACKINTOSH, 

1963). O aumento da interação social sem o aumento da atividade locomotora 

caracteriza um efeito ansiolítico enquanto diminuição da interação social indica efeito 

ansiogênico (FILE; SETH, 2003), no comportamento doentio estas duas respostas 

podem ser observadas uma vez que Hennessy et al. (2014) afirmam que a diminuição da 

interação social não é um comportamento invariável nesta situação. 

 Comportamento doentio e febre são uma consequência do complexo processo de 

inflamação. A inflamação ocorre como uma imediata resposta de defesa inata a 

patógenos invasores independentemente do fato do estímulo inflamatório apresentar-se 

infeccioso ou não, a resposta é resultante de uma ativação rápida e bastante 

estereotipada da resposta imune inata (ROTH; BLATTEIS, 2014). 

 Em animais homeotérmicos a temperatura corporal exerce papel fundamental no 

metabolismo influenciando as funções fisiológicas, para isso ela deve ser mantida 

constante independente das variações térmicas do ambiente. A termorregulação mantem 

a temperatura corporal diante de uma ampla faixa de condições ambientais através de 

mecanismos autonômicos e comportamentais (BICEGO et al., 2007). 

 A termorregulação autonômica decorre do ganho, produção ou conservação, e 

perda de calor. A produção de calor pode ser oriunda do metabolismo basal, pelo tremor 

da musculatura estriada e pela produção metabólica a partir do tecido adiposo marrom 

(NAKAMURA; MORRISON, 2011). A piloereção e vasoconstrição periférica são 

mecanismos responsáveis pela conservação do calor e a vasodilatação periférica, 

ofegação e sudorese conferem mecanismos de perda de calor (BOULANT, 2000). 

 Variações térmicas do ambiente são detectadas por sensores localizados na pele, 

os termorreceptores periféricos, classificados em dois tipos, sensíveis ao frio e os 

sensíveis ao calor. Posteriormente, aferências térmicas periféricas são conduzidas ao 

sistema nervoso central através da raiz dorsal da medula espinhal até regiões de 

integração térmica superiores do sistema nervoso central. A regulação da temperatura 

corporal não é determinada por uma única região do sistema nervoso central, mas por 

uma série de estruturas neurais como hipotálamo, sistema límbico, troncocerebral, a 

formação reticular, medula espinhal e gânglios simpáticos (BLATTEIS, 1998). Apesar 

de todas essas regiões desempenharem um controle na temperatura corporal estudos 
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demonstraram que a área pré-óptica do hipotálamo anterior (POA) é uma das estruturas 

termorreguladoras mais importantes. A POA é um sítio termossensível que recebe 

informações térmicas dos termorreceptores periféricos e da medula espinhal exercendo 

um papel fundamental no controle da temperatura corporal (MORRISON et al. 2008; 

ROMANOVSKY, 2007). 

 Os mecanismos de perda ou ganho de calor podem ser regulados pelo set point 

termorregulatório, que é definido como valor de temperatura corporal aceitável em 

determinada circunstância. O set point pode ser considerado como um termostato e por 

isso gera respostas compensatórias diante de variações de temperatura (KANOSUE et 

al., 1997). 

 Baseado nas alterações deste termostato e na sua falha em manter a temperatura 

homeostática podemos definir os termos hipotermia, hipertermia e febre. Na hipotermia, 

a temperatura corporal diminui abaixo do valor do set point termorregulador e 

geralmente ocorre quando a temperatura corporal cai abaixo dos 35ºC. A hipertermia se 

caracteriza pela elevação da temperatura corporal acima do valor do set point devido 

uma alta sobrecarga de calor ambiental ou metabólica e depende da temperatura 

ambiente. Entretanto, variações diretas do set point termorregulador a fim de elevar a 

temperatura corporal induzem a resposta febril. A febre é uma elevação regulada da 

temperatura corporal e não uma consequência da incapacidade dos mecanismos 

termorreguladores de dissipar o ganho de calor como ocorre na hipertermia, nestas 

circunstâncias a resposta febril não depende da temperatura ambiente ela se desenvolve 

em qualquer temperatura (CABANAC; MASSONNET, 1980; IUPS, 2001). 

 A febre é um aumento regulado da temperatura corporal em resposta a um 

agente invasor, exerce função protetora e adaptativa visto que a elevação na temperatura 

corporal aumenta a eficiência do sistema imunológico em combater os agentes 

agressores e induz condições desfavoráveis para o crescimento de microorganismos 

patogênicos. Porém, temperaturas muito altas por períodos prolongados podem ser 

prejudiciais ao funcionamento do organismo e podem levar a morte (HARDEN et al., 

2015). 

 Dentre os benefícios imunológicos da febre podemos considerar o aumento da 

mobilidade e migração de neutrofilos e monócitos, aumento da fagocitose, da produção 

de radicais livres de oxigênio, da produção de interferon e da atividade de linfócitos T 

auxiliares (BLATTEIS, 2006; ROSENSPIRE et al., 2002). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabanac%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7423083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Massonnet%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7423083
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 A resposta febril caracteriza-se pela participação de múltiplos sistemas como 

endócrino, neurológico e imunológico estimulados através da ação de agentes 

pirogênicos, que podem ser endógenos ou exógenos. Os agentes pirógenos exógenos 

são, na maioria das vezes, oriundos de vírus, bactérias e fungos e exercem um efeito 

indireto uma vez que estimulam a produção de agentes pirogênicos endógenos por 

células do sistema imune. Citocinas como, IL-1, IL-6 e TNF-α, prostaglandinas e 

endotelinas são considerados endógenos envolvidos na geração da febre (KLUGER, 

1991; ROMANOVSKY et al., 2005).  

 Estas citocinas desencadeiam a febre a partir da estimulação da síntese de 

prostaglandinas, principalmente a PGE2, considerada mediador final na resposta febril 

devido sua ação direta na POA. A PGE2 quando presenta na POA, região rica em 

receptores para este mediador, eleva o set point termorregulador aumentado a 

temperatura corporal (ENGSTRÖM et al., 2012; LAZARUS et al., 2007). 

 A administração de pirógenos exógenos, como o LPS, resulta na síntese de 

óxido nítrico (NO), monóxido de carbono (CO) e PGE2. Apesar de estudos relatarem a 

participação do NO e do CO na geração da febre, a PGE2 é considerada o principal 

eicosanóide envolvido nesta resposta (GERSTBERGER, 1999; STEINER et al., 1999).  

 O tratamento com LPS ativa a cascata complemento, produzindo C5a o qual 

estimula a produção de PGE2 pelas células de Kupfer, estes mediadores ligam-se em 

seus receptores presentes nos nervos aferentes vagais conduzindo estímulos para o 

núcleo do trato solitário e finalmente para a POA no hipotálamo. Dessa maneira, 

neurônios sensíveis ao calor são inibidos nesta região, determinando a fase inicial da 

febre também denominada fase neural. Posteriormente, citocinas pró-inflamatórias 

estimulam a produção de PGE2 dependente de COX-2, causando a inibição dos 

neurônios sensíveis ao calor, caracterizando, assim, a fase tardia da febre ou fase 

humoral. A manifestação destas duas fases após tratamento com LPS determina a  

resposta febril bifásica (ROTH; BLATTEIS, 2014; ROTH; SOUZA, 2001).  

 A ativação da circuitaria neural pelas PGE2 provoca respostas autonômicas e 

comportamentais, tais como vasoconstrição periférica, produção metabólica de calor, 

tremores (calafrios) contribuindo, assim, para o estabelecimento e manutenção da 

resposta febril (NAKAMURA, 2011; ROMANOVSKY et al., 2005; SAPER et al., 

2012). A febre também ocorre a partir da sinalização direta das citocinas no sistema 

nervoso central que pode chegar via órgãos circunventriculares ou por meio de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Engstr%C3%B6m%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22872578
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aferências vagais subdiafragmáticas (KUHT; FARMERY, 2014; ROMANOVSKY, 

2004; TAKAHASHI et al., 1997).  

 Todas essas alterações comportamentais e também a febre são desencadeadas 

pelo tratamento com LPS, componente externo da parede celular de bactérias gram 

negativas que é reconhecido por células imunes, principalmente macrófagos. Esta toxina 

apresenta-se como um complexo glicolipídico composto por um polissacarídeo 

hidrofílico associado a um domínio hidrofóbico, o lipídeo A, o qual é altamente 

conservado nas bactérias, uma vez que é o centro biologicamente ativo da molécula e o 

responsável pelos seus efeitos (GALANOS et al., 1972; SIMPSON et al., 2015). Devido 

à sua apolaridade, na corrente sanguínea, o LPS é transportado por lipoproteínas de alta 

densidade (HDL), sendo a formação do complexo HDL-LPS fator importante na 

redução da resposta imunológica visto que este complexo permite que o LPS fique 

aprisionado na circulação (FREUDENBERG et al., 2001). 

 O LPS é considerado um padrão molecular associado a patógenos (PAMP’s) que 

é reconhecido pelos receptores TLR4 (receptores toll-like 4), primeiramente o LPS liga-

se a proteínas ligantes do hospedeiro, as LBPs (lipopolysaccharide binding protein), 

produzidas pelo fígado na resposta de fase aguda. Assim o complexo LPS-LBP se liga 

nos receptores CD14 dos macrófagos interagindo, consequentemente, com os receptores 

TLR4 desencadeando a sinalização intracelular (LAFLAMME; RIVEST, 2001; 

NADEAU; RIVEST, 2000).  

 Quando ocorre esta interação os domínios intracelulares TIR dos receptores 

TLR4 estimulam a proteína MyD88 a recrutar as cinases associadas ao receptor da 

interleucina-1(IRAK-1 e IRAK-4) para ativar o fator 6 associado ao receptor do fator de 

necrose tumoral (TRAF6) estimulando uma cascata de quinases que envolvem TAK-1, 

IKK e IκB, que, por sua vez, promove liberação do fator de transcrição nuclear (NF-

κB), que será translocado ao núcleo para induzir a expressão de genes responsáveis pela 

produção das citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1β (YAMAMOTO et 

al., 2004; WISSE et al., 2007). Além desses mediadores o tratamento com LPS pode 

estimular a síntese de prostaglandinas, histamina e serotonina (KELMER, 2009), ainda, 

estimula a óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) e a cicloxigenase 2 (COX 2) 

(NISHIO et al., 2013). 

 As citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1β podem alcançar diretamente o sistema nervoso 

central através dos órgãos circunventriculares, como estes mediadores não conseguem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simpson%20BW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26370941
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atravessar a barreira hemato-encefálica é por meio dos órgãos circunventriculares, que 

não possuem essa barreira, que as citocinas atingem o cérebro (DANTZER et al., 2000; 

KONSMAN et al., 2002). 

 Outro mecanismo pelo qual as citocinas podem atingir o cérebro se dá pelo 

nervo vago, responsável pela inervação dos órgãos da cavidade abdominal. No cérebro 

possui projeções para o núcleo do trato solitário e núcleo parabraquial, de lá para o 

núcleo paraventricular do hipotálamo, tálamo, amígadala e córtex (KELLEY et al., 

2003). Neurônios sensoriais do nervo vago expressam receptores para IL-1 e em 

resposta a administração de LPS macrófagos e células dendríticas de sua bainha 

perineural também sintetizam esta citocina (GOEHLER et al., 1999). A importância 

desta via na comunicação entre sistema imune e sistema nervoso central tem sido 

amplamente investigada por pesquisadores, nesses estudos utilizam-se a técnica de 

vagotomia subdiafragmática em roedores e posterior administração intraperitoneal de 

IL-1 ou LPS. A lesão no nervo impede a ação da IL-1 no cérebro provocando uma 

ausência no comportamento doentio dos animais demonstrando, assim, o papel 

fundamental do nervo vago na comunicação imuno-cerebral (BLUTHÉ et al., 1994; 

HANSEN et al., 2001; HANSEN et al., 1998; LAYÉ et al., 1995). 

 Uma vez no sistema nervoso central estas citocinas podem ativar o eixo HPA 

através da liberação de fator liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotálamo, 

responsável por estimular a secreção de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) da 

glândula pituitária desencadeando o aumento dos glicocorticóides. O tempo e a duração 

da ativação do eixo HPA pelas citocinas podem ser considerados os principais fatores 

que regulam o sistema imune e sistema nervoso central influenciando, dessa maneira, no 

comportamento doentio (PAULI et al., 1998; RIVEST, 2003; SHIRAZI  et al., 2015). 

Outra via importante na interação entre as citocinas pró-inflamatórias e cérebro 

se dá por meio das células endoteliais e perivasculares que levarão à ativação de células 

do sistema nervoso, como micróglias, promovendo assim alterações no sistema nervoso 

autônomo e endócrino regulando a resposta do indivíduo à infecção (BANKS; 

ERICKSON, 2010; MARTIN et al., 2013; MCCUSKER; KELLEY, 2013). 

 De acordo com Lawrence et al. (2012) e Pohl et al. (2014), respostas 

comportamentais como diminuição do apetite, do comportamento exploratório e da 

interação social além da resposta febril foram encontradas em animais com obesidade 

induzida por dieta após estímulo do sistema imune. Além disso, respostas inflamatórias 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shirazi%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26215997
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como hiperalgesia foram demonstradas em animais obesos Zucker (fa/fa) (CROCI; 

ZARINI, 2007; ROANE, PORTER, 1986; SUGIMOTO et al., 2008). Tais resultados 

apontam para a existência de uma interação entre sistema imune e metabólico, na qual o 

tecido adiposo parece exercer um importante papel modulador. 

 Nesse contexto não foi encontrado nenhum trabalho que avaliasse os efeitos dos 

distúrbios metabólicos induzidos por dieta de frutose sobre a hiperalgesia inflamatória e 

comportamento doentio. Considerando que essas respostas possam estar modificadas 

devido às alterações metabólicas e aumento do tecido adiposo visceral, nossos estudos 

tiveram por objetivo avaliar a hiperalgesia e o comportamento doentio induzido por 

LPS em modelos animais com alterações metabólicas induzidas por ingestão de frutose. 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    



35 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

 Os objetivos deste trabalho estão descritos abaixo. 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

  

 Avaliar a hiperalgesia inflamatória e o comportamento doentio em ratos com 

alterações metabólicas induzidas por solução de frutose 10%. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 São objetivos específicos: 

 a) Caracterizar as alterações metabólicas induzidas pela ingestão com solução de 

frutose 10% em ratos; 

- perfil glicêmico, lipídico e hormonal (insulina, leptina e adiponectina);  

- ganho de peso corpóreo, peso da gordura e do fígado; 

- resistência a insulina; 

 b) Avaliar a influência da dieta de frutose na hiperalgesia inflamatória; 

 c)Avaliar a influência da dieta de frutose no comportamento doentio e febre; 

 d) Avaliar a influência da dieta de frutose na expressão gênica de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 no tecido adiposo e hipotálamo; 

 e)Avaliar a influência da dieta de frutose na ativação de áreas cerebrais 

relacionadas ao comportamento doentio durante a endotoxemia por LPS. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 Os materiais e métodos utilizados neste estudo estão descritos a seguir. 

 

 

3.1 ANIMAIS  

 

 

 Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar com 7 semanas 

de vida no início dos experimentos, provenientes do Biotério da Universidade Federal 

de Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram alojados em caixas de polipropileno 

adequadas à sua manutenção (39 x 31 x 17 cm
3
), tratados com ração comercial e água 

“ad libitum” ou solução de frutose 10% e mantidos em sala climatizada a 22 ± 2 ºC em 

ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas às 7:00h). 

 Os protocolos experimentais descritos abaixo aos quais os animais foram 

submetidos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Alfenas - MG (Protocolo nº. 530/2013). 

 

 

3.2 SUPLEMENTAÇÃO COM FRUTOSE NA ÁGUA DE BEBER  

 

 

 Os ratos foram randomizados e divididos em dois grupos, um grupo recebeu 

água (grupo Controle) e o outro grupo solução de frutose 10%, Labsynth
®
,
 
(grupo 

Frutose) “ad libitum” por cinco semanas, ambos receberam ração comercial padrão 

(ROGLANS et al., 2007). 
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3.3 CARACTERIZAÇÃO DOS DISTÚRBIOS METABÓLICOS 

  

 

 Após 5 semanas de tratamento com água de beber ou dieta rica em frutose foram 

realizados os procedimentos experimentais para a caracterização dos distúrbios 

metabólicos, sendo eles: determinação do peso corpóreo, do peso do fígado, da 

adiposidade retroperitoneal e epididimal, do índice de Lee; dosagens bioquímicas para 

glicose, triglicérides, colesterol total, HDL e não HDL; determinação da resistência à 

insulina e dosagens hormonais para insulina, leptina e adiponectina demonstrados no 

delineamento experimental representado pela Figura 3. 

 

Figura 3- Protocolo experimental esquemático representando o início do tratamento, o tempo de 

tratamento e os procedimentos realizados após 5 semanas de tratamento com água de beber ou 

frutose.  

 

Fonte: Da autora. 

 

 

3.3.1 Quantificação da adiposidade abdominal e ganho de peso do fígado 

 

 

  Os animais foram pesados antes do início do experimento e após cinco semanas 

do mesmo, para determinação do peso corporal total inicial e final. A quantificação da 

adiposidade abdominal e o peso de fígado foram realizados após a morte do animal por 

anestésico inalante, por meio de dissecação dos depósitos de gordura retroperitoneal e 

epididimal (n=8 por grupo) e fígado (n=10 por grupo) que foram imediatamente 

pesados. O resultado foi expresso em g/100g de peso corporal (HIGA et al., 2014).  
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3.3.2 Índice de Lee 

 

 

 A determinação do índice de Lee (n=13 por grupo) foi realizada com cálculo 

utilizando o peso e o comprimento nasoanal (CNA) dos animais. A relação entre a raiz 

cúbica do peso corporal e o comprimento nasoanal do animal [
3

Peso (g)/CNA(cm)] 

resulta no índice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968). 

 

 

3.3.3 Dosagens bioquímicas 

 

 

  Após jejum prévio de 12h (HOU et al., 2011), os animais foram decapitados, o 

sangue coletado do tronco encefálico (5 mL) em tubos plásticos contendo heparina e 

mantidos sob gelo. O plasma foi separado por centrifugação (3000 rpm, 4ºC, 15 min.) e 

as alíquotas mantidas a -20ºC até o momento das dosagens bioquímicas (máximo 7 dias 

após a coleta). Com essas amostras foram realizadas as análises de glicose, triglicérides, 

colesterol total, colesterol HDL e colesterol não HDL (n=8 por grupo) através de kits 

Labtest
®

. 

 

 

3.3.4 Teste de Tolerância oral a Glicose (GTTo) e a Insulina (KITT) 

 

 

 Para avaliação da resistência a insulina (RI) após cinco semanas de tratamento 

os animais foram submetidos à avaliação da secreção e da ação periférica da insulina 

por meio do teste de tolerância oral à glicose (GTTo; n=6 por grupo) e teste de 

tolerância intraperitoneal à insulina (ITTi; n=9 por grupo). Ambos os testes foram 

realizados após jejum de 12 horas (GTTo) e 8-10 horas (ITTi). 

 Na véspera dos experimentos, os animais foram anestesiados com 

tribromoetanol (250mg/kg, i.p.) e submetidos ao implante cirúrgico de cânulas de 

polietileno. As cânulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de silicone 

flexível (Silastic
®
) de 12 cm preso a uma base de Parafilm ―M‖

®
 Laboratory Film. Uma 
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agulha 20 G foi conectada na cânula. Com o animal sob anestesia, uma incisão 

longitudinal foi feita sobre a área onde a veia jugular externa direita passa sob músculo 

peitoral maior. A agulha conectada a cânula foi inserida para o lúmen da veia. A cânula 

foi passada por dentro e fora do recipiente. Depois de retirada agulha, a cânula foi 

puxada para trás ligeiramente, com intuito de inseri-la no vaso. Após esse processo, a 

cânula foi pressionada para baixo, em direção ao coração. Com a cânula na veia, a folha 

de silicone foi suturada no músculo peitoral. A cânula foi exteriorizada na região 

escapular dorsal do rato com o auxílio de um trocater (HARMS; OJEDA, 1974). Ao 

final do dia os animais foram submetidos a jejum e no dia seguinte procedeu-se a 

realização dos testes.   

 Para o teste de tolerância oral a glicose os animais tiveram o sangue coletado por 

meio da cânula na veia jugular antes de receberam uma sobrecarga de glicose 30% (2.5 

g/Kg v.o.) e 30, 60, 90 e 120 min após a administração da glicose. A glicemia foi então 

mensurada através de métodos enzimáticos colorimétricos. A avaliação das respostas 

glicêmicas durante o teste foi efetuada através do cálculo da área sob a curva 

(AUC=nM.min)  (KITAGAWA et al., 2011). 

  Para a realização do ITTi, os animais receberam insulina regular Insunorm R
®

 

(1,5UI/kg de  massa corporal, i.p.) e tiveram o sangue coletado por meio da cânula na 

veia jugular antes da aplicação da insulina e 4, 8, 12 e 16 minutos após a aplicação da 

mesma. A glicemia foi então mensurada através de métodos enzimáticos colorimétricos 

e a constante de redução da glicemia (KITT) foi calculada utilizando-se o software 

Prisma 5.0 e expressa em %/minuto. 

 Todas as amostras obtidas foram centrifugadas em centrífuga refrigerada a -4ºC, 

3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado e em seguida foram realizadas 

as dosagens de glicose. As concentrações de glicose sanguínea foram determinadas pelo 

método enzimático colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, com kit Labtest
®

. As 

absorbâncias das amostras e do padrão foram lidas em espectrofotômetro a 505nm. 
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3.3.5 Determinação da resistência à insulina 

 

 

 A quantificação da resistência à insulina foi calculada de duas maneiras, a 

primeira se deu pelo modelo homeostático de avaliação (Homeostatic Model 

Assessment – HOMA, n=6 por grupo), calculado utilizando-se a seguinte fórmula: 

HOMA=Glicemia em jejum (mMol) x Insulina (µU/mL) / 22,5 (MATTHEWS et al., 

1985).   

 A outra maneira de determinar a resistência a insulina se da pelo índice 

triacilglicerídeos/glicose (TyG, n=7 por grupo) calculado com base na seguinte fórmula: 

Ln [triacilgliceridemia de jejum (mg.dL
-1

) x glicemia de jejum (mg.dL
-1

)/ 2] 

(GUERRERO-ROMERO et al., 2010). 

 

   

3.3.6 Dosagem hormonal para Insulina, Leptina e Adiponectina 

 

 

  Após tratamento por 5 semanas com solução de frutose 10% ou água e jejum 

prévio de 8-10h, os animais Controle ou Frutose foram decapitados, o sangue coletado 

do tronco (5 mL) em tubos plásticos contendo heparina e mantidos sob gelo. O plasma 

foi separado por centrifugação (3000 rpm, 4ºC, 15 min.) e as alíquotas mantidas a -20ºC 

até o momento das dosagens hormonais. Os hormônios insulina (n=6 por grupo), leptina 

(n=5 por grupo) e adiponectina (n=5 por grupo) foram quantificados através do teste 

imunoenzimático ELISA (Enzo Life Sciencies
®

) (RODRIGUES et al., 2011). 

 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA HIPERALGESIA INFLAMATÓRIA PERIFÉRICA 

 

  

 Os procedimentos experimentais realizados para a avaliação da hiperalgesia 

inflamatória periférica desencadeada pela dieta rica em frutose são demonstrados no 

delineamento experimental na Figura 4. Após 5 semanas de tratamento com água ou 

solução de frutose 10% foi administrado veículo, carragenina, LPS ou PGE2 e o teste de 
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Von Frey eletrônico foi realizado após 30, 60 e 180 minutos após injeção destas 

substâncias. 

 

Figura 4- Protocolo experimental esquemático representando o 

início do tratamento, o tempo de tratamento e o teste de 

Von Frey eletrônico realizado para avaliar a 

hiperalgesia inflamatória.  

 

Fonte: Da autora. 

 

 

3.4.1 Teste de Von Frey eletrônico 

 

 

 Após cinco semanas de tratamento com água ou solução de frutose 10% os 

animais foram submetidos ao teste de Von Frey eletrônico após administração 

intraplantar direita de carragenina (1 mg/pata, n=7 por grupo), lipopolissacarídeo (LPS) 

de E.coli (026: B6) (100 ng/pata, n=8 por grupo) ou prostaglandina E2 (100 ng/pata, n=5 

por grupo), no período matutino. Antes do teste, em ambiente silencioso, os animais 

foram colocados de 15 a 30 minutos, para ambientação, em caixas de acrílico (12 x 10 x 

17 cm) sendo o chão uma rede de arames. O teste consiste em evocar a flexão da pata 

traseira com um transdutor de força (Electronic Anesthesiometer Insight model EFF-

302, Brazil) adaptado com uma ponta de 0,5 mm
2
 de polipropileno. O investigador foi 

treinado a aplicar esta ponta perpendicularmente a área central da pata traseira direita do 

animal com um aumento gradual de pressão. Antes da estimulação da pata os animais 

permaneceram quietos, sem movimentos exploratórios ou defecação e sem descansar 
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em cima das patas. O estímulo da pata foi repetido até que se conseguissem duas 

medidas similares. Durante esse período de adaptação, as patas dos animais foram 

tocadas 2-3 vezes com a ponta do transdutor e, após esse período, a leitura basal foi 

realizada. Posteriormente, foram administrados os estímulos e a hiperalgesia mecânica 

foi expressa como delta (Δ) do limiar de retirada (g) que é calculado pela subtração dos 

valores médios da leitura basal (tempo 0) pelos valores médios das leituras nos tempos 

de 30, 60 e 180 minutos após o estímulo hiperalgésico (CUNHA et al., 2004; 

ORLANDI et al., 2011). 

 

 

3.5 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO DOENTIO 

 

 

Os procedimentos experimentais realizados para a avaliação do comportamento 

doentio são demonstrados no delineamento experimental representado pela Figura 5. 

Após 5 semanas de tratamento com água ou solução de frutose 10% foi administrado 

salina ou LPS e após 2 horas foram analisados os testes de campo aberto, interação 

social e ingestão alimentar. 

 

Figura 5- Protocolo experimental esquemático representando o início do tratamento e o tempo de 

tratamento com água ou frutose, assim como o momento de realização dos testes para 

avaliação do comportamento doentio após aplicação de salina ou LPS.  

Fonte: Da autora. 

 

 Para avaliar a influência da frutose após cinco semanas de tratamento no 

comportamento doentio induzido por lipopolissacarídeo LPS de Escherichia coli (026: 

B6 – Sigma Aldrich, USA) os animais foram divididos em 4 grupos, sendo: 
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 a) Controle tratados com salina (0.9% NaCl; 1 ml/kg; i.p.); 

 b) Controle tratados com LPS (1000µg/Kg; i.p.); 

 c) Frutose tratados com salina (0.9% NaCl; 1 ml/kg; i.p.); 

 d) Frutose tratados com LPS (1000µg/Kg; i.p.). 

 Para avaliar o efeito do pré-tratamento de frutose sobre o comportamento 

doentio induzido por LPS foram realizados os testes descritos a seguir, como teste de 

campo aberto, interação social, ingestão alimentar e monitoramento da temperatura 

corporal. 

 

 

3.5.1 Avaliação do efeito do LPS sobre o teste de campo aberto 

 

 

 Para a determinação da melhor dosagem de LPS sobre os efeitos no 

comportamento doentio foram comparadas diferentes doses. Primeiramente foram 

comparadas as doses de 10 µg/Kg (n=5 por grupo); 100 µg/Kg (Grupo Salina, n=7; 

Grupo LPS, n=9) e 1000µg/Kg (n=10 por grupo) de LPS. A administração do LPS ou 

do veículo foi realizada por via intraperitoneal, em dose única e os efeitos no teste de 

campo aberto foram analisados após duas horas da injeção das substâncias.  

Para execução do teste de campo aberto os animais foram colocados em uma 

arena circular de acrílico, com 60 cm de diâmetro e paredes com altura de 50 cm. O piso 

da arena apresentava-se dividido em áreas, sendo 8 periféricas (próximos a parede do 

aparato) e 4 centrais (Figura 3). Cada animal foi colocado na região central do campo 

aberto e seu comportamento registrado através de filmagem no decorrer de 5 minutos. 

Após cada filmagem a arena foi higienizada com etanol 10% antes de ser introduzido 

um novo animal. Na noite anterior ao teste os animais foram colocados na sala de 

experimentação para que se habituassem ao novo ambiente.  

Os vídeos foram analisados e procedeu-se a quantificação do número de 

cruzamentos na área central e periférica, além do número de exploração vertical, 

também denominado rearing. Foi considerado cruzamento periférico a entrada do 

animal com as quatro patas em alguma das oito áreas periféricas e cruzamentos centrais 

quando o animal entrou com as quatro patas nas áreas centrais, a soma desses dois 
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cruzamentos resulta nos cruzamentos totais. A posição bípede sobre as duas patas 

traseira do animal foi considerada como rearing (SWIERGIEL; DUNN, 2007).  

 

Figura 6- Aparato de campo aberto. 

Adaptado de Insight – 

Equipamentos, Pesquisa e 

Ensino LTDA (2015).  

Fonte: http://insightltda.com.br. 

 

 

3.5.2 Interação Social 

 

 

Três dias consecutivos antes de completar a quinta semana de tratamento com 

água ou solução de frutose 10% os animais foram colocados sozinhos na arena de 

campo aberto durante 15 minutos/dia com o intuito de que houvesse a ambientação com 

o aparato a fim de diminuir o comportamento exploratório com a arena a ponto de não 

interferir no comportamento de interação social. 

O teste de interação social (n=8 por grupo) baseou-se no confronto entre o 

animal a ser testado (animal residente) e um indivíduo da mesma espécie, linhagem e 

sexo, que tenha, porém, idade e peso inferior – no mínimo 100g a menos - (animal 

intruso). Para tanto os animais foram colocados na arena de campo aberto e a interação 

entre residente e intruso foi registrada por uma câmera filmadora, durante 5 minutos.  

O teste foi realizado duas horas após a administração de salina ou LPS (i.p.). O 

tempo total de interação social entre residente e intruso foi analisado através dos vídeos. 

Os parâmetros analisados foram: 1- exploração anogenital do intruso, através do cheiro; 

2- seguir ou montar (colocar as patas dianteiras sobre o intruso); 3- imitar o intruso 

(OVERSTREET et al., 2002). 
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3.5.3 Ingestão Alimentar 

 

 

 O teste de ingestão alimentar foi conduzido em gaiolas metabólicas. Antes do 

dia do teste os animais foram habituados às gaiolas por 4 dias com livre acesso a ração e 

água ou frutose, de acordo com o grupo experimental (n=9 por grupo). 

 No dia anterior ao experimento os animais foram submetidos a jejum de 12 

horas, contudo tiveram acesso irrestrito a água. Duas horas após a injeção de salina ou 

LPS (administrados com 10 horas de jejum) a ração comercial em pó foi reintroduzida 

na gaiola. Em seguida, o volume e a ingestão alimentar foram mensurados por subtração 

do volume e peso remanescentes após 2, 4, 6, 8 e 24 horas a partir da quantidade inicial 

introduzida na gaiola (RORATO et al., 2012). 

 A ingestão calórica foi analisada calculando a soma das calorias ingeridas na 

ração comercial (3,98 Kcal/g), água (0 Kcal/g) e solução de frutose (4 Kcal/g). 

 

 

3.6 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL 

 

 

 Os procedimentos experimentais realizados para o monitoramento da 

temperatura corporal em animais tratados com água ou dieta rica em frutose e 

tratamento com veículo ou LPS são demonstrados no delineamento experimental na 

Figura 7. Após 5 semanas de tratamento com água ou solução de frutose 10% a 

temperatura corporal foi monitorada através do teste de telemetria, trinta minutos após o 

início do monitoramento os animais foram tratados com salina, LPS 100µg/Kg ou LPS 

1000µg/Kg e a temperatura corporal foi avaliada durante 7 horas após este tratamento. 
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Figura 7- Protocolo experimental esquemático representando o início 
do tratamento e o tempo de tratamento com água ou frutose, 

assim como o momento de realização do monitoramento da 

temperatura corporal após aplicação de salina ou LPS.  

 

Fonte: Da autora. 

 

 O monitoramento da temperatura corporal foi realizado após cinco semanas de 

tratamento com água ou frutose. Os ratos foram primeiramente anestesiados com 2,2,2-

tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, Wis., USA, 250 mg/kg i.p.). Uma laparotomia 

mediana foi realizada para a inserção de uma cápsula de probe biotelemétrica (modelo 

PDT-4000 E-Mitter
®
, Bend, Oregon, USA) dentro da cavidade peritoneal. Após o 

implante do transmissor a incisão foi fechada por meio de dois pontos internos feitos no 

tecido muscular e dois externos feitos no tecido epitelial e a cápsula implantada foi 

usada para aferições da temperatura corporal. Após a cirurgia os animais foram tratados 

com benzilpenicilina (100,000 U i.m.) e colocados à temperatura de 32°C durante a 

recuperação da anestesia. Estes procedimentos foram previamente descritos por 

(GIUSTI-PAIVA et al., 2003; STEINER et al., 1999). 

 Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante seis ou sete dias. No 

dia anterior ao teste as caixas foram posicionadas sobre o receptor de telemetria 

(modelo ER-4000 Energizer/Receiver Mini-Mitter
®
, Bend, Oregon, USA) conectado a 

um computador. No dia do teste a temperatura basal foi calculada pela média das 

temperaturas aferidas 30 minutos antes da administração de salina (n=8 Controle, n=10 

Frutose), LPS 100µg/Kg (n=12 Controle, n=13 Frutose) ou LPS 1000µg/Kg (n=11 

Controle, n=13 Frutose), então, a temperatura corporal foi registrada em intervalos de 

10 minutos durante 8 horas após esta injeção. 

 Os dados foram coletados usando software (Vital View, Mini-Mitter). A 

diferença entre a temperatura média basal e a temperatura obtida a cada intervalo foi 
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calculada para obtenção do delta de temperatura. O índice térmico (IT, Celsius 

x·minutos) foi calculado como a área sob a curva das medidas da temperatura corporal 

entre o intervalo de duas horas e meia e sete horas (SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2014). 

 

 

3.7 EXTRAÇÃO DE RNA E PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL 

  

 

 Os procedimentos experimentais realizados para a avaliação da expressão gênica 

de citocinas através da técnica de PCR-RT são demonstrados no delineamento 

experimental demonstrado pela Figura 8. Após 5 semanas de tratamento com água ou 

solução de frutose 10% foi administrado salina ou LPS e duas horas após foram 

coletados tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal e hipotálamo para posterior 

análise de expressão gênica através do teste de PCR-RT. 

 

Figura 8- Protocolo experimental esquemático representando o 

início do tratamento e o tempo de tratamento com água 

ou frutose, assim como o momento de realização da 

coleta de tecido para avaliação do teste de PCR após 

aplicação de salina ou LPS.  

 

Fonte: Da autora. 

 

O total de RNA foi extraído a partir de hipotálamo, tecido adiposo 

retroperitoneal e tecido adiposo epididimal. Para tanto foram utilizados reagente Trizol 

(Invitrogen Life Technologies) e o kit de extração Mini Kit miRNeasy (Qiagen) de 

acordo com as recomendações do fabricante. O tecido adiposo retroperitoneal, 

epididimal e o hipotálamo foram coletados e homogeneizados separadamente com 600 

µL de Trizol, em seguida adicionou-se 200 µL de clorofórmio, e todo conteúdo foi 
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centrifugado por 15 minutos a 1300 rpm. Os sobrenadantes foram retirados, transferidos 

para outros tubos, adicionou-se 700 µL de etanol (70%), em seguida todo o conteúdo foi 

transferido para as colunas de extração e centrifugados a 10000 rpm por 1 minuto. O 

volume do tubo coletor foi novamente transferido, acrescentou-se 350µL de RW1 em 

cada coluna, e novamente centrifugou-se. Transferiu-se novamente o conteúdo do tubo 

e adicionou-se 500µL de RPE, centrifugou-se, esse processo foi repetido por duas 

vezes. O conteúdo do tubo coletor foi descartado, as colunas foram transferidas para 

eppendorfs de 2 ml os quais foram centrifugados por 1 minuto a 14000 rpm com 

objetivo de secar ao máximo as colunas. Posteriormente, foram adicionados 30 µL de 

água RNAsefree as colunas e centrifugadas. Para melhorar extração de RNA esse 

mesmo volume retransferido para a coluna e centrifugado novamente. 

A concentração de RNA foi obtida a partir do NanoDrop2000 

(ThermoScientific), sendo as concentrações de RNA obtidas em µg/µL. Foram 

consideradas adequadas as razões 260
RNA

/280
Prot

 entre 1,8 e 2,0. 

O cDNA foi sintetizado a partir de 1µg do RNA total utilizando o kit Super 

Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen) com uma mistura de primers OligodT 

(MgCl2  4µL; dNTPs 2µL; Oligo-DT  1 µL; Buffer  2 µL; RNasin 0,5 µL; 

AMV 0,5 µL) que foi colocada no Termociclador com a temperatura e o tempo 

programados corretamente conforme o protocolo. 

 As análises da expressão gênica de IL-6, TNF-α e IL1-β (n=4 por grupo) foram 

realizadas por meio do PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) utilizando 

Sybr
®
Green Master Mix (AppliedBiosystems), com o detector de seqüências Rotor-

Gene 3000 system (Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada). As sequencias de 

primers são mostradas na Tabela 1.  Os resultados são expressos como a razão entre a 

expressão do gene alvo gliceraldeído 3-fosfato (GAPDH), proteína ribosomal L19 

(RPL19) e β-actina para hipotálamo, tecido adiposo retroperitoneal e tecido adiposo 

epididimal, respectivamente. Estes genes controle foram selecionados pois, não foram 

observadas variações significativas em sua expressão entre os tratamentos (VINOLO et 

al., 2012). 
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Tabela 1- Sequência de primers para análise da expressão gênica IL-6, TNF-α e IL1-β. 

Gene         5’ Primer (5’-3’)                            3’ Primer (5’-3’) 

Gapdh TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT TACGGCCAAATCCGTTCACA 

Rpl19 CCAATGCCAACTCTCGTCAAC AAGGTGTTCTTCCGGCATCG 

Actb GTCGAGTCCGCGTCCAC TCATCCATGGCGAACTGGTG 

Il1b TGGCAACTGTCCCTGAACTC AGGGCTTGGAAGCAATCCTTA 

Il6 CATTCTGTCTCGAGCCCACC GCTGGAAGTCTCTTGCGGAG 

Tnf GGGCTCCCTCTCATCAGTTC TCCGCTTGGTGGTTTGCTAC 

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ 

 

 

3.8 PERFUSÃO, PREPARAÇÃO DO TECIDO E IMUNOHISTOQUÍMICA PARA c-

FOS 

  

 

 Os procedimentos experimentais realizados para a avaliação da atividade 

neuronal mediante a utilização da técnica de imunohistoquímica para c-FOS são 

demonstrados na Figura 9. Após 5 semanas de tratamento com água ou solução de 

frutose 10% foi administrado salina ou LPS, duas horas após os animais foram 

anestesiados, perfundidos e os encéfalos foram coletados para posterior teste de 

imunohistoquímica. 

 

Figura 9- Protocolo experimental esquemático representando o início do 

tratamento e o tempo de tratamento com água ou frutose, assim como 

o momento de realização da anestesia, perfusão e coleta de tecido após 

aplicação de salina ou LPS.  

 

Fonte: Da autora. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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 Os ratos pré-tratados com água ou frutose por 5 semanas foram tratados com 

LPS de Escherichia coli (026: B6 – Sigma Aldrich, USA) 1mg/Kg ou salina estéril (0.1 

ml/100g p.c.). Duas horas após, os animais foram anestesiados com 2,2,2-

tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, Wis., USA, 250 mg/kg i.p.) e perfundidos com 

solução gelada de NaCl a 0.9% contendo heparina (50 UI/l), seguido de formaldeido 4% 

em tampão fosfato (PB) 0.1 M, pH 7.2. Os cérebros foram então removidos, pós-fixados 

por 4 horas na solução utilizada para perfusão e estocados em PB contendo 30% 

sacarose a 4ºC. Os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 µm de espessura 

utilizando um criostato, coletados em PB 0.01 M e armazenados em solução anti-

freezing até o momento dos procedimentos imunohistoquímicos. 

 Primeiramente as seções foram incubadas em H2O2 0.03% por 30 minutos e 

lavadas com PB 0.01 M. Posteriormente, foram incubadas em albumina bovina 5% em 

PB 0.1 M por uma hora, afim de bloquear os sítios não específicos. Em seguida, 

incubou-se overnight a temperatura ambiente com anticorpo anti-c-Fos de coelho (Ab-5, 

Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluído 1:10.000 em PB 0.1 M contendo 

normal goat 2% e Triton X-100 0.3% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). 

Após a lavagem, as seções flutuantes livres foram incubadas com anticorpo biotinilado 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, 1:200 em PB 0.1 M contend 1.5% 

normal goat serum) seguido por complexo peroxidase-avidina-biotina (Vector Elite, 

1:200 em PB 0.1 M). Cada incubação foi realizada por uma hora a temperatura 

ambiente. A marcação azul-preta dos núcleos das células foi detectada usando 

hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

intensificado com cloreto de cobalto 1% e sulfato de níquel 1%. 

 Por fim, as seções foram montadas em lâminas gelatinizadas, secas durante a 

noite, desidratadas com xileno e cobertas com Entellan. As seções escolhidas para 

quantificação foram selecionadas usando um atlas do cérebro de rato para verificar a 

semelhança das áreas neuroanatomicas entre os grupos, experimental e controle. 

 Os neurônios imunoreativos para c-Fos foram contados na área pré-ótica 

mediana (MPOA, 0.30 mm anterior ao bregma; n=5 Controle, n=4 Frutose), bed núcleo 

da estria terminal (BNST, 0.20 mm anterior ao bregma; n=4 por grupo), área septal 

lateral (LS, 0.72 mm anterior ao bregma; n=4 por grupo), córtex piriforme (PCx, 0.12 

mm anterior ao bregma; n=5 por grupo), núcleo paraventricular (PVN, 1.30 mm 
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posterior ao bregma; n=5 Salina, n=4 LPS) e núcleo supra-ótico (SON, 1.30 mm 

posterior ao bregma; n=5 por grupo) (PAXINOS; WATSON, 2007). 

 Uma área pontilhada para cada área a ser contada foi produzida de acordo com o 

atlas de cérebro de ratos, assim foi projetada uma delimitação para cada imagem da 

seção a ser contada (PAXINOS; WATSON, 2007). Posteriormente, as células foram 

contadas manualmente com o auxílio de um sistema computadorizado incluindo 

microscópio Nikon Eclipse 80i equipado com câmera digital Nikon DS-Ri1 anexado a 

um dispositivo de aumento de contraste. A contagem foi realizada unilateralmente em 

uma seção por animal, e o limiar de coloração positiva foi estabelecido individualmente 

por dois participantes diferentes que estavam cegos para as condições experimentais. 

Conforme relatado anteriormente, os resultados finais representam os resultados médios 

de duas avaliações independentes (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014). 

 

 

3.9 ANALÍSES ESTATÍSTICAS 

 

 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software Prism 

GraphPad versão 5.0 e expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.). Nas 

análises dos parâmetros bioquímicos, biométricos e hormonais, foi utilizado o teste T. 

Para avaliação da hiperalgesia inflamatória e edema de pata foi utilizada análise de 

variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo pós teste de Newman-Keuls. Nos outros 

experimentos, o pré-tratamento (água ou solução de frutose) e desafio imunológico 

(salina ou LPS) foram analisados usando ANOVA de duas vias seguido do pós teste 

de Bonferroni. O nível de significância foi baseado em valores de p inferiores a 0,05 

(p <0,05). 
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4 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados do presente estudo estão apresentados a seguir. 

 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS DISTÚRBIOS METABÓLICOS 

 

 

 Os resultados referentes a caracterização dos distúrbios metabólicos estão 

apresentados a seguir. 

 

 

4.1.1 Quantificação da adiposidade abdominal, ganho de peso do fígado e índice de 

Lee 

  

 

 Após cinco semanas de tratamento com água ou solução de frutose 10% 

podemos observar que não houve diferença entre o peso corporal total dos ratos. Porém, 

o tratamento com frutose induziu um aumento significante no tecido adiposo epididimal 

(p<0,05), tecido adiposo retroperitoneal (p<0,0001) e peso do fígado (p<0,0001) quando 

comparado ao controle. Além disso, o índice de Lee (p<0,05) também apresentou um 

aumento significante quando comparado ao controle (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

 

4.1.2 Dosagens bioquímicas 

 

 

 Os animais tratados com frutose demonstraram níveis elevados de glicose 

(p<0,01), triglicérides (p<0,0001), colesterol total (p<0,01), colesterol HDL (p<0,05) e 

colesterol não HDL (p<0,01) quando comparados aos animais que somente ingeriram 

água, conforme demonstrado na Tabela 3. 

 

Tabela 3- Parâmetros bioquímicos em animais tratados com água ou solução de frutose 10%. 

Parâmetros Bioquímicos Grupos 

Controle Frutose 

Glicose (mg/dL) 122.4 ± 1.68 138.1 ± 3.59** 

Triglicérides (mg/dL) 56.45 ± 6.72 151.4 ± 12.73*** 

Colesterol Total (mg/dL) 50.78 ± 2.02 61.39 ± 1.63** 

Colesterol HDL (mg/dL) 36.78 ± 1.62 43.95 ± 2.19* 

Colesterol não HDL (mg/dL) 15.20 ± 1.079 23.06 ± 2.15** 

Nota: Valores expressos como média (±EPM) *p<0,05; *p<0,01; *** p<0,001. Teste t de Student 

Fonte: Da autora. 

 

 

Tabela 2- Parâmetros biométricos em animais tratados com água ou solução de frutose 10%. 

Parâmetros Grupos 

Controle Frutose 

Peso corporal total inicial (g) 215 ± 12.3 220 ± 8.4 

Peso corporal total final (g) 403.5 ± 8.95 385.4 ± 8.19 

Tecido adiposo epididimal (g/100 g peso) 3.66 ± 0.23 4.6 ± 0.25* 

Tecido adiposo retroperitoneal (g/100 g peso) 2.83 ± 0.21 6.02 ± 0.39*** 

Peso do fígado (g/100 g peso) 3.18 ± 0.05 3.88 ± 0.12*** 

Índice de Lee 2.95 ± 0.02 3.03 ± 0.02* 

Nota: Valores expressos como média (±EPM) *p<0,05; *** p<0,001.  Teste t de Student. 
Fonte: Da autora. 
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4.1.3 Teste de Tolerância oral a Glicose (GTTo) e a Insulina (KITT) 

 

 

 A glicemia durante o teste de tolerância oral a glicose em animais tratados com 

água ou frutose é apresentado na Figura 10. Os animais tratados com frutose 

apresentaram um aumento significativo nos níveis de glicose plasmática nos tempos de 

60 (p<0,01), 90 (p<0,05) e 120 minutos (p<0,05) após a sobrecarga de glicose quando 

comparados com o controle (Figura 10A). A área sob a curva (AUC), obtida durante o 

teste de GTTo, revelou um aumento significativo na resistência a glicose em animais 

tratados com frutose quando comparados com o controle (p<0,05, Fig. 10B). 

 A resposta a tolerância a insulina está representada na Figura 11. Como podemos 

observar os níveis de glicose plasmática foram significativamente maiores nos tempos 

de 12 (p<0,01) e 16 minutos (p<0,05) após a sobrecarga de insulina quando comparados 

com o controle (Figura 11A). A taxa de decaimento da glicose (KITT) foi 

significativamente menor em animais tratados com frutose quando comparada com o 

controle (p<0,01, Fig. 11B). 

 

Figura 10- Perfil glicêmico dos ratos tratados com água ou solução de frutose 10% mediante ao teste de 

tolerância oral à glicose.  

 

Legenda: A) Níveis plasmáticos de glicose nos dois grupos; B) Área sob a curva. *, p < 0,05; **, p < 0,01 

quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± EPM (Teste t de 

Student).  
Fonte: Da autora. 
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Figura 11- Perfil glicêmico dos ratos tratados com água ou solução de frutose 10% mediante o teste de 
tolerância intraperitoneal à insulina. 

 

Legenda: A) Níveis plasmáticos de glicose; B) Taxa de decaimento de glicose (KITT). *, p < 0,05; **, p < 

0,01; quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± EPM (Teste t de 

Student). 

Fonte: Da autora. 

 

 

4.1.4 Determinação da resistência à insulina 

 

 

 Com relação à determinação da resistência a insulina os índices HOMA e TyG 

foram calculados e estão representados na Figura 12. Como se pode observar na Figura 

12A o índice HOMA demonstrou-se maior em animais tratados com frutose (0.6 ± 0.09) 

quando comparados com animais controle (0.34 ± 0.03, p<0,05). Por fim, o índice TyG 

também exibiu a mesma resposta (Frutose: 9.71 ± 0.073, vs Controle: 7.84 ± 0.167, 

p<0,0001, Fig. 12B). 
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Figura 12- Parâmetros de resistência a insulina em ratos tratados com água ou solução de 
frutose 10%. 

 

Legenda: A) Índice HOMA; B) Índice TyG. *, p < 0,05; ***, p < 0,001; quando comparado 

ao grupo controle. Valores expressos como média ± EPM (Teste t de Student). 
Fonte: Da autora. 

 

 

4.1.5 Dosagem hormonal para Insulina, Leptina e Adiponectina 

 

 

 O tratamento durante cinco semanas de solução de frutose 10% aumentou de 

maneira significativa os níveis de insulina quando comparado com o tratamento 

somente com água (1.73 ± 0.25 e 1.12 ± 0.1, respectivamente, p<0,05) (Figura 13A). Já 

os hormônios leptina e adiponectina não apresentaram diferença significativa frente aos 

diferentes tratamentos conforme demonstrado na Figura 13B e C, respectivamente. 

 

Figura 13- Perfil hormonal de ratos tratados com água ou solução de frutose 10%. 

 
Legenda: A) Níveis plasmáticos de insulina; B) Níveis plasmáticos de leptina; C) Níveis plasmáticos de 

adiponectina. *, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± 

EPM (Teste t de Student). 

Fonte: Da autora. 
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4.2 AVALIAÇÃO DA HIPERALGESIA INFLAMATÓRIA PERIFÉRICA 

  

 

 Os resultados referentes a avaliação da hiperalgesia inflamatória periférica estão 

descritos a seguir. 

 

 

4.2.1 Teste de Von Frey eletrônico 

 

 

 Carragenina, LPS e prostaglandina E2 foram utilizados como indutores da 

hiperalgesia inflamatória (Figuras 14, 15, 16, respectivamente). Após o tratamento por 

cinco semanas com água ou frutose pode-se observar diferença significativa na 

intensidade de hiperalgesia após injeção de carragenina (Fator 

tratamento: F1,37 = 14.24; p = 0,0006; Fator tempo: F2,37 = 2.77, p = 0,076; Interação 

tratamento x tempo: F2,37 = 0.017, p = 0,982, Fig. 14A). O índice de hiperalgesia 

mecânica, analisado através da área sob a curva, foi maior em animais tratados com 

frutose que os animais do grupo controle (p<0,05, Fig. 14B). 

 

Figura 14- Efeito da solução de frutose 10% ou água na hiperalgesia inflamatória induzida por injeção 

intraplantar de carragenina (1mg/pata) em ratos. 

 
Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). Índice de hiperalgesia mecânica representado pela área sob a 

curva (B). *, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± 

EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o 

índice de hiperalgesia mecânica. 

Fonte: Da autora. 
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 Two-way ANOVA indicou um efeito significante no tratamento com frutose e 

no tempo após administração do LPS, mas não mostrou significância na interação entre 

esses dois fatores no Δ limiar de retirada (g) (Fator tratamento: F1,45 = 7.69; p = 0,008; 

Fator tempo: F2,45 = 22.61, p<0,0001; Interação tratamento x tempo:  

F2,45 = 0.94, p = 0,397, Fig. 15A). O índice de hiperalgesia mecânica foi maior no grupo 

frutose quando comparado com o grupo controle (p<0,05, Fig. 15B). 

 

Figura 15- Efeito da solução de frutose 10% ou água na hiperalgesia inflamatória induzida por injeção 

intraplantar de LPS (100µg/pata) em ratos. 

 

Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). Índice de hiperalgesia mecânica representado pela área sob a curva 
(B). *, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± EPM. 

ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o índice de 

hiperalgesia mecânica. 

Fonte: Da autora. 

 

 O tratamento com frutose causou um aumento no Δ limiar de retirada (g) após 

injeção de PGE2 (Fator tratamento: F1,36 = 30.07; p<0,0001; Fator 

tempo: F2,36 = 2.88, p=0,069; Interação tratamento x tempo: F2,36 = 0.328, p=0,722, Fig. 

16A). A área sob a curva da intensidade de hiperalgesia, índice de hiperalgesia 

mecânica, mostrou-se maior em animais tratados com frutose comparados com animais 

controle (p<0,01, Fig. 16B).  
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Figura 16- Efeito da solução de frutose 10% ou água na hiperalgesia inflamatória induzida por injeção 
intraplantar de PGE2 (100ng/pata) em ratos. 

 
Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). Índice de hiperalgesia mecânica representado pela área sob a curva 

(B). *, p < 0,05; *, p < 0,01 quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média ± 

EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o índice 

de hiperalgesia mecânica. 

Fonte: Da autora. 

 

 

4.3 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO DOENTIO 

 

 

 Os resultados relacionados a avaliação do comportamento doentio estão 

demonstrados a seguir. 

 

 

4.3.1 Avaliação do efeito do LPS sobre o teste de campo aberto 

 

 

 Decorridas duas horas da aplicação do LPS na dose de 10 µg/Kg os animais 

submetidos ao teste de campo aberto não demonstraram alterações significativas nos 

cruzamentos centrais (Figura 17A), nos cruzamentos periféricos (Figura 17B) nem no 

total de cruzamentos (Figura 17C). O número de rearings (Figura 17D) também não 

demonstrou diminuição significativa com relação à dose aplicada e tempo analisado. 
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Figura 17- Efeitos do LPS (10 µg/Kg) em ratos tratados com água (Controle) e tratados com solução de 
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto. 

 
Legenda: Análises realizadas 02 horas após a aplicação do LPS. A) Número de entradas no centro; B) 

Número de entradas na periferia; C) Número de Cruzamentos totais e D) Número de Rearings. 

Valores expressos como média ± EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de 

Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

 Após duas horas da aplicação do LPS na dose de 100 µg/Kg podemos observar 

uma diminuição significativa nos cruzamentos centrais (Figura 18A), nos cruzamentos 

periféricos (Figura 18B), no total de cruzamentos (Figura 18C) e no número de rearings 

(Figura 18D). Porém, o tratamento com frutose ou a interação entre esses dois fatores 

não causou efeito significativo no teste de campo aberto (Tabela 4). 
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Tabela 4- Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solução de frutose 10% (pré-
tratamento) e submetidos à injeção de veículo ou LPS (desafio imunológico) no teste do Campo 

Aberto. 

Parâmetros Desafio imunológico Pré-tratamento Interação 

Centro F1,27 = 17.31, p = 0,0003 F1,27 = 0.35, p = 0,5593 F1,27 = 0.062, p =0,8042  

Periferia F1,27 =38.51 , p<0,0001      F1,27 = 0.0023, p = 0,96  F1,27 = 0.2, p = 0,66 

Total F1,27 = 44.26, p<0,0001    F1,27 = 0.015, p = 0,903 F1,27 = 0.2182 , p = 0,644  

Rearings  F1,27 = 24.52, p<0,0001    F1,27 = 1.52, p = 0,228 F1,27 = 0.0416, p = 0,84 

Fonte: Da autora. 

 

 

Figura 18- Efeitos do LPS (100 µg/Kg) em ratos tratados com água (Controle) e tratados com solução de 
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto. 

 
Legenda: Análises realizadas 02 horas após a aplicação do LPS. A) Número de entradas no centro; B) 

Número de entradas na periferia; C) Número de Cruzamentos totais e D) Número de Rearings. *, 

p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 quando comparado ao grupo salina controle. #, p < 0,05; ##, 

p < 0,01; ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo salina frutose. Valores expressos como 

média ± EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 
Fonte: Da autora. 

  

 Duas horas após a administração de LPS na dose de 1000 µg/Kg pode-se 

verificar uma diminuição significativa nos cruzamentos centrais (Figura 19A), nos 

cruzamentos periféricos (Figura 19B), no total de cruzamentos (Figura 19C) e no 
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número de rearings (Figura 19D). O tratamento com frutose exacerbou essa diminuição, 

além disso, podemos observar um efeito significativo na interação entre esses dois 

fatores (Tabela 5). 

  

Tabela 5- Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solução de frutose 10% (pré-

tratamento) e submetidos à injeção de veículo ou LPS (desafio imunológico) no teste do Campo Aberto. 

Parâmetros Desafio imunológico Pré-tratamento Interação 

Centro F1,37 = 21.97, p <0,001 F1,37 = 2.3, p = 0,137 F1,37 = 0.82, p =0,37 

Periferia F1,37 =96.23, p <0,001     F1,37 = 5.89, p < 0,05  F1,37 = 6.64, p < 0,05 

Total F1,37 = 101.9, p <0,001    F1,37 = 6.62, p < 0,05 F1,37 = 6.68, p < 0,05  

Rearings  F1,37 = 48.9, p <0,001    F1,37 = 1.67, p = 0,204 F1,37 = 7.43; p < 0,01 

Fonte: Da autora. 
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Figura 19- Efeitos do LPS (1000 µg/Kg) em ratos tratados com água (Controle) e tratados com solução de 
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto. 

 
Legenda: Análises realizadas 02 horas após a aplicação do LPS. A) Número de entradas no centro; B) 

Número de entradas na periferia; C) Número de Cruzamentos totais e D) Número de Rearings. 

*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 quando comparado ao grupo salina controle. ##, p < 

0,01; ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo salina frutose. ++, p < 0,01; +++, p < 0,001 

quando comparado ao grupo LPS Controle. Valores expressos como média ± EPM. ANOVA 
Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

  

 Diante desses resultados a dose escolhida para avaliar o efeito do LPS sobre o 

comportamento doentio através dos testes de interação social, ingestão alimentar e febre 

em animais tratados com água ou solução de fructose 10% por cinco semanas foi a de 

1000 µg/Kg e os protocolos experimentais tiveram o início de sua investigação com 2 

horas da aplicação do LPS. 

 

 

4.3.2 Interação Social 

 

 

 Após cinco semanas de tratamento com água ou solução de frutose o tempo de 

interação social foi avaliado, conforme demonstrado na Figura 20. No teste de interação 
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social, ANOVA de duas vias revelou uma redução no tempo total de interação, e este 

efeito foi acentuado em animais pré-tratados com frutose (Fator desafio imunológico: 

F1,31 = 86.87, p<0,001; Fator tratamento: F1,31 = 6.65, p<0,05; Interação: F1,31 = 6.42; 

p<0,05). 

 

Figura 20- Efeitos do LPS (1000 µg/Kg) em ratos tratados com 

água (Controle) e tratados com solução de frutose 

10% (Frutose) no Teste de Interação Social. 

 
Legenda: Análise feita após 02 horas da aplicação. Valores 

expressos como média ± EPM. ***, p<0,001 quando 

comparado ao grupo salina controle. ###, p<0,001 

quando comparado ao grupo salina frutose. ++, p<0,01 

quando comparado ao grupo LPS Controle. ANOVA 

Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

 

4.3.3 Ingestão Alimentar 

  

 

 A administração de LPS no grupo controle reduziu a ingestão alimentar e 

ingestão calórica quando comparado ao grupo Salina. Este efeito pode ser observado 

duas horas após o desafio imunológico. Os animais pré-tratados com frutose também 

reduziram a ingestão alimentar, de solução e ingestão calórica após tratamento com LPS 

quando comparados ao grupo Salina. Após 24 horas da administração de LPS, pode-se 

observar uma diminuição da ingestão alimentar, bem como uma redução na ingestão de 

líquido e na ingestão calórica em animais controle tratados com LPS. Animais pré-

tratados com frutose apresentaram uma diminuição acentuada desses parâmetros após 
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tratamento com LPS quando comparado com animais controle, conforme demonstrado 

na Figura 21, Tabela 6. 

 

Tabela 6- Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solução de frutose 10% (pré-

tratamento) e submetidos à injeção de veículo ou LPS (desafio imunológico) no teste de Ingestão 

Alimentar. 

Parâmetros  Fator Desafio 

imunológico 

Fator Pré-tratamento Interação 

Ingestão 

Alimentar 

F1,32 = 244.3; p < 0,001 F1,32 = 22.11; p < 0,001 F1,32 = 2.14; p = 0,153 

Ingestão 

Solução 

F1,32 = 142.8; p < 0,001 F1,32 = 10.05; p < 0,01 F1,32 = 7.2; p < 0,05 

Ingestão 

calórica 

F1,32 = 292.5; p < 0,001 F1,32 = 7.11; p < 0,05 F1,32 = 8.52; p < 0,01 

Fonte: Da autora. 
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Figura 21- Efeitos do LPS (1000 µg/Kg) em ratos tratados com água (Controle) e tratados com solução 
de frutose 10% (Frutose) no Teste de Ingestão Alimentar. 

 

Legenda: A) Ingestão Alimentar; ***, p < 0,001 quando comparado ao grupo Controle Salina. ++, p < 

0,01; +++, p < 0,001 quando comparado ao grupo Frutose Salina. ##, p < 0,01; ###, p < 0,001 

quando comparado ao grupo Controle LPS. B) Volume ingerido; *, p < 0,05; ***, p < 0,001 
quando comparado ao grupo Controle Salina. +, p < 0,05; +++, p < 0,001 quando comparado ao 

grupo Frutose Salina. ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo Controle LPS. C) Ingestão 

calórica; ***, p < 0,001 quando comparado ao grupo Controle Salina. +++, p < 0,001 quando 

comparado ao grupo Frutose Salina. #, p < 0,05; ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo 

Controle LPS. Valores expressos como média ± EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pós-

teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

 

4.4 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL 

 

 

 A Figura 22A mostra o curso temporal da temperatura corpórea depois da 

administração de salina ou LPS em animais pré-tratados com água ou frutose. A injeção 

de LPS em animais controle induziu um aumento na temperatura corporal (febre, Fig. 

22B), como evidenciado pelo aumento no índice térmico. O índice térmico calculado a 

partir de 150 a 420 min depois da administração de salina ou LPS (Fig. 22B) mostrou um 

aumento na temperatura corpórea em ambos os grupos pré tratados com água ou frutose, 
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mas esse aumento foi maior no grupo frutose tratado com LPS (Fator desafio 

imunológico: F2,55 = 71.06, p<0,001; Fator pré-tratamento: F1,55 = 5.44, p<0,05; 

Interação: F2,55 = 3.36, p<0,05).  
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Figura 22- Efeitos do LPS (100 e 1000 µg/Kg) em ratos controle (Controle) e 
tratados com solução de frutose 10% (Frutose) sobre a 

termorregulação. 

 

 

 

Legenda: A) curso temporal da temperatura corpórea; B) variação da 

temperatura corporal; C) área sob a curva do índice térmico do 
período entre 02 e 07 horas. Valores expressos como média ± EPM. 
* p <0,05 quando comparado com Controle Salina. # p <0,05 quando 

comparado com Frutose Salina. *** p <0,001 comparado com o 

grupo Controle Salina. ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo 

Frutose Salina. +++, p < 0,001 quando comparado ao grupo Controle 

LPS (1000 µg/Kg).  ANOVA Two Way, seguido pelo pós-teste de 

Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 
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4.5 EXPRESSÃO DE CITOCINAS NO HIPOTÁLAMO E TECIDO ADIPOSO  

 

 

 O tratamento com LPS aumentou a expressão gênica de TNF-α, IL-1β and IL-6 

no hipotálamo comparado com o tratamento com salina. O pré-tratamento com solução 

de frutose exacerbou o aumento da expressão dessas citocinas induzido por LPS quando 

comparado ao grupo controle. Da mesma maneira, a administração de LPS aumentou a 

expressão gênica de TNF-α, IL-1β e IL-6 no tecido adiposo retroperitoneal, e esta 

resposta foi acentuada em animais pré-tratados com frutose. Além disso, no tecido 

adiposo epididimal, a administração de LPS aumentou TNF-α e IL1-β, mas não IL6. A 

expressão gênica de citocinas no tecido adiposo epididimal não foi diferenciada devido 

o pré-tratamento com solução de frutose, conforme demonstrado na Tabela 7, Figura 23. 

 

Tabela 7- Análises de variância de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solução de frutose 10% (pré-

tratamento) e submetidos à injeção de veículo ou LPS (desafio imunológico) na expressão de citocinas 
no hipotálamo e tecido adiposo. 

 Fator Desafio 

Imunológico 

Fator pré-

tratamento 
Interação 

Hipotálamo   

TNF- α F1,15 = 51.3; p < 0,001 F1,15 = 8.35, p < 0,05 F1,15 = 10.2; p < 0,01 

IL-1β F1,15 = 37.5; p < 0,001 F1,15 = 4.40; p = 0,053 F1,15 = 8.69; p < 0,01 

IL-6 F1,15 = 72.8; p < 0,001 F1,15 = 5.39; p < 0,05 F2,55 = 8.35; p < 0,05 

Tecido adiposo 

Retroperitoneal 

 

 

 

TNF- α F1,15 = 30.2; p < 0,001 F1,15 = 7.78; p < 0,05 F1,15 = 7.25; p < 0,05 

IL-1β F1,15 = 41.1; p < 0,001 F1,15 = 6.21; p < 0,05 F1,15 = 6.09; p < 0,05 

IL-6 F1,15 = 76.3; p < 0,001 F1,15 = 6.65; p < 0,05 F1,15 = 5.97; p < 0,05 

Tecido adiposo 

Epididimal 

 

 

 

TNF- α F1,15 = 16.9; p < 0,001 F1,15 = 2.08; p > 0,05 F1,15 = 2.25; p > 0,05 

IL-1β F1,15 = 16.1; p < 0,01 F1,15 = 1.38; p > 0,05 F1,15 = 2.02; p > 0,05 

IL-6 F1,15 = 2.89; p > 0,05 F1,15 = 0.83; p > 0,05 F1,15 = 0.33; p > 0,05 
Fonte: Da autora. 
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Figura 23- Efeitos do LPS (1000 µg/Kg) em ratos controle (Controle) e tratados com solução de frutose 10% 
(Frutose) sobre a expressão gênica de citocinas nos tecidos adiposos retroperitoneal, epididimal e 

hipotálamo. 

 

Legenda: Hipotálamo: A) TNF-α; B) IL1-β; C) IL6. Tecido adiposo retroperitoneal: D) TNF-α; E) IL1-β; F) IL6. 

Tecido adiposo epididimal: G) TNF-α; H) IL1-β; I) IL6. Valores expressos como média ± EPM. *** p 

<0,001 comparado Controle Salina. ###, p < 0,001 quando comparado ao grupo Frutose Salina.  ANOVA 

Two Way, seguido pelo pós-teste de Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

 

4.6 IMUNOHISTOQUÍMICA PARA c-FOS 

 

 

 O tratamento com LPS aumentou o número de neurônios marcados para c-Fos 

nas áreas bed núcleo da estria terminal (BNST), área pré-ótica mediana (MPOA), 

núcleo paraventricular (PVN) e núcleo supra-ótico (SON) quando comparado com o 

tratamento com salina (Tabela 8). O pré-tratamento com solução de frutose exacerbou o 

aumento de neurônios marcados para c-Fos no BNST, córtex piriforme (PCx), MPOA, 

área septal lateral (LS) e SON e induzido por LPS quando comparado ao grupo que 

apenas ingeriu água por cinco semanas (Tabela 9, Figura 24). 
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Tabela 8- Efeitos da solução de frutose ou água sobre o números de células positivas para c-Fos no 
BNST, SON, PCx, MPOA, LS e PVN depois da administração de salina ou LPS (1000 

µg/Kg). 

c-Fos Grupos experimentais 

 Controle+Sal Controle+LPS Frutose+Sal Frutose+LPS  

BNST 33.00±1.91 61.75±0.63
*
 37.00±2.34 71.75±1.10

*,#
  

PCx 118.0±4.07 147.6±20.34 119.8±11.34 232.0±12.00
*,#

  

MPOA 80.20±6.38 153.0±4.25
*
 95.25±1.93

*
 207.8±10.9

*,#
  

LS 115.0±13.45 118.5±10.73 99.50±9.53 188.3±9.86
*,#

  

PVN 70.40± 5.71 155.7± 33.7
*
 68.00± 9.13 166.7± 15.6

*
  

SON 14.20±1.74 53.00±6.47
*
 12.00±1.22 87.60±7.49

*,#
  

Nota: Valores expressos como media ± E. P. M. * p< 0,05; comparando com Controle+Sal. # p<0,05; 

comparando com Controle+LPS. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 9- Analise de variância Two-way de grupos tratados com solução de frutose ou água (fator pré-tratamento) 

e submetidos a administração de salina ou LPS (fator desafio imunológico) nos números de neurônios 

marcados para c-Fos. 

Área cerebral Fator desafio 

imunológico 

Fator pré-

tratamento 
Interação 

   

BNST F1,12 = 373; p<0,001 F1,12 = 18.1; p<0,05 F1,12 = 3.34; p=0,09 

PCx F1,16 = 28.6; p<0,001 F1,16 = 10.6; p<0,05 F1,16 = 9.71; p<0,01 

MPOA F1,14 = 200.4; p<0,001 F1,14 = 28.4; p<0,001 F1,14 = 9.20; p<0,01 

LS F1,17 = 22.6; p<0,001 F1,17 = 5.55; p<0,05 F1,17 = 10.6; p<0,01 

PVN F1,17 = 22.6; p<0,001 F1,17 = 5.55; p<0,05 F1,17 = 10.6; p<0,01 

SON F1,16 = 127.8; p<0,001 F1,16 = 10.2; p<0,05 F1,16 = 13.2; p<0,01 

Fonte: Da autora. 
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Figura 24- Efeitos do LPS (1000 µg/Kg) em ratos controle (Controle) e tratados com solução de frutose 10% 
(Frutose) sobre a expressão de C-Fos. 

 
Legenda: Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalos mostrando células positivas no BNST (10x), 

MPOA (10x), LS (10x), PVN (40x), SON (100x) e CPy (10x). 

Fonte: Da autora. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 No presente trabalho os resultados demonstraram que o tratamento durante cinco 

semanas de solução de frutose 10% induziu distúrbios metabólicos caracterizados por 

elevados níveis de glicose sanguínea, dislipidemias, aumento do tecido adiposo e 

desenvolvimento de resistência a insulina. Além disso, este pré-tratamento piorou a 

resposta inflamatória avaliada pelo teste de Von Frey eletrônico após tratamentos com 

LPS, PGE2 ou carragenina. Houve também uma resposta acentuada na termorregulação 

e no comportamento doentio avaliado pelos testes de campo aberto, interação social e 

ingestão alimentar após tratamento com LPS. O aumento da expressão gênica de 

citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 no tecido adiposo e hipotálamo e da 

expressão de c-FOS em diversos núcleos cerebrais pode ser observado após desafio 

imunológico com LPS.  

 Os dados obtidos para os parâmetros metabólicos estão de acordo com Kelley et 

al. (2004) que demonstraram que dietas ricas em frutose aumentam glicose plasmática, 

triglicérides, colesterol total, colesterol HDL e não HDL. Este estudo mostrou que, tanto 

em humanos quanto em animais experimentais, dieta rica em frutose causa um aumento 

do metabolismo no fígado e em outros tecidos comprometendo a homeostasia de 

lipídeos e glicose. O mecanismo pelo qual a frutose provoca dislipidemia se dá pela 

entrada da frutose na célula através do transportador GLUT-5 independente de insulina, 

uma vez dentro da célula a frutose é fosforilada a frutose-1-fosfato que é convertido 

pela aldolase em trioses as quais são responsáveis pela síntese de fosfolipídeos e 

triglicerídeos (MAYES, 1993). 

 O metabolismo da frutose ocorre primeiramente no fígado (50-75%) onde são 

formados os substratos lipogênicos gliceraldeído 3-fosfato, acetil CoA e diacilglicerol. 

O aumento da síntese de lipídeos contribui para as dislipidemias e deposição de gordura 

ectópica no fígado e tecidos musculares promovendo assim resistência a insulina 

hepática e em todo organismo (TAPPY; LE, 2010). O consumo de frutose em humanos 

esta diretamente relacionado com dislipidemias, adiposidade visceral, resistência a 

insulina e aumento da pressão sanguínea, fatores que foram observados nos nossos 

resultados com exceção da hipertensão (LE et al., 2009; STANHOPE et al., 2009). 
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 Apesar da crescente evidência ligando o consumo de frutose com a obesidade os 

efeitos da dieta rica em frutose sobre a massa corporal total são contraditórios em 

modelos animais. Alguns estudos demonstram aumento da massa corporal total após 

ingestão de frutose (JURGENS et al., 2005; KANAREK; ORTHEN-GAMBILL, 1982) 

enquanto outros trabalhos não observam nenhum efeito (BURSAĆ et al., 2014). 

 A dieta rica em frutose associa-se ao aumento de gordura visceral como 

demonstrado por Arcego et al. (2014) e Fortino et al. (2007). Nossos dados confirmam 

estes e outros estudos que demonstram que diversos tipos de dieta com suplementação 

glicídica ou lipídica provocam o aumento da adiposidade abdominal. A lipogênese 

estimula a deposição de triglicerídeos no tecido adiposo, músculo e fígado resultando 

num quadro de dislipidemia, esteatose hepática e sinalização da insulina prejudicada 

(STANHOPE; HAVEL, 2009). A expressão do gene IL-1β no tecido adiposo visceral é 

positivamente correlacionada com o aumento da circunferência da cintura originadas 

pela ingestão de frutose (ESSER et al., 2013; KOVACEVIC et al., 2015). 

 Estudos realizados por Sharawy et al. (2015) em modelos animais de resistência 

a insulina utilizando dieta rica em frutose demonstraram aumento de fatores de 

transcrição como Sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c) envolvidos 

no aumento da expressão de enzimas como, lipase lipoprotéica (LPL), ácido graxo 

sintase (FAS) e desidrogenase glicerol-3-fosfato (G3PDH) que promovem a síntese de 

triglicerídeos e ácidos graxos os quais inibem a sinalização insulínica prejudicando a 

ação desse hormônio.  

 Resistência insulínica também foi demonstrada em modelos animais por Giani et 

al. (2009), o tratamento com frutose aumentou a expressão de enzimas importantes na 

sinalização da insulina como IKKβ, JNK e mTOR (mammalian target of rapamicina) as 

quais atuam na fosforilação em resíduos serina de substratos de receptores de insulina, 

inativando assim esse receptor impedindo a estimulação da via insulínica e seus 

consequentes efeitos biológicos. Nossos estudos corroboram os citados anteriormente os 

quais demonstram que uma dieta rica em frutose pode causar uma piora na sinalização 

insulínica deixando o organismo resistente a esse hormônio, porém não foram 

analisadas quais enzimas possam estar relacionadas a esta resposta. 

 Além da insulina, outros hormônios como leptina e adiponectina são alterados 

após dieta rica em frutose. Roglans et al. (2007) observaram um aumento nos níveis 

plasmáticos de leptina em ratos machos Sprague-Dawley após dieta enriquecida por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharawy%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26449613
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giani%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19001546
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frutose. Aumento nos níveis plasmáticos de adiponectina, um hormônio produzido pelo 

tecido adiposo que regula a homeostasia da glicose, também pode ser observado em 

animais da mesma linhagem submetidos à dieta (KAMARI et al., 2007). 

 Por outro lado, Sakr (2013) observou uma diminuição nos níveis séricos de 

adiponectina em animais tratados com frutose. No presente trabalho os níveis 

plasmáticos desse hormônio e de leptina não apresentaram diferença comparados ao 

grupo controle. 

 Leptina e adiponectina são hormônios produzidos principalmente no tecido 

adiposo. O controle da ingestão alimentar e gasto energético e consequente regulação do 

peso corporal esta diretamente relacionado aos níveis de leptina e sua falta de 

sinalização pode estar associada ao aumento da adiposidade (BALLAND; COWLEY, 

2015; ZHANG et al., 1994). A adiponectina está relacionada com o aumento da 

sensibilidade à insulina e seus níveis são diminuídos em indivíduos obesos, por essa 

razão, animais com obesidade induzida por dieta possuem uma piora na sensibilidade 

insulínica podendo desenvolver um quadro de resistência a esse hormônio (ESFAHANI 

et al., 2015; SAKR, 2013). 

 Conforme já mencionado, dieta rica em frutose tem sido utilizada como modelo 

de estudos para dislipidemias hepáticas e resistência a insulina (ALLEN; LEAHY, 

1966; BAR-ON; STEIN, 1968), aterosclerose (CANNIZZO et al., 2012; NING et al., 

2015), doenças renais (AOYAMA et al., 2012) e aumento do tecido adiposo visceral 

(KOVACEVIC et al., 2015; STANISIC et al., 2015). Além disso, depressão 

(HARRELL et al., 2015) e respostas inflamatórias (BENETTI et al., 2013; CASTRO et 

al., 2015; RAYSSIGUIER et al., 2006) também são investigadas  neste modelo o qual 

agrava as respostas em função dos distúrbios metabólicos causados. 

 O processo inflamatório pode ser caracterizado por diversos fenômenos 

mediados por componentes celulares e vasculares que induzem a alterações bioquímicas 

e morfológicas ocasionando assim os sinais clássicos da inflamação tais como, dor, 

calor, rubor, tumor e perda de função (HURLEY, 1972; PUNCHARD et al., 2004). 

Conforme descrito por Barrot (2012), o aumento da sensibilização dos receptores da dor 

(nociceptores), causando hiperalgesia, determina um sinal clássico da resposta 

inflamatória. Neste sentido, a avaliação da intensidade de hiperalgesia como resposta 

inflamatória em animais com alterações metabólicas induzidas por frutose foi realizada 

no presente estudo. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamari%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17533582
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakr%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23756398
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cowley%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26410445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cowley%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26410445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cowley%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26410445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakr%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23756398
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 A avaliação da dor foi realizada baseada no teste de Von Frey eletrônico, um 

método muito utilizado para medir a hiperalgesia mecânica em animais. Hiperalgesia é 

determinada como o aumento da sensibilidade a dor (BARROT, 2012) que pode ser 

provocada por diversos estímulos como carragenina e PGE2. A hipersensibilidade 

induzida pela carragenina se dá pelo estímulo de citocinas pró-inflamatórias como IL-

1β, TNF-α e IL-8 as quais estimulam PGE2 que aumentam a síntese de AMPc gerando 

um aumento no influxo de cálcio, com conseqüente despolarização da membrana celular 

e transmissão do impulso nervoso (DI ROSA et al., 1971; ROSSI et al., 2015; SOARES 

et al., 2000; VIVANCOS et al., 2004). 

 A utilização de diferentes substâncias inflamatórias como carragenina, LPS ou 

prostaglandina E2 produz resposta algésica aumentada em ratos tratados com frutose, à 

semelhança de outros trabalhos que estudaram o aumento da sensibilidade a estímulos 

nocivos, mecânicos e térmicos nas caudas de ratos obesos Zucker (fa/fa) (ROANE; 

PORTER, 1986; SUGIMOTO et al., 2008; ZHUANG et al., 1997).  

 Os mecanismos que possivelmente expliquem a relação entre obesidade e dor 

ainda não estão completamente elucidados, entretanto, Greisen et al., (2001) 

demonstram que dor aguda pode causar resistência a insulina transitória em modelos 

experimentais, especificamente modelos relacionados a dietas, sugerindo uma possível 

associação entre metabolismo da glicose e dor. Outros estudos relatam que ratos obesos 

Zucker apresentaram aumento da inflamação periférica e sensibilidade à dor em 

resposta a injeção intradérmica de carragenina (IANNITTI et al., 2012). Além disso, 

animais obesos podem apresentar níveis de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e 

TNF-α e enzimas como cicloxigenase-2 (COX-2) aumentadas na medula espinhal 

contribuindo assim para a resposta dolorosa (IANNITTI et al., 2012; WANG et al., 

2014). Dessa maneira podemos observar que a dieta rica em frutose agrava a resposta 

algésica conforme demonstrado em outros modelos de obesidade. 

 Além da hiperalgesia, a migração celular e produção de mediadores caracterizam 

a resposta inflamatória em animais obesos e esses fatores são amplamente investigados. 

Diversos estudos relatam o aumento na expressão de moléculas de adesão, como 

molécula 1 de adesão intercelular (ICAM-1), molécula 1 de adesão de células 

vasculares (VCAM-1) e P-selectina e infiltração de macrófagos em animais obesos 

caracterizando uma reação vascular inflamatória e trombogênica aumentada 

(BARBATO et al., 2005; VACHHARAJANI et al., 2005; VACHHARAJANI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Rosa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4398139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossi%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26397933
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GRANGER, 2009; WEISBERG et al., 2003). Além disso, Caballero (2003) descreve a 

obesidade e resistência a insulina como causas do aprimoramento do fenótipo 

inflamatório e aumento do estresse oxidativo contribuindo para o comprometimento da 

reatividade vascular estimulando alterações pró-aterogênicas na vasculatura em resposta 

a hiperinsulinemia. 

 A obesidade tem sido associada a um estado de inflamação crônica devido à 

resposta de células metabólicas ao excesso de nutrientes e energia as quais liberam 

mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, IL-1β, IL-6, leptina e resistina a partir do 

aumento do tecido adiposo (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HOTAMISLIGIL, 

2006; TILG; MOSCHEN, 2006). 

 Embora o aumento de citocinas pró-inflamatórias em animais submetidos a dieta 

de frutose seja bastante discutido atualmente, a influência dos distúrbios metabólicos 

provenientes desta dieta no comportamento doentio e termoregulação em animais 

tratados com LPS ainda não foi reportada pela literatura.  

 No presente trabalho distúrbios metabólicos induzidos pela dieta com frutose 

agravaram o comportamento doentio induzido por LPS. Ruth et al. (2008) demonstram 

que ratos obesos Zucker (fa/fa) possuem sistema imune alterado produzindo mais 

citocinas pró-inflamatórias que ratos magros. A atividade metabólica do tecido adiposo 

modula aumentando os níveis de fatores inflamatórios como os observados em 

infecções e doenças autoimunes (ASSY et al., 2008; BERG; SCHERER, 2005; 

FORSHEE et al., 2007; OUYANG et al., 2008).  

 Pohl et al. (2014) demonstram resposta imune aumentada em animais que 

receberam dieta hipercalórica. Estes achados sugerem uma maior influência do estado 

energético do organismo modulando estas respostas do que somente a dieta por si só. A 

dieta de frutose também piorou resposta imune em camundongos que demonstraram 

influxo neutrofílico intenso no fígado e elevadas concentrações de citocinas 

(RODRIGUES et al., 2014). 

 O presente estudo demonstra que dieta rica em frutose altera o comportamento 

doentio de acordo com os testes de locomoção, interação social, ingestão alimentar e 

febre em resposta a um desafio imunológico quando comparada a dieta normal. 

Conforme descrito, o mecanismo para essa alteração se deve ao aumento da expressão 

de citocinas como TNF-α, IL-1β e IL-6 no tecido adiposo e hipotálamo além do 
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aumento de neurônios marcados para c-Fos em núcleos cerebrais relacionados ao 

comportamento doentio e febre.  

 Nosso modelo para estimular o comportamento doentio e febre foi o de LPS, 

um modelo amplamente utilizado para acessar respostas comportamentais (BEUTLER, 

2004). LPS pode induzir mudanças metabólicas periféricas e hematológicas modulando 

respostas controladas pelo cérebro como febre, anorexia, adipsia, atividade locomotora 

diminuída e alterações neuroendócrinas, respostas que caracterizam o comportamento 

doentio (CRUNFLI et al., 2015; DANTZER et al., 2008; DE PAIVA et al., 2010; 

RIBEIRO et al., 2013; SAPER et al., 2012; SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2014; SONCINI 

et al., 2012; VELOSO et al., 2010).  

 A redução da locomoção no aparato de campo aberto mostrada em nosso estudo 

confirma uma alteração no comportamento doentio em animais do grupo controle 

tratados com LPS e o tratamento com frutose piorou esta resposta comportamental após 

o desafio imunológico. Diante de uma dieta e dose de LPS diferente, Baumgarner et al. 

(2014) não mostraram diferença na atividade locomotora entre o grupo controle e o 

grupo obeso, sendo a obesidade induzida por alta concentração lipídica na dieta após 

injeção de LPS na concentração de 250 µg/kg. 

 A interação social, outro parâmetro utilizado para investigar o comportamento 

doentio, é diminuída após o desafio imunológico. Uma maior redução nesta interação 

pode ser observada em animais submetidos à dieta rica em frutose. Neste teste ratos 

adultos machos são expostos por um breve período com outros da mesma espécie. 

Agentes indutores de comportamento doentio tal como LPS e IL-1β interrompem a 

interação entre o animal desafiado imunologicamente e o intruso (BLUTHÉ et al., 1992; 

BLUTHÉ et al., 1998). Estudos que demonstram efeito da dieta no teste de interação 

social mostraram uma supressão nesta interação diante de dieta enriquecida com 

carboidrato (POHL et al., 2014), assim como observado em nossas investigações. 

 No presente estudo a ingestão alimentar apresentou-se diminuída após o 

tratamento com LPS em animais do grupo controle e dieta enriquecida com frutose 

exacerbou esta diminuição. Após o tratamento com LPS, dois outros modelos animais 

de obesidade, animais ob/ob geneticamente obesos por deficiência de leptina e dieta 

enriquecida de gordura, apresentaram diminuição da ingestão alimentar e aumento da 

temperatura corporal (LAWRENCE et al., 2012) corroborando nossos achados. Por 

outro lado, Clarke et al. (2011) avaliou a hipofagia em modelo de obesidade por 
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superalimentação pós-natal e após a administração de LPS na dose de 100 µg/kg a 

diminuição da ingestão alimentar entre o grupo obeso e controle foi a mesma, 

diferentemente da resposta encontrada no presente trabalho. 

 Resposta febril tem sido amplamente estudada em modelos animais de 

obesidade como superalimentação pós-natal, dieta enriquecida com gordura e animais 

ob/ob. O aumento na tempertura corporal após injeção de LPS pode ser demonstrado 

em todos esses modelos (CLARKE et al., 2011; LAWRENCE et al., 2012), assim como 

no presente trabalho o qual utiliza frutose como modelo para obesidade. 

 Pohl et al. (2014) também observaram aumento da resposta febril em animais 

obesos e sugerem que o mecanismo da febre esteja relacionado com o hormônio leptina 

o qual aumenta a produção de citocinas como IL-1β e IL-6 a partir de células imunes, 

exercendo um importante papel na modulação da febre uma vez que estas citocinas 

atuam como pirógenos. Steiner e Romanovsky (2007) também sugerem o envolvimento 

da leptina no controle destes mediadores e conseqüentemente nas respostas febris. 

Apesar dos distúrbios metabólicos encontrados no grupo frutose, os níveis de leptina 

não apresentaram diferenças com relação ao grupo controle, conforme demonstrado 

neste trabalho. Porém, níveis aumentados de IL-1β e IL-6 foram encontrados tanto no 

hipotálamo quanto no tecido adiposo, dessa maneira, pode-se justificar a resposta febril 

apresentada em nossos estudos baseada na produção desses mediadores a partir do 

tecido adiposo e não dependente da leptina. 

 No presente trabalho, o aumento nos níveis de expressão dos mediadores pró-

inflamatórios como TNF-α, IL-1β e IL-6 foram observados no hipotálamo, região 

cerebral que tem como função regular gasto energético e controle da fome, várias 

funções autonômicas responsáveis pelo metabolismo, além de temperatura corporal e 

ciclos circadianos (PEARSON; PLACZEK, 2013; VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, 

2012). No tecido adiposo retroperitoneal pode ser observado aumento nos níveis de 

expressão de IL-1β e IL-6, ambos após tratamento com LPS. A dieta enriquecida com 

frutose intensificou o aumento dessa expressão nesses tecidos. Baseado nesses achados, 

pode-se sugerir que o aumento das respostas comportamentais e termoregulação em 

resposta ao desafio imunológico deve-se aos distúrbios metabólicos desenvolvidos a 

partir da dieta rica em frutose.  

 Adicionalmente, foi verificado o efeito dos distúrbios metabólicos induzidos por 

frutose e administração de LPS na expressão de c-Fos em áreas específicas do cérebro, 
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tais como BNST, PVN, SON, MPOA, PCx e LS. Em 1987, Hunt et al. demonstraram 

que neurônios espinhais de ratos expressavam c-Fos logo após receberem estímulo 

sensorial. Desde então esta proteína é conhecida parte integrante da resposta nuclear a 

estímulos, como, por exemplo, fatores de crescimento, estímulos sensoriais e 

neurotrasmissores, sendo por isso utilizada como marcador de atividade neuronal 

(CAPUTTO et al., 2014). 

 Um estímulo muito utilizado para avaliar a responsividade dos neurônios através 

de c-Fos é o LPS, sua administração aumenta o número de células positivas para c-Fos 

em diversas regiões como PVN, MPOA e núcleo pré-ótico mediano (MnPO) (DU 

PLESSIS et al., 2006), bed núcleo da stria terminal e núcleo central da amídala 

(DALLAPORTA et al., 2007; HABA et al., 2012), no núcleo supraótico e córtex 

piriforme (MA et al., 2014). Nossos achados demonstram respostas similares a estes 

trabalhos visto que a expressão de c-Fos aumentou no SON, BNST e MPOA após a 

administração de LPS. Os animais pré-tratados com frutose apresentaram um aumento 

mais acentuado de c-Fos nestes mesmos núcleos e no LS e PCx em resposta ao desafio 

imunológico. 

 Estudos que avaliam a influência de distúrbios metabólicos induzidos por dieta 

sobre a ativação neural após estímulos imunológicos ainda são pouco relatados pela 

literatura. Lawrence et al. (2012) foram os primeiros a escrever sobre esse assunto, em 

seu trabalho relatam uma diminuição do número de células positivas para Fos no PVN, 

núcleo do trato solitário (NTS) e área postrema (AP) em animais tratados com dieta rica 

em lipídeos e LPS em comparação com animais controle tratados com LPS. O mesmo 

grupo analisou a expressão de c-Fos em animais obesos ob/ob tratados com LPS e 

observaram que não houve diferença na expressão desta proteina entre o grupo obeso e 

controle, quando ambos são submetidos a endotoxemia. Os autores explicam que estas 

respostas são devido à diminuição da liberação de IL-1β pelos macrófagos, uma vez que 

esta citocina estimula a expressão de c-Fos nas mesmas regiões estimuladas pelo LPS. 

O bed núcleo da estria terminal (BNST) é uma pequena área localizada na 

porção basomedial do cérebro anterior que faz parte do sistema límbico e atua como 

centro de retransmissão de sinais neurais relacionados com modulação comportamental 

(AVERY et al., 2014; KLAMPFL et al., 2015). Os resultados encontrados em nosso 

trabalho demostram que o desafio imunológico com LPS é capaz de aumentar a 

reatividade de neurônios no BNST e que essa reatividade é exacerbada pelo pré-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24141321
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tratamento com frutose. Este núcleo é conhecido por ser responsivo a situações de 

estresse, dentre elas o estresse imunológico. Frenois et al. (2007), relatam um aumento 

no número de neurônios reativos para c-Fos no BNST em animais desafiados 

imunologicamente com 830µg/Kg de LPS (intraperitoneal). Uma maior 

imunoreatividade para c-Fos em áreas responsivas ao LPS, como é o caso do BNST, 

nos animais tratados com frutose, pode ser decorrente de um estado pró-inflamatório 

basal experimentado por estes animais, tal como relatado por Kovacevic et al. (2015). 

A área pré-optica mediana é um núcleo hipotalâmico onde existem neurônios 

termossensíveis que recebem aferências térmicas centrais e periféricas, importantes para 

o desenvolvimento da febre em situações de inflamação, sendo ela a principal área 

termorregulatória do cérebro (BOULANT, 1998; STEINER; BRANCO, 2003). Durante 

o estabelecimento da resposta de fase aguda, como por exemplo, a evocada após a 

injeção intraperitoneal de LPS, células imunológicas, principalmente macrófagos 

alveolares e hepáticos fazem aumentar os níveis de PGE2 no sangue, esta alcançará os 

sistema nervoso central, por vias diretas e indiretas, levando a alterações 

comportamentais e térmicas (BLATTEIS, 2006; LI et al., 2006; STEINER et al., 2006). 

A presença de PGE2 na MPOA; seja aquela produzida na periferia, que chega via órgão 

vasculoso da lâmina terminal (OVLT) ou a produzida centralmente via ativação de 

COX-2, provocará um aumento do set point termorregulatório, levando, por exemplo, 

um aumento da produção de calor via desacoplamento da cadeia respiratória no tecido 

adiposo marrom, instalando assim um estado febril (BLATTEIS, 2006; JEZEK, 2002; 

SIMM, 2016).  

Nossos resultados demostraram que o os animais pré-tratados com frutose, 

quando tratados com LPS, aumentam o número de neurônios que expressam a proteína 

c-Fos na MPOA quando comparados com aqueles desafiados imunologicamente com 

LPS, porém pré-tratados com água, resultados estes que estão em consonância com os 

dados e monitoramento da temperatura corporal, os quais mostram que os animais 

tratados com frutose desenvolveram uma febre mais acentuada em resposta ao 

lipopolissacarídeo. O efeito da administração de LPS sobre a febre e o aumento da 

expressão de c-Fos na MPOA, tal como encontrado em nosso trabalho, já foi relatado 

por Du Plessis et al. em 2006, contudo o efeito potenciador exercido pela dieta rica em 

frutose, visto em nosso estudo, é inédito na literatura. 
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PVN e SON são núcleos hipotalâmicos envolvidos em diversas funções 

neuroendócrinas e comportamentais, tais como resposta ao estresse e manutenção do 

comportamento materno (PEREIRA et al., 2015; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). O 

núcleo paraventricular abriga duas grandes populações de neurônios; os 

magnocelulares, que sintetizam vasopressina e ocitocina, e os parvocelulares que 

sintetizam hormônio liberador de corticotrofina. Já o núcleo supraótico é composto 

exclusivamente por neurônios magnocelulares produtores de ocitocina (PIRNIK et al., 

2004; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). É clássico o conhecimento de que a ocitocina 

desempenha papel crucial no trabalho de parto e lactação, contudo estudos recentes vêm 

associando este neurohormônio com funções autonômicas e comportamentais, bem 

como modulação do sistema imunológico, haja vista que células do sistema imune 

expressam receptores para este hormônio (YANG et al., 2013; WANG et al., 2015). 

Administração intravenosa ou intraperitoneal de LPS é capaz de aumentar os 

níveis plasmáticos de ocitocina e vasopressina, bem como a imunoreatividade para c-

Fos nos PVN e SON (KASTING, 1986; KASTING et al., 1985; MATSUNAGA et al., 

2000). Em nossos resultados encontramos uma maior imunoreatividade para c-Fos no 

PVN e SON, nos animais tratados com o LPS tal como já reportado por Matsunaga et 

al. (2000). Adicionalmente, a expressão de c-Fos no SON foi acentuada pela dieta rica 

em frutose, dado ainda não reportado pela literatura. Diante do exposto é possível supor 

que a ocitocina e a vasopressina exerçam algum papel modulatório sobre as células 

imunes durante a endotoxemia. O papel destes neurohormônios durante a resposta de 

fase aguda não é muito claro, contudo é possível hipotetizar que o aumento da ocitocina 

periférica desempenhe um papel imunomodulatório que impede a exacerbação da 

resposta imune, tendo em vista que ela apresenta efeito antipirogênico (MURZENOK et 

al., 1989). Apesar de a vasopressina apresentar potencial efeito vasoconstritor e a 

vasoconstrição periférica dificultar a perda de calor para o ambiente o aumento dos 

níveis deste hormônio provoca hipotermia durante a endotoxemia (MATSUNAGA et 

al., 2000; PARROTT et al., 1997; ROMANOVSKY et al., 2005). 

 Esta diminuição na perda de calor pode ser também devido a ação de neurônios 

presentes na área septal lateral. A LS é uma região pertencente ao sistema límbico, 

associada a respostas cardiovasculares evocadas por situação de estresse, a citar o 

estresse por contenção (KANAYA et al., 2003; KUBO et  al., 1996). É sabido que área 

septal lateral quando ativada promove aumento da pressão arterial e também que 
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animais tratados com dieta rica em frutose experimentam níveis de pressão arterial 

aumentado. Nossos dados demonstram que os animais tratados com frutose e desafiados 

imunologicamente com LPS apresentam reatividade aumentada para c-Fos na LS, esta 

maior atividade dos neurônios nesta área pode ser importante para promover aumento 

da pressão arterial, via vasoconstrição, com intuito de reduzir a perda de calor por parte 

destes animais. Pode-se associar o aumento da resposta febril nos animais tratados com 

frutose durante 5 semanas ao aumento das citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-

1β e IL-6 em regiões hipotalâmicas como MPOA responsáveis pela termoregulação. 

 Nossos resultados demonstraram que a dieta rica em frutose provoca alterações 

metabólicas e aumento da adiposidade visceral e o comportamento doentio e febre são 

intensificados em resposta ao tratamento com LPS nessas condições. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Pode-se constatar alterações metabólicas nos animais tratados com dieta rica em 

frutose como, dislipidemias, aumento do tecido adiposo visceral e resistência à insulina 

após cinco semanas de tratamento. Esses fatores ocasionaram uma piora na resposta 

algésica diante do teste com estímulos inflamatórios e, ainda, intensificaram o 

comportamento doentio e febre em resposta a endotoxemia provocada pelo LPS em 

conseqüência do aumento de citocinas pró-inflamatórias no sistema nervoso central. 
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