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RESUMO

O aumento da ingestdo de alimentos industrializados e produtos como refrigerantes,
bebidas acucaradas e xarope de milho contendo alta concentragdo de frutose podem
originar desordens metabolicas como obesidade, resisténcia a insulina, diabetes mellitus
tipo 2 e doengas cardiovasculares em humanos. Estas desordens metab6licas podem
alterar a resposta imunoldgica destes individuos. O objetivo deste trabalho foi investigar
a hiperalgesia inflamatoria e comportamento doentio ap6s um desafio imunoldgico em
animais com desordens metabdlicas induzidas por dieta rica em frutose. Ratos adultos
machos foram tratados com agua ou solucdo de frutose 10% por cinco semanas. A
hiperalgesia inflamatdria periférica através do teste de Von Frey eletrdnico foi avaliada
apos estimulo com carragenina, lipopolissacarideo (LPS) ou prostaglandina E, (PGEy).
Comportamento doentio foi avaliado 2 horas apo6s a injecdo de LPS ou veiculo. Os
animais foram sujeitos ao teste de campo aberto, interacdo social, ingestdo alimentar e
avaliagdo da resposta febril. Expresséo de citocinas foi avaliada nos tecidos adiposos e
hipotadlamo e a resposta neural foi investigada via imunohistoquimica para c-Fos.
Comparado ao grupo controle, a frutose induziu dislipidemias, altos niveis de glicose,
aumento da adiposidade retroperitoneal e epididimal e resisténcia a insulina. O aumento
da hiperalgesia inflamatdria periférica foi observado em animais tratados com frutose.
Em resposta ao LPS o0s animais tratados com frutose exibiram respostas
comportamentais exacerbadas e aumento da febre além do aumento da expressdo de
citocinas no hipotalamo e tecido adiposo quando comparados aos animais tratados com
agua. A expressdo de Fos induzida pelo LPS foi maior em diversas areas 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 inducdo de desordens metabolicas as quais irdo intensificar a hiperalgesia
inflamatdria e o comportamento doentio em resposta a um desafio imunolédgico via

inducdo de citocinas no hipotalamo.

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

doenca. Termorregulacdo. Citocinas. Imunohistoquimica.



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 E; (PGE;). 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 INTRODUCAO

Todo ser vivo possui necessidades nutricionais vitais que sdo, na maioria das
vezes, supridas por intermédio da alimentacdo. A qualidade dos alimentos ingeridos por
um individuo pode influenciar na sua saude, qualidade de vida e longevidade, uma vez
que a adocdo de maus habitos alimentares esta associada ao desenvolvimento de
diversas doencas. O aumento no consumo de alimentos industrializados, com alta
densidade energética e baixo valor nutricional, aliado a inatividade fisica contribuem
para 0 desenvolvimento de distarbios metab6licos como diabetes mellitus e obesidade,
0s quais aumentam o risco de aparecimento de doengas cardiovasculares e sindrome
metabolica (FORD et al.,, 2002; KEANE et al., 2015; MONTEIRO, 2009; RUIZ-
NUNEZ et al., 2013).

Dietas com alto teor de aclcares, ou alto teor de gorduras, e aquelas que
apresentam altos teores de acgucares e de gorduras, as denominadas dietas de cafeteria,
participam da génese da obesidade em animais e caracterizam a atual mudanca no
habito alimentar em humanos, uma vez que o estilo de vida dos individuos nas
sociedades modernas, principalmente nas ocidentais, € caracterizado pela
predominancia de uma alimentacdo rica em lipideos 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 solucdo que apresenta alta concentracdo de frutose em sua formulacéo
estdo: refrigerantes, bebidas adocadas, condimentos como ketchup e mostarda, péaes e
bolos industrializados, dentre outros. O aumento na ingestdo de frutose, presente nestes
tipos de alimentos, tem sido relacionado com o surgimento e prevaléncia de diversos
disturbios metabdlicos 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 hipertensdo arterial sdo fatores que
inicialmente caracterizavam a denominada “sindrome X descrita por Reaven (1988) ou
“sindrome de resisténcia a 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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sindrome metabolica (SM) (DEFRONZO; FERRANNINI, 1991; KAHN et al., 2005;
REAVEN, 1988).

A Sindrome Metabdlica é caracterizada por um conjunto de achados clinicos e
bioquimicos que incluem obesidade visceral, intolerancia a glicose/resisténcia a insulina
e dislipidemia, que juntos aumentam o risco desenvolvimento de doenga 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 a noradrenalina (BARON et al.,1994) e resisténcia a insulina associada com o
aumento da atividade simpatica (THORP; SCHLAICH, 2015) também estdo associados
a SM.

Um dos achados clinicos que apresenta bastante relevancia para sindrome
metabolica e que vem sendo alvo de diversos estudos é a adiposidade visceral. O
aumento do tecido adiposo parece ser o grande vildo da SM (KAHN, 2000).
Atualmente, o tecido adiposo é considerado um oOrgdo enddcrino ativo, que secreta
diversos hormonios e citocinas, e ndo somente um 6rgdo de armazenamento de energia
passiva (BERG; SCHERER, 2005). O tecido adiposo visceral esta localizado dentro das
cavidades do corpo, essencialmente na cavidade abdominal, ele é metabolicamente mais
ativo que o tecido adiposo subcuténeo e se difere deste por possuir adipocitos maiores,
mais responsivos as enzimas lipoliticas e mais resistentes a insulina (FRUHBECK et al.,
2001). Um aumento deste tipo de tecido adiposo leva ao aumento da resisténcia a
insulina, processo que esta diretamente relacionado ao aumento da secrecdo de
adipocinas como, IL-1p ¢ TNF-a e que pode culminar com aparecimento do DM 2
(KOVACEVIC et al., 2015).

No quadro de resisténcia a insulina observa-se elevacdo plasmatica deste
horménio, que é capaz de exercer atividade mitogénica nas fibras musculares lisas das
artérias, contribuindo para o aumento da resisténcia periférica e para o desenvolvimento
da aterosclerose (CABALLERO, 2004; HSUEH et al., 2004; SIOHOLM; NYSTROM,
2005). Os pacientes com a SM também apresentam hipertrigliceridemia, reducao de
lipoproteina de alta densidade (HDL) e aumento de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) (CORNIER et al., 2008; GOFF et al.,2005; REAVEN et al., 1993; SALTIEL,
2000). Todos esses fatores estdo associados com o aparecimento de disfuncédo

endotelial, a qual reduz a funcdo dilatadora arterial e aumenta ainda mais o risco de



20

aterosclerose e doenca cardiovascular (KATAKAM et al.,1999; MILLER et al., 1998;
SALTIEL, 2000).

Para mimetizar as desordens metabdlicas causadas pela adocdo de maus habitos
alimentares vistas em humanos sdo utilizados modelos pré-clinicos, tais como 0s que
envolvem a manipulacdo genética e os que utilizam dietas (KENNEDY et al., 2010).
Modelos experimentais que utilizam dieta rica em frutose sdo amplamente empregados
para desencadear o aparecimento de sinais caracteristicos da sindrome metabdlica,
permitindo assim, avaliar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da mesma
(HAVEL, 2005; HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015; RICHARD; ROBERT, 2010;
SIL et al., 2015; TRAN et al., 2009). A ingestdo cronica de frutose pode também
desencadear um aumento no tecido adiposo visceral, considerado uma caracteristica
marcante da sindrome metabélica (BURSAC et al., 2014).

A ingestdo excessiva de frutose e os danos metabdlicos associados a ela tém
feito com que organizacgdes de saide em todo o mundo voltassem sua atencdo para 0s
efeitos nocivos, a saude humana, decorrentes da adocdo de uma dieta rica deste
monossacarideo. A frutose € um acucar simples, do grupo das hexoses, que muito se
assemelha a glicose, diferindo apenas pela posicdo do grupo carbonila, que na frutose
encontra-se no carbono 2 e na glicose no cabono 1, fazendo com que aquela pertenca ao
grupo das cetoses e esta ao grupo das aldoses (LE; TAPPY, 2006).

Apos ser ingerida, a frutose ganha a luz do intestino delgado, de onde é
transportada para o citoplasma dos enterdcitos via transportadores GLUT-5.
Diferentemente do transporte da glicose, a entrada da frutose no enterocito independe da
hidrolise de ATP e do simporte com sodio. Por meio de transportadores GLUT-2,
presentes na membrana basolateral dos enterdcitos, a frutose ganha a corrente sanguinea
e posteriormente o figado, seu principal érgdo metabolizador. Uma vez na circulacéo
hepética a frutose é captada pelos hepatdcitos via GLUT-2. Dentro dos hepatdcitos, a
frutose € rapidamente fosforilada e transformada em frutose-1-fosfato, reacéo catalisada
pela frutoquinase, enzima que apresenta um baixo Km (constante de Michaelis-Menten)
para a frutose e velocidade maxima (Vmax) alta, o que justifica o rapido metabolismo
que a frutose sofre no figado (AKRAM; HAMID, 2013; LE; TAPPY, 2006; MAYES,
1993).

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

para a formacdo 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
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Entretanto, o metabolismo da frutose se difere marcadamente da glicose. A entrada da
glicose na via glicolitica esta em dependéncia 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 reacdo sO ocorra em presenca de altas concentracfes de
glicose. A préxima reacdo da via, catalisada pela fosfofrutoquinase, converte glicose-6-
fosfato em frutose-1,6-difosfato, esta enzima € regulada negativamente por niveis
elevados ATP, citrato e por baixos niveis de insulina. Em contrapartida, o0 metabolismo
da frutose independe da sinalizacéo da insulina, bem como nédo sofre feedback negativo
pelo ATP ou citrato, o que faz com que a frutose seja metabolizada mais réapida e
espontaneamente do que a glicose (LE; TAPPY, 2006; MALIK; HU, 2015;
TORNHEIM; LOWENSTEIN, 1976).

O gliceraldeido-3-fosfato é isdbmero de funcdo da diidroxiacetona-fosfato, de
modo que esta, ao ser produzida durante o metabolismo das hexoses, pode ser
convertida, por acdo de uma isomerase, em gliceraldeido-3-fosfato. Este por sua vez,
sofre uma cascata de reacGes que ao final produzird Acetil-coA que pode ter dois
destinos metabdlicos: entrar no ciclo de Krebs para dar origem ao ATP ou servir de
substrato em rotas lipogénicas de producdo de acidos graxos, que provocaram
hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo (AKRAM; HAMID, 2013; BAR-ON;
STEIN, 1968).
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Figura 1- Vias metabolicas da frutose e a relagdo com o metabolismo lipidico e

glicidico.
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Fonte: Adaptado de Tappy; Lé (2010).

Uma vez dentro das células B ou B do pancreas, a glicose € metabolizada
gerando assim sinais intracelulares capazes de estimular a secrecdo de insulina. Esta
secrecdo ¢ estimulada nas células B do pancreas a partir da entrada de glicose pelos
transportadores GLUT-2, estes transportadores possuem elevado Km (entre 15 e 20
mmol/L), portanto, ndo sendo saturavel em concentracGes fisioldgicas de glicose e
Vmax elevado, permitindo um répido transporte de glicose quando hd aumento da
glicemia (BONADONNA et al., 1996; LENZEN; PANTEN, 1988; REGAZZI et al.,
2015).

Além do transporte da glicose, as enzimas responsaveis pela fosforilacdo deste
acucar a glicose-6-fosfato desempenham importante papel na secre¢do de insulina. A
glicose é convertida em glicose-6-fosfato pela acdo da glicoquinase, também
denominada hexoquinase 1V, que possui baixa afinidade pela glicose e da hexoquinase |
de alta afinidade. Embora a hexoquinase | 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 regulacdo da via
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glicolitica no estado pds-prandial. Apds sua converséo, a glicose-6-fosfato entra na via
glicolitica e é convertida em piruvato (GIROIX et al., 1984; LENZEN, 2015).

No citoplasma o piruvato é transportado a mitocdndria para metabolizacdo
aerdbia 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 razdo ATP/ADP.
No citoplasma, esse aumento da relagdo ATP/ADP provoca fechamento dos canais de
potassio ATP-dependente (Katp) € a consequente despolarizacdo da membrana celular
que leva a ativacdo de canais de Ca®* sensiveis a voltagem. Consequentemente ha um
aumento do influxo de célcio para as células p pancreaticas desencadeando a exocitose
da insulina (ASHCROFT, 1984; COOK; HALES, 1984; SEINO, 2012). A secre¢éo de
insulina estimulada pela glicose pode ser potencializada pelos horménios incretinas
peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e polipeptideo inibitorio gastrico (GIP).
Esses horménios auxiliam na secrecdo de insulina apds uma elevagdo da glicose
proveniente da alimentacdo contribuindo para a homeostase dos niveis deste aglcar no
organismo (DUPRE et al., 1973; LUND, 2005).

De maneira diferente da glicose, apés a ingestdo de frutose, ndo ocorre a
liberacdo de insulina por duas razdes. Primeiramente, o pancreas ndo contém o0s
transportadores de glicose GLUT-5 (CURRY, 1989), que sdo limitantes para a captacéo
de frutose, além da frutose ndo estimular a liberacdo do peptideo inibitorio gastrico
(GANDA et al., 1979; RAYNER et al., 2000; TEFF et al., 2004).

ApoOs a secre¢do de insulina pelas células B do pancreas inicia-se a via classica
da sinalizacdo deste horménio, a via IRSs/PI3-K/Akt. Essa via € estimulada quando a
insulina se liga a subunidade a do seu receptor induzindo assim a autofosforilacdo da
subunidade B. O receptor de insulina (RI) pertence a classe dos receptores tirosina
quinase, a fosforilagdo em residuos tirosina ativa o receptor e em residuos serina o
inativa (HOTAMISLIGIL et al., 1996; TANIGUCHI et al., 2006). A ativacdo desse
receptor leva a fosforilacdo de substratos intracelulares, como os substratos do receptor
da insulina (IRS1-4), Src homology collagen (Src) e Janus kinase-2 (JAK-2). A
fosforilacdo dos IRS1-4 permite a associacao dessas proteinas com a subunidade p85 da
fosfatidilinositol-3-quinase (P13-K) desencadeando a ativacdo de outras proteinas como
proteina quinase B (PKB) também denominada de Akt. A estimulacdo dessa via classica

da insulina vai entdo ser responsavel pelos efeitos biolégicos desse horménio
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(BEDINGER; ADAMS, 2015; CROSS et al., 1995; SALTIEL; KAHN, 2001;
TANIGUCHI et al., 2006; WHITE, 2003).

Dentre os efeitos bioldgicos da insulina podemos considerar o aumento da
captacdo de glicose em tecidos musculares e adiposo; inibi¢do da producdo hepatica de
glicose através da reducdo de neoglicogénese e glicogendlise, lipdlise e protedlise;
aumento da sintese de &cidos graxos, proteinas e glicogénio; controle da ingestdo
alimentar pelo hipotalamo; prevencdo de apoptose e por fim, producéo de 6xido nitrico
no endotélio (PESSIN; SALTIEL, 2000).

O consumo excessivo de frutose aumenta os niveis de acidos graxos os quais
estdo associados a alteracdes nas vias classicas da sinalizacdo insulinica podendo causar
um quadro de resisténcia a este horménio. Estes acidos graxos desencadeiam a
fosforilacdo dos residuos serina dos receptores de insulina, inativando-os e diminuindo
a ativagdo da PI3-K promovendo, assim, a diminui¢cdo no transporte de glicose para
dentro da célula estimulado pela insulina. Essa diminuicdo na captacdo de glicose
estimula ainda mais a secregdo de insulina na tentativa de compensar 0s niveis
aumentados de glicose, gerando um circulo vicioso piorando o quadro da resisténcia.
Portanto, se ha modificacdes na sinalizacdo da insulina dentro da célula a resposta
metabolica e os efeitos bioldgicos deste hormdnio podem ser alterados frente aos seus
niveis circulantes (BELL; POLONSKY, 2001; KAHN, 2001; NOLAN et al., 2015).

Além da via IRSs/PI3-K/Akt outra via importante no desenvolvimento da
resisténcia a insulina € a via P13-K/Akt/GLUT-4 a qual é responsavel pelo transporte de
glicose para dentro da célula. Os transportadores de glicose (GLUTSs) medeiam a
entrada da glicose para o interior da célula através de sua translocacéo para a membrana
plasmatica, este mecanismo € modulado pela ativacdo das proteinas PI13-K/Akt
independente de ATP. A insulina entdo estimula esta translocacdo e conseqlientemente a
entrada da glicose na célula. Dessa maneira, se ha uma alteracdo nesta sinalizacdo a
glicose ndo é transportada para dentro da célula e seus niveis plasmaticos aumentam
podendo levar ao quadro de DM tipo 2 (HUANG; CZECH, 2007).

O estimulo da resisténcia a insulina a partir do aumento nos niveis de lipideos e
carboiratos pode desencadear obesidade, hipertrigliceridemia, diminui¢do dos niveis de
HDL-c, aumento dos niveis de VLDL-c, hipertensdo, aumento da resisténcia 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
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A resisténcia a insulina originada pela inflamacdo de tecidos metabdlicos 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 a (TNF-a), uma
citocina pro-inflamatéria que prejudicava a sinalizagdo da insulina. Posteriormente,
varios outros mediadores inflamatérios foram descobertos sendo secretados pelo tecido
adiposo como proteina C-reativa (CRP), interleucina 6 e 1 (IL-6, IL-1), inibidor do
ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) entre outros (HALBERG et al, 2008;
KERSHAW; FLIER, 2004; KWON; PESSIN, 2013).

Desta forma, a obesidade aumenta a secrecdo de TNF-a pelos adipdcitos, esta
citocina inativa os receptores de insulina por intermedio da inibicdo da fosforilagéo
deste receptor em residuos tirosina o que impede sua sinalizacdo celular resultando,
gerando assim o de resisténcia a insulina (PERALDI et al., 1996). Alem disso, a
inflamacdo induzida pela obesidade aumenta niveis de proteinas quinase, tais como,
inibidor do fator de transcricdo NF-kappa B (IkB), a proteina quinase C (PKC) e a c-
Jun N-terminal kinase (JNK) (HOTAMISLIGIL et al., 1996; SAMUEL; SHULMAN,
2012). NFxB e JNK séo os principais fatores de transcri¢do responsaveis pela expressao
de grande variedade de genes envolvidos na resposta inflamatéria e que estdo
associados a resisténcia a insulina. A atividade da proteina JNK estimula a fosforilagdo
do fator de transcricdo AP-1, que por vias ainda ndo conhecidas promove a fosforilagcdo
em residuos serina do receptor de insulina. Ja 0 NFxB permanece no citoplasma
inativado pelo inibidor de kB, o IkB. Apos fosforilacdo de IkB pelas quinases IKK o
complexo NFkB- IkB ¢ desfeito e 0 NFkB é translocado para o nucleo. O TNF-o é um
importante estimulador destes dois fatores de transcricdo, que irdo desencadear a
resisténcia a insulina por vias de sinalizacdo intermediarias, ainda pouco conhecidas,
que ativardo a fosforilacdo em residuos serina do receptor de insulina (Figura 2)
(BAEUERLE; BALTIMORE, 1996; GAO et al., 2003; SHOELSON et al., 2006).
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Figura 2- Interacdo da sinalizacdo da insulina e vias inflamatorias.
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Fonte: Adaptado de Luca; Olefsky (2008).

A sinalizacdo inflamatéria induzindo a resisténcia a insulina caracteriza uma
relacdo fundamental entre inflamacéo e resisténcia insulinica consistindo, assim, um dos
mecanismos que explicam a fisiopatologia das complicacfes metabolicas da obesidade.

Alteracdes nas respostas imunoldgicas em individuos obesos tém sido alvo de
diversas pesquisas que utilizam modelos animais de obesidade induzida por dieta.
Estudos realizados em animais tratados com dieta rica em agucar e gorduras, capazes de
desencadear um quadro de obesidade, demonstraram uma resposta febril prolongada,
anorexia, reducdo do comportamento social e aumento de mediadores pro-inflamatérios
apos o sistema imune ser estimulado por tratamento com diversos padrées moleculares
associados a patogenos (PAMP’s) (AMAR et al., 2007; MARISSAL-ARVY et al.,
2014; POHL et al., 2009; SMITH et al., 2007).

Adipdcitos e macréfagos desempenham funcbes andlogas nestas respostas. Pré-
adipdcitos possuem a capacidade de se diferenciar em macrofagos e a consequente
hiperplasia destas células gera o aumento da sintese de mediadores pré-inflamatorios
como, por exemplo, TNF-a, IL-1B, IL-6, leptina, resistina, visfatina, PAI-1 e PPAR
(Peroxisome proliferator-activated receptor) caracterizando, assim, um estado de
inflamacdo cronica sub-clinica em individuos obesos (CHAKRABORTI, 2015;
GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).



27

O processo inflamatério causado pelo tecido adiposo difere da inflamagédo
resultante da ativagdo do sistema imune decorrente da invasdo por microorganismos. A
literatura classica descreve a inflamagcdo como sendo uma resposta recrutada pelo
organismo diante de lesdes, suas principais caracteristicas sdo edema, vermelhidao, dor
e febre, determinando assim os sinais cardinais da inflamagdo como, tumor, rubor, dor e
calor (LARSEN; HENSON, 1983).

A inflamacdo é uma resposta biolégica complexa de tecidos vasculares a
estimulos nocivos, tais como patégenos, danos celulares ou irritantes (fisicos ou
quimicos). E um mecanismo de defesa destinado a remover os estimulos lesivos e
iniciar o processo de reparo tecidual (GALLIN et al., 1992).

Uma resposta inflamatéria perante um microorganismo é estimulada pelo
sistema imune que reconhece esses agressores atraves dos sistemas de reconhecimento
de agentes patogénicos como os receptores do tipo toll-like (TLR). Estes receptores sdo
expressos em células musculares, enterécitos, adipdcitos e em celulas do sistema imune
incluindo macréfagos, o que estabelece uma integragdo entre o sistema imune e
metabolico (BEUTLER, 2004; SHI et al., 2006; SONG et al., 2006). Estes receptores
possuem como seus ligantes o lipopolissacarideo (LPS) e os &cidos graxos saturados. A
interacdo entre esses ligantes e o receptor estimula a sintese de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8 e IL-12, as quais atuam como mediadores
da inflamacéo patogénica e da inflamacao decorrente da obesidade.

Dantzer et al. (1998) descrevem que as citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B
desempenham, portanto, um papel fundamental na inflamacdo. Cada uma possui suas
propriedades caracteristicas e sdo sintetizadas por células do sistema imune, neurdnios e
adipdcitos, exercendo potente efeito no sistema nervoso central desencadeando assim,
febre, ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-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 infeccdo (HART, 1988). Kent,
Bluthé, Kelley e Dantzer (1992) destacam alteracdes nas respostas comportamentais dos
animais tais como anedonia ou falta de interesse em estimulos agradaveis, reducédo da
ingestdo de alimentos, diminuicdo do comportamento exploratorio, diminuicdo da
interacdo social, reducdo do comportamento sexual, sono e diminui¢do da atividade

locomotora como sendo mecanismos que auxiliam o animal no combate a infeccéo.
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Estas respostas comportamentais podem ser verificadas em modelos animais que
utilizam LPS ou citocinas pré-inflamatorias para simular a evocagdo do sistema imune
(DANTZER, 2006; HARDEN et al., 2015; KENT et al., 1992).

A falta de interesse em estimulos agradaveis ou anedonia é amplamente
investigada por pesquisadores em animais experimentais. Um modelo de anedonia
bastante utilizado ¢ a preferéncia a sacarose visto que os roedores possuem preferéncia
por bebidas adogadas (DE LA GARZA, 2005; WEIL et al., 2006). Esta busca pelo
estimulo agradavel da bebida adogada corresponde uma resposta comportamental
controlada ndo so6 por regides cerebrais de recompensa, mas também pelo hipotalamo e
tronco cerebral, areas cerebrais que controlam a ingestdo alimentar e homeostase
energética (AHIMA et al., 2008; DE ARAUJO et al., 2008; PIZZAGALLI et al., 2009).

A reducdo da ingestdo alimentar talvez seja a alteracdo mais classica do
comportamento doentio. Falta de apetite, perda de peso e diminuicdo da ingestdo
alimentar manifestam-se durante respostas a agentes infecciosos como LPS (DE PAIVA
et al., 2010). O controle da ingestdo alimentar € regulado por varias regides do sistema
nervoso central como nucleo arqueado, hipotalamo lateral, complexo vagal dorsal e
nucleos da rafe as quais sdo fundamentais no controle da ingestdo alimentar uma vez
que essas regides sdo responsaveis pela integracdo de sinais do estado energético e
ingestdo calorica (DHILLO, 2007; SCHWARTZ et al., 2000).

Além da anedonia e da reducéo da ingestdo alimentar, a diminuicdo da atividade
locomotora e da exploracdo também caracterizam o comportamento doentio. O teste de
campo aberto € 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 locomocao na parte central do aparato esta relacionada ao medo, ja a
locomocdo 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 administracdo de LPS e IL-1 causam
diminuicdo da atividade locomotora no aparato de campo aberto, o que revela a eficacia
do teste no que tange evidenciar o aparecimento do comportamento doentio.

O teste de interacdo social foi primeiramente descrito por File e Hyde (1978)
como modelo para avaliacdo da ansiedade, no entanto ele também é utilizado para
avaliacdo do comportamento doentio. ManifestacGes préprias da espécie sdo 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 parametros analisados consistem em limpar,
cheirar, morder, imitar, explorar a regido anogenital, seguir o visitante ou colocar as
patas dianteiras sobre ele (COHN; DE SA-ROCHA, 2006; GRANT; MACKINTOSH,
1963). O aumento da interagdo social sem o aumento da atividade locomotora
caracteriza um efeito ansiolitico enquanto diminuicdo da interagdo social indica efeito
ansiogénico (FILE; SETH, 2003), no comportamento doentio estas duas respostas
podem ser observadas uma vez que Hennessy et al. (2014) afirmam que a diminuicdo da
interacdo social ndo € um comportamento invariavel nesta situacao.

Comportamento doentio e febre sdo uma consequéncia do complexo processo de
inflamacdo. A inflamagdo ocorre como uma imediata resposta de defesa inata a
patdgenos invasores independentemente do fato do estimulo inflamatdrio apresentar-se
infeccioso ou ndo, a resposta € resultante de uma ativacdo rapida e bastante
estereotipada da resposta imune inata (ROTH; BLATTEIS, 2014).

Em animais homeotérmicos a temperatura corporal exerce papel fundamental no
metabolismo influenciando as fungbes fisiologicas, para isso ela deve ser mantida
constante independente das varia¢des térmicas do ambiente. A termorregulacdo mantem
a temperatura corporal diante de uma ampla faixa de condi¢cbes ambientais através de
mecanismos autondémicos e comportamentais (BICEGO et al., 2007).

A termorregulacdo autonémica decorre do ganho, producdo ou conservagéo, e
perda de calor. A producéo de calor pode ser oriunda do metabolismo basal, pelo tremor
da musculatura estriada e pela producdo metabdlica a partir do tecido adiposo marrom
(NAKAMURA; MORRISON, 2011). A piloerecdo e vasoconstricdo periférica sao
mecanismos responsaveis pela conservacdo do calor e a vasodilatacdo periférica,
ofegacao e sudorese conferem mecanismos de perda de calor (BOULANT, 2000).

Variacdes térmicas do ambiente sdo detectadas por sensores localizados na pele,
os termorreceptores periféricos, classificados em dois tipos, sensiveis ao frio e os
sensiveis ao calor. Posteriormente, aferéncias térmicas periféricas sdo conduzidas ao
sistema nervoso central atraveés da raiz dorsal da medula espinhal até regifes de
integracdo térmica superiores do sistema nervoso central. A regulacdo da temperatura
corporal ndo é determinada por uma Unica regido do sistema nervoso central, mas por
uma série de estruturas neurais como hipotalamo, sistema limbico, troncocerebral, a
formacdo reticular, medula espinhal e ganglios simpaticos (BLATTEIS, 1998). Apesar

de todas essas regides desempenharem um controle na temperatura corporal estudos
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demonstraram que a area pré-optica do hipotalamo anterior (POA) é uma das estruturas
termorreguladoras mais importantes. A POA é um sitio termossensivel que recebe
informacdes 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
termorregulatorio, que é definido como valor de temperatura corporal aceitavel em
determinada circunstancia. O set point pode ser considerado como um termostato e por
iSso gera respostas compensatérias diante de variaces de temperatura (KANOSUE et
al., 1997).

Baseado nas alteracOes deste termostato e na sua falha em manter a temperatura
homeostatica 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 35°C. A hipertermia se
caracteriza pela elevagdo da temperatura corporal acima do valor do set point devido
uma alta sobrecarga de calor ambiental ou metabdlica e depende da temperatura
ambiente. Entretanto, variacdes diretas do set point termorregulador a fim de elevar a
temperatura corporal induzem a resposta febril. A febre € uma elevagdo regulada da
temperatura corporal e ndo uma consequéncia da incapacidade dos mecanismos
termorreguladores de dissipar o ganho de calor como ocorre na hipertermia, nestas
circunstancias a resposta febril ndo 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 fungédo protetora e adaptativa visto que a elevacao na temperatura
corporal aumenta a eficiéncia do sistema imunologico em combater 0s agentes
agressores e induz condicbes desfavoraveis para o crescimento de microorganismos
patogénicos. Porém, temperaturas muito altas por periodos prolongados podem ser
prejudiciais ao funcionamento do organismo e podem levar a morte (HARDEN et al.,
2015).

Dentre os beneficios imunoldgicos da febre podemos considerar o aumento da
mobilidade e migracdo de neutrofilos e mondcitos, aumento da fagocitose, da producdo
de radicais livres de oxigénio, da producdo de interferon e da atividade de linfocitos 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
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A resposta febril caracteriza-se pela participacdo de multiplos sistemas como
endocrino, neurolégico e imunoldgico estimulados através da acdo de agentes
pirogénicos, que podem ser enddgenos ou exdgenos. Os agentes pirdgenos exdgenos
sd0, na maioria das vezes, oriundos de virus, bactérias e fungos e exercem um efeito
indireto uma vez que estimulam a producdo de agentes pirogénicos enddgenos por
células do sistema imune. Citocinas como, IL-1, IL-6 e TNF-a, prostaglandinas e
endotelinas sdo considerados enddgenos envolvidos na geracdo da febre (KLUGER,
1991; ROMANOVSKY et al., 2005).

Estas citocinas desencadeiam a febre a partir da estimulacdo da sintese de
prostaglandinas, principalmente a PGE,, considerada mediador final na resposta febril
devido sua acdo direta na POA. A PGE, quando presenta na POA, regido rica em
receptores para este mediador, eleva o set point termorregulador aumentado a
temperatura corporal (ENGSTROM et al., 2012; LAZARUS et al., 2007).

A administragdo de pirdgenos exdgenos, como o LPS, resulta na sintese de
oxido nitrico (NO), monoxido de carbono (CO) e PGE,. Apesar de estudos relatarem a
participacdo do NO e do CO na geracdo da febre, a PGE; é considerada o principal
eicosanoide envolvido nesta resposta (GERSTBERGER, 1999; STEINER et al., 1999).

O tratamento com LPS ativa a cascata complemento, produzindo C5a o qual
estimula a producdo de PGE; pelas células de Kupfer, estes mediadores ligam-se em
seus receptores presentes nos nervos aferentes vagais conduzindo estimulos para o
nacleo do trato solitario e finalmente para a POA no hipotalamo. Dessa maneira,
neurdnios sensiveis ao calor sdo inibidos nesta regido, determinando a fase inicial da
febre também denominada fase neural. Posteriormente, citocinas pro-inflamatérias
estimulam a producdo de PGE, dependente de COX-2, causando a inibicdo dos
neurénios sensiveis ao calor, caracterizando, assim, a fase tardia da febre ou fase
humoral. A manifestacdo destas duas fases apds tratamento com LPS determina a
resposta febril bifasica (ROTH; BLATTEIS, 2014; ROTH; SOUZA, 2001).

A ativacdo da circuitaria neural pelas PGE, provoca respostas autondmicas e
comportamentais, tais como vasoconstricdo periférica, producdo metabdlica de calor,
tremores (calafrios) contribuindo, assim, para o estabelecimento e manutencdo da
resposta febril (NAKAMURA, 2011; ROMANOVSKY et al., 2005; SAPER et al.,
2012). A febre também ocorre a partir da sinalizacdo direta das citocinas no sistema

nervoso central que pode chegar via 6rgdos circunventriculares ou por meio de
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aferéncias vagais subdiafragméticas (KUHT; FARMERY, 2014; ROMANOVSKY,
2004; TAKAHASHI et al., 1997).

Todas essas alteracBes comportamentais e também a febre sdo desencadeadas
pelo tratamento com LPS, componente externo da parede celular de bactérias gram
negativas que é reconhecido por células imunes, principalmente macrofagos. Esta toxina
apresenta-se como um complexo glicolipidico composto por um polissacarideo
hidrofilico associado a um dominio hidrofébico, o lipideo A, o qual é altamente
conservado nas bactérias, uma vez que é o centro biologicamente ativo da molécula e o
responsavel pelos seus efeitos (GALANOS et al., 1972; SIMPSON et al., 2015). Devido
a sua apolaridade, na corrente sanguinea, o LPS é transportado por lipoproteinas de alta
densidade (HDL), sendo a formagdo do complexo HDL-LPS fator importante na
reducdo da resposta imunoldgica visto que este complexo permite que o LPS fique
aprisionado na circulacdo (FREUDENBERG et al., 2001).

O LPS ¢ considerado um padrdao molecular associado a patégenos (PAMP’s) que
é reconhecido pelos receptores TLR4 (receptores toll-like 4), primeiramente o LPS liga-
se a proteinas ligantes do hospedeiro, as LBPs (lipopolysaccharide binding protein),
produzidas pelo figado na resposta de fase aguda. Assim o complexo LPS-LBP se liga
nos receptores CD14 dos macréfagos interagindo, consequentemente, com os receptores
TLR4 desencadeando a sinalizacdo intracelular (LAFLAMME; RIVEST, 2001,
NADEAU; RIVEST, 2000).

Quando ocorre esta interacdo os dominios intracelulares TIR dos receptores
TLR4 estimulam a proteina 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 IkB, que, por sua vez, promove liberacdo do fator de transcrigao nuclear (NF-
kB), que sera translocado ao nicleo para induzir a expressao de genes responsaveis pela
producdo das citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1p (YAMAMOTO et
al., 2004; WISSE et al., 2007). Além desses mediadores o tratamento com LPS pode
estimular a sintese de prostaglandinas, histamina e serotonina (KELMER, 2009), ainda,
estimula a oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e a cicloxigenase 2 (COX 2)
(NISHIO et al., 2013).

As citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1p podem alcancar diretamente o sistema nervoso

central através dos Orgdos circunventriculares, como estes mediadores ndo conseguem
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atravessar a barreira hemato-encefalica é por meio dos 6rgdos circunventriculares, que
ndo 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 da pelo
nervo vago, responsavel pela inervacao dos 6rgdos da cavidade abdominal. No cérebro
possui projecdes para 0 nlcleo do trato solitario e nucleo parabraquial, de I& para o
ndcleo paraventricular do hipotalamo, talamo, amigadala e cortex (KELLEY et al.,
2003). Neurdnios sensoriais do nervo vago expressam receptores para IL-1 e em
resposta a administracdo de LPS macrdfagos e células dendriticas de sua bainha
perineural também sintetizam esta citocina (GOEHLER et al., 1999). A importancia
desta via na comunicagdo entre sistema imune e sistema nervoso central tem sido
amplamente investigada por pesquisadores, nesses estudos utilizam-se a tecnica de
vagotomia subdiafragmatica em roedores e posterior administracdo intraperitoneal de
IL-1 ou LPS. A lesdo no nervo impede a acdo da IL-1 no cérebro provocando uma
auséncia no comportamento doentio dos animais demonstrando, assim, o papel
fundamental do nervo vago na comunicacdo imuno-cerebral (BLUTHE et al., 1994;
HANSEN et al., 2001; HANSEN et al., 1998; LAYE et al., 1995).

Uma vez no sistema nervoso central estas citocinas podem ativar o eixo HPA
através da liberacdo de fator liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo,
responsavel por estimular a secrecdo de hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) da
glandula pituitaria desencadeando o aumento dos glicocorticdides. O tempo e a duragédo
da ativacdo 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 interacdo entre as citocinas pré-inflamatorias e cérebro
se da por meio das células endoteliais e perivasculares que levardo a ativacao de células
do sistema nervoso, como microglias, promovendo assim alteragdes no sistema nervoso
autbnomo e endocrino regulando a resposta do individuo a infeccdo (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 diminuicdo do apetite, do comportamento exploratério e da
interacdo social além da resposta febril foram encontradas em animais com obesidade

induzida por dieta apds estimulo do sistema imune. Além disso, respostas inflamatérias
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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 existéncia de uma interacdo entre sistema imune e metabdlico, na qual o
tecido adiposo parece exercer um importante papel modulador.

Nesse contexto ndo foi encontrado nenhum trabalho que avaliasse os efeitos dos
distrbios metabdlicos induzidos por dieta de frutose sobre a hiperalgesia inflamatoria e
comportamento doentio. Considerando que essas respostas possam estar modificadas
devido as alteracGes metabolicas e aumento do tecido adiposo visceral, nossos estudos
tiveram por objetivo avaliar a hiperalgesia e o0 comportamento doentio induzido por

LPS em modelos animais com alteracdes metabdlicas induzidas por ingestdo de frutose.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho estdo descritos abaixo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a hiperalgesia inflamat6ria e o comportamento doentio em ratos com

alteracfes metabolicas induzidas por solucdo de frutose 10%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sé&o objetivos especificos:

a) Caracterizar as alteracfes metabolicas induzidas pela ingestdo com solucédo de
frutose 10% em ratos;
- perfil glicémico, lipidico e hormonal (insulina, leptina e adiponectina);
- ganho de peso corpdreo, peso da gordura e do figado;
- resisténcia a insulina;

b) Avaliar a influéncia da dieta de frutose na hiperalgesia inflamatéria;

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

d) Avaliar a influéncia da dieta de frutose na expressao génica de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a, IL-1p e IL-6 no tecido adiposo e hipotalamo;

e)Avaliar a influéncia da dieta de frutose na ativacdo de areas cerebrais

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

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

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar com 7 semanas
de vida no inicio dos experimentos, provenientes do Biotério da Universidade Federal
de Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram alojados em caixas de polipropileno
adequadas & sua manutencdo (39 x 31 x 17 cm®), tratados com racdo comercial e gua
“ad libitum” ou solucdo de frutose 10% e mantidos em sala climatizada a 22 + 2 °C em
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h).

Os protocolos experimentais descritos abaixo aos quais 0s animais foram
submetidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alfenas - MG (Protocolo n°. 530/2013).

3.2 SUPLEMENTACAO COM FRUTOSE NA AGUA DE BEBER

Os ratos foram randomizados e divididos em dois grupos, um grupo recebeu
4gua (grupo Controle) e o outro grupo solucdo de frutose 10%, Labsynth®, (grupo
Frutose) “ad libitum” por cinco semanas, ambos receberam racdo comercial padrao
(ROGLANS et al., 2007).
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3.3 CARACTERIZACAO DOS DISTURBIOS METABOLICOS

Apo6s 5 semanas de tratamento com &gua de beber ou dieta rica em frutose foram
realizados os procedimentos experimentais para a caracterizacdo dos disturbios
metabdlicos, sendo eles: determinacdo do peso corpéreo, do peso do figado, da
adiposidade retroperitoneal e epididimal, do indice de Lee; dosagens bioquimicas para
glicose, triglicérides, colesterol total, HDL e ndo HDL; determinacdo da resisténcia a
insulina e dosagens hormonais para insulina, leptina e adiponectina demonstrados no

delineamento experimental representado pela Figura 3.

Figura 3- Protocolo experimental esquematico representando o inicio do tratamento, o tempo de
tratamento e os procedimentos realizados apds 5 semanas de tratamento com agua de beber ou
frutose.

5 Semanas

—>
| |
[ |
Tratamento: Procedimentos:
Agua 1- Determinagio de peso corporeo e do peso do figado;
Solugdo Frutose 10% 2- Determinagdo da adiposidade retroperitoneal e epididmal ;

3- Avaliagdo do Indice de Lee;
4- Dosagens bioquimicas para glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL e ndo HDL;
5- Determinagéo da resisténcia a insulina: Teste de tolerdncia oral a glicose,
Teste de tolerdncia oral a insulina,
Indices HOMA e TyG:;
6- Dosagem hormonal para insulina, leptina e adiponectina.

Fonte: Da autora.

3.3.1 Quantificacdo da adiposidade abdominal e ganho de peso do figado

Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e apds cinco semanas
do mesmo, para determinacdo do peso corporal total inicial e final. A quantificacdo da
adiposidade abdominal e o peso de figado foram realizados ap6s a morte do animal por
anestésico inalante, por meio de dissecacdo dos depdsitos de gordura retroperitoneal e
epididimal (n=8 por grupo) e figado (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 Indice de Lee

A determinacdo do indice de Lee (n=13 por grupo) foi realizada com célculo
utilizando o peso e o comprimento nasoanal (CNA) dos animais. A relacdo entre a raiz
ctbica do peso corporal e 0 comprimento nasoanal do animal [*VPeso (g)/CNA(cm)]
resulta no indice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

3.3.3 Dosagens bioquimicas

Apos jejum prévio de 12h (HOU et al., 2011), os animais foram decapitados, o
sangue coletado do tronco encefalico (5 mL) em tubos plasticos contendo heparina e
mantidos sob gelo. O plasma foi separado por centrifugacédo (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e
as aliquotas mantidas a -20°C até o0 momento das dosagens bioquimicas (maximo 7 dias
apos a coleta). Com essas amostras foram realizadas as analises de glicose, triglicérides,
colesterol total, colesterol HDL e colesterol ndo HDL (n=8 por grupo) através de Kits
Labtest®.

3.3.4 Teste de Tolerancia oral a Glicose (GTTo) e a Insulina (Krt)

Para avaliacdo da resisténcia a insulina (RI) ap0s cinco semanas de tratamento
os animais foram submetidos a avaliacdo da secrecéo e da acdo periférica da insulina
por meio do teste de tolerancia oral a glicose (GTTo; n=6 por grupo) e teste de
toleréncia intraperitoneal a insulina (ITTi; n=9 por grupo). Ambos os testes foram
realizados apés jejum de 12 horas (GTTo) e 8-10 horas (ITTi).

Na véspera dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com
tribromoetanol (250mg/kg, i.p.) e submetidos ao implante cirargico de canulas de
polietileno. As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de silicone

flexivel (Silastic®) de 12 cm preso a uma base de Parafilm “M”® Laboratory Film. Uma
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agulha 20 G foi conectada na canula. Com o animal sob anestesia, uma incisdo
longitudinal foi feita sobre a area onde a veia jugular externa direita passa sob muasculo
peitoral maior. A agulha conectada a canula foi inserida para o limen da veia. A canula
foi passada por dentro e fora do recipiente. Depois de retirada agulha, a canula foi
puxada para trés ligeiramente, com intuito de inseri-la no vaso. ApGs esse processo, a
canula foi pressionada para baixo, em direcdo ao coragdo. Com a canula na veia, a folha
de silicone foi suturada no muasculo peitoral. A cénula foi exteriorizada na regido
escapular dorsal do rato com o auxilio de um trocater (HARMS; OJEDA, 1974). Ao
final do dia os animais foram submetidos a jejum e no dia seguinte procedeu-se a
realizacdo dos testes.

Para o teste de tolerancia oral a glicose os animais tiveram o sangue coletado por
meio da canula na veia jugular antes de receberam uma sobrecarga de glicose 30% (2.5
g/Kg v.0.) e 30, 60, 90 e 120 min ap6s a administracdo da glicose. A glicemia foi entédo
mensurada através de métodos enzimaticos colorimétricos. A avaliagdo das respostas
glicémicas durante o teste foi efetuada através do calculo da area sob a curva
(AUC=nM.min) (KITAGAWA et al., 2011).

Para a realizacdo do ITTi, os animais receberam insulina regular Insunorm R®
(1,5Ul/kg de massa corporal, i.p.) e tiveram o0 sangue coletado por meio da canula na
veia jugular antes da aplicacdo da insulina e 4, 8, 12 e 16 minutos apds a aplicacdo da
mesma. A glicemia foi entdo mensurada através de métodos enzimaticos colorimétricos
e a constante de reducdo da glicemia (Krt) foi calculada utilizando-se o software
Prisma 5.0 e expressa em %/minuto.

Todas as amostras obtidas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a -4°C,
3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado e em seguida foram realizadas
as dosagens de glicose. As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método enzimético colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, com kit Labtest®. As

absorbéancias das amostras e do padréo foram lidas em espectrofotémetro a 505nm.
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3.3.5 Determinacao da resisténcia a insulina

A quantificacdo da resisténcia a insulina foi calculada de duas maneiras, a
primeira se deu pelo modelo homeostatico de avaliagdo (Homeostatic Model
Assessment — HOMA, n=6 por grupo), calculado utilizando-se a seguinte formula:
HOMA=Glicemia em jejum (mMol) x Insulina (pU/mL) / 22,5 (MATTHEWS et al.,
1985).

A outra maneira de determinar a resisténcia a insulina se da pelo indice
triacilglicerideos/glicose (TyG, n=7 por grupo) calculado com base na seguinte formula:
Ln [triacilgliceridemia de jejum (mg.dL™) x glicemia de jejum (mg.dL™)/ 2]
(GUERRERO-ROMERQO et al., 2010).

3.3.6 Dosagem hormonal para Insulina, Leptina e Adiponectina

Apos tratamento por 5 semanas com solucdo de frutose 10% ou &gua e jejum
prévio de 8-10h, os animais Controle ou Frutose foram decapitados, 0 sangue coletado
do tronco (5 mL) em tubos plasticos contendo heparina e mantidos sob gelo. O plasma
foi separado por centrifugacdo (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e as aliquotas mantidas a -20°C
até o momento das dosagens hormonais. Os horménios insulina (n=6 por grupo), leptina
(n=5 por grupo) e adiponectina (n=5 por grupo) foram quantificados atraveés do teste
imunoenzimatico ELISA (Enzo Life Sciencies®) (RODRIGUES et al., 2011).

3.4 AVALIACAO DA HIPERALGESIA INFLAMATORIA PERIFERICA

Os procedimentos experimentais realizados para a avaliacdo da hiperalgesia
inflamatdria periférica desencadeada pela dieta rica em frutose sdo demonstrados no
delineamento experimental na Figura 4. Ap6s 5 semanas de tratamento com agua ou

solucdo de frutose 10% foi administrado veiculo, carragenina, LPS ou PGE; e o teste de



41

Von Frey eletronico foi realizado apds 30, 60 e 180 minutos apds injecdo destas

substancias.

Figura 4- Protocolo experimental esquematico representando o
inicio do tratamento, o tempo de tratamento e o teste de
Von Frey eletrénico realizado para avaliar a
hiperalgesia inflamatdria.

Teste de Von Frey eletronico
(avaliagdes)

5 semanas 30min 30 min 120 min
> —> >

N
v

| ,~

Tratamento: Injecdo i.pl.:
Agua 1- Veiculo ou Carragenina
Solucio Frutose 10% 2- Veiculo ou LPS
3- Veiculo ou PGE,

Fonte: Da autora.

3.4.1 Teste de VVon Frey eletronico

Apos cinco semanas de tratamento com agua ou solucdo de frutose 10% os
animais foram submetidos ao teste de Von Frey eletrdnico apos administracdo
intraplantar direita de carragenina (1 mg/pata, n=7 por grupo), lipopolissacarideo (LPS)
de E.coli (026: B6) (100 ng/pata, n=8 por grupo) ou prostaglandina E, (100 ng/pata, n=5
por grupo), no periodo matutino. Antes do teste, em ambiente silencioso, 0s animais
foram colocados de 15 a 30 minutos, para ambientacdo, em caixas de acrilico (12 x 10 x
17 cm) sendo o chdo uma rede de arames. O teste consiste em evocar a flexdo da pata
traseira com um transdutor de forca (Electronic Anesthesiometer Insight model EFF-
302, Brazil) adaptado com uma ponta de 0,5 mm? de polipropileno. O investigador foi
treinado a aplicar esta ponta perpendicularmente a area central da pata traseira direita do
animal com um aumento gradual de pressdo. Antes da estimulacdo da pata os animais

permaneceram quietos, sem movimentos exploratérios ou defecacdo e sem descansar
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em cima das patas. O estimulo da pata foi repetido até que se conseguissem duas
medidas similares. Durante esse periodo de adaptacdo, as patas dos animais foram
tocadas 2-3 vezes com a ponta do transdutor e, apds esse periodo, a leitura basal foi
realizada. Posteriormente, foram administrados os estimulos e a hiperalgesia mecénica
foi expressa como delta (A) do limiar de retirada (g) que é calculado pela subtracdo dos
valores médios da leitura basal (tempo 0) pelos valores médios das leituras nos tempos
de 30, 60 e 180 minutos apds o estimulo hiperalgésico (CUNHA et al., 2004;
ORLANDI et al., 2011).

3.5 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DOENTIO

Os procedimentos experimentais realizados para a avaliagdo do comportamento
doentio sdo demonstrados no delineamento experimental representado pela Figura 5.
Apos 5 semanas de tratamento com agua ou solucdo de frutose 10% foi administrado
salina ou LPS e apds 2 horas foram analisados os testes de campo aberto, interacéo

social e ingestao alimentar.

Figura 5- Protocolo experimental esquematico representando o inicio do tratamento e o tempo de
tratamento com &gua ou frutose, assim como o momento de realizacdo dos testes para
avaliacdo do comportamento doentio apds aplicagdo de salina ou LPS.

5 semanas 2 horas
I € > , € —> I
| | |
Tratamento: Injecdo ip.: Procedimentos:
Agua 1- Salina 1- Teste de campo aberto

2-1.PS 1000pg/Ke 2-Teste de interagdo social

Solucdo Frutose 10% . :
3- Teste de ingestdo alimentar.

Fonte: Da autora.

Para avaliar a influéncia da frutose ap6s cinco semanas de tratamento no
comportamento doentio induzido por lipopolissacarideo 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 (1000pg/Kg; 1.p.);

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

d) Frutose tratados com LPS (1000ug/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, interagdo social, ingestdo alimentar e monitoramento da temperatura

corporal.

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

Para a determinacdo da melhor dosagem de LPS sobre os efeitos no
comportamento doentio foram comparadas diferentes doses. Primeiramente foram
comparadas as doses de 10 pg/Kg (n=5 por grupo); 100 pg/Kg (Grupo Salina, n=7;
Grupo LPS, n=9) e 1000ug/Kg (n=10 por grupo) de LPS. A administracdo do LPS ou
do veiculo foi realizada por via intraperitoneal, em dose Unica e os efeitos no teste de
campo aberto foram analisados apds duas horas da injecdo das substancias.

Para execucdo do teste de campo aberto os animais foram colocados em uma
arena circular de acrilico, com 60 cm de didmetro e paredes com altura de 50 cm. O piso
da arena apresentava-se dividido em areas, sendo 8 periféricas (préximos a parede do
aparato) e 4 centrais (Figura 3). Cada animal foi colocado na regido central do campo
aberto e seu comportamento registrado através de filmagem no decorrer de 5 minutos.
Apos 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
experimentacdo para que se habituassem ao novo ambiente.

Os videos foram analisados e procedeu-se a quantificacdo do numero de
cruzamentos na area central e periférica, além do numero de exploracdo vertical,
também denominado rearing. Foi considerado cruzamento periférico a entrada do
animal com as quatro patas em alguma das oito areas periféricas e cruzamentos centrais

quando o animal entrou com as quatro patas nas areas centrais, a soma desses dois



44

cruzamentos resulta nos cruzamentos totais. A posicdo bipede 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 Interacgéo Social

Trés dias consecutivos antes de completar a quinta semana de tratamento com
agua ou solucdo de frutose 10% os animais foram colocados sozinhos na arena de
campo aberto durante 15 minutos/dia com o intuito de que houvesse a ambientacdo com
0 aparato a fim de diminuir o comportamento exploratério com a arena a ponto de nao
interferir no comportamento de interacdo social.

O teste de interacdo social (n=8 por grupo) baseou-se no confronto entre o
animal a ser testado (animal residente) e um individuo da mesma espécie, linhagem e
sexo, que tenha, porém, idade e peso inferior — no minimo 100g a menos - (animal
intruso). Para tanto os animais foram colocados na arena de campo aberto e a interacao
entre residente e intruso foi registrada por uma camera filmadora, durante 5 minutos.

O teste foi realizado duas horas apds a administracdo de salina ou LPS (i.p.). O
tempo total de interacdo social entre residente e intruso foi analisado através dos videos.
Os parametros analisados foram: 1- exploracdo 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 Ingestdo Alimentar

O teste de ingestdo alimentar foi conduzido em gaiolas metab6licas. Antes do
dia do teste os animais foram habituados as gaiolas por 4 dias com livre acesso a ragao e
agua ou frutose, de acordo com o grupo experimental (n=9 por grupo).

No dia anterior ao experimento 0s animais foram submetidos a jejum de 12
horas, contudo tiveram acesso irrestrito a &gua. Duas horas ap0s a injecdo de salina ou
LPS (administrados com 10 horas de jejum) a racdo comercial em p6 foi reintroduzida
na gaiola. Em seguida, o volume e a ingestéo alimentar foram mensurados por subtracdo
do volume e peso remanescentes apos 2, 4, 6, 8 e 24 horas a partir da quantidade inicial
introduzida na gaiola (RORATO et al., 2012).

A ingestdo caldrica foi analisada calculando a soma das calorias ingeridas na

racdo comercial (3,98 Kcal/g), agua (0 Kcal/g) e solugdo de frutose (4 Kcal/g).

3.6 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL

Os procedimentos experimentais realizados para 0 monitoramento da
temperatura corporal em animais tratados com &gua ou dieta rica em frutose e
tratamento com veiculo ou LPS sdo demonstrados no delineamento experimental na
Figura 7. Apés 5 semanas de tratamento com &gua ou solucdo de frutose 10% a
temperatura corporal foi monitorada através do teste de telemetria, trinta minutos apos o
inicio do monitoramento os animais foram tratados com salina, LPS 100ug/Kg ou LPS

1000ug/Kg e a temperatura corporal foi avaliada durante 7 horas apds este tratamento.
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Figura 7- Protocolo experimental esquematico representando o inicio
do tratamento e o tempo de tratamento com &gua ou frutose,
assim como 0 momento de realizacdo do monitoramento da
temperatura corporal ap6s aplicacdo de salina ou LPS.

Telemetria
5 semanas 30 min 7 horas
€ > €&—> €&—>
l ] ] ]
I I I I
Tratamento: Injecio 1.p.:
Agua 1- Salina
Solugdo Frutose 10% 2- LPS 100ug/Kg

3-LPS 1000pg/Kg

Fonte: Da autora.

O monitoramento da temperatura corporal foi realizado apds cinco semanas de
tratamento com agua 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 inser¢do de uma capsula de probe biotelemétrica (modelo
PDT-4000 E-Mitter®, Bend, Oregon, USA) dentro da cavidade peritoneal. Apds o
implante do transmissor a incisdo foi fechada por meio de dois pontos internos feitos no
tecido muscular e dois externos feitos no tecido epitelial e a capsula implantada foi
usada para afericGes da temperatura corporal. Apos a cirurgia 0os animais foram tratados
com benzilpenicilina (100,000 U i.m.) e colocados a temperatura de 32°C durante a
recuperacdo 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 administracdo de salina (n=8 Controle, n=10
Frutose), LPS 100ug/Kg (n=12 Controle, n=13 Frutose) ou LPS 1000ug/Kg (n=11
Controle, n=13 Frutose), entdo, a temperatura corporal foi registrada em intervalos de
10 minutos durante 8 horas ap0s esta injecao.

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

diferenca entre a temperatura média basal e a temperatura obtida a cada intervalo foi
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calculada para obtencdo do delta de temperatura. O indice térmico (IT, Celsius
x-minutos) foi calculado como a éarea 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 EXTRACAO DE RNA E PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Os procedimentos experimentais realizados para a avaliacdo da expressao génica
de citocinas através da técnica de PCR-RT sd&o demonstrados no delineamento
experimental demonstrado pela Figura 8. Apds 5 semanas de tratamento com &gua ou
solucdo de frutose 10% foi administrado salina ou LPS e duas horas apds foram
coletados tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal e hipotalamo para posterior

analise de expressdo génica através do teste de PCR-RT.

Figura 8- Protocolo experimental esquematico representando o
inicio do tratamento e o tempo de tratamento com agua
ou frutose, assim como o0 momento de realizacdo da
coleta de tecido para avaliacdo do teste de PCR apds
aplicacdo de salina ou LPS.

5 semanas 2 horas
| | I
Tratamento: Injecdo 1.p.: Coleta
Agua 1- Salina de

Solugdo Frutose 10%  2- LPS 1000pg/Kg tecido

Fonte: Da autora.

O total de RNA foi extraido a partir de hipotalamo, tecido adiposo
retroperitoneal e tecido adiposo epididimal. Para tanto foram utilizados reagente Trizol
(Invitrogen Life Technologies) e o kit de extracdo Mini Kit miRNeasy (Qiagen) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O tecido adiposo retroperitoneal,
epididimal e o hipotalamo foram coletados e homogeneizados separadamente com 600

pL de Trizol, em seguida adicionou-se 200 pL de cloroféormio, e todo contetdo foi
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centrifugado por 15 minutos a 1300 rpm. Os sobrenadantes foram retirados, transferidos
para outros tubos, adicionou-se 700 pL de etanol (70%), em seguida todo o contetdo foi
transferido para as colunas de extracdo e centrifugados a 10000 rpm por 1 minuto. O
volume do tubo coletor foi novamente transferido, acrescentou-se 350uL de RW1 em
cada coluna, e novamente centrifugou-se. Transferiu-se novamente o contetdo do tubo
e adicionou-se 500uL de RPE, centrifugou-se, esse processo foi repetido por duas
vezes. O contetdo 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 maximo as colunas. Posteriormente, foram adicionados 30 pL de
agua RNAsefree as colunas e centrifugadas. Para melhorar extracdo de RNA esse
mesmo volume retransferido para a coluna e centrifugado novamente.

A concentragio de RNA foi obtida a partir do NanoDrop2000
(ThermoScientific), sendo as concentracbes de RNA obtidas em pg/uL. Foram
consideradas adequadas as razées 260~"*/280"" entre 1,8 e 2,0.

O cDNA foi sintetizado a partir de 1ug do RNA total utilizando o kit Super
Script 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen) com uma mistura de primers OligodT
(MgCl; = 4uL; dNTPs—> 2uL; Oligo-DT - 1 uL; Buffer = 2 uL; RNasin=> 0,5 pL;
AMV 0,5 pL) que foi colocada no Termociclador com a temperatura e 0 tempo
programados corretamente conforme o protocolo.

As analises da expressao génica de IL-6, TNF-a e IL1-p (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 seqiiéncias Rotor-
Gene 3000 system (Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada). As sequencias de
primers sdo mostradas na Tabela 1. Os resultados sdo expressos como a razao entre a
expressdo do gene alvo gliceraldeido 3-fosfato (GAPDH), proteina ribosomal L19
(RPL19) ¢ B-actina para hipotalamo, tecido adiposo retroperitoneal e tecido adiposo
epididimal, respectivamente. Estes genes controle foram selecionados pois, ndo foram
observadas variacdes significativas em sua expressdo entre os tratamentos (VINOLO et
al., 2012).
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Tabela 1- Sequéncia de primers para analise da expressao génica IL-6, TNF-o e IL1-p.

Gene 5’ Primer (5°-3") 3’ Primer (5°-3)
Gapdh TCTCTGCTCCTCCCTGTTCT  TACGGCCAAATCCGTTCACA
Rpl19 CCAATGCCAACTCTCGTCAAC AAGGTGTTCTTCCGGCATCG
Actb GTCGAGTCCGCGTCCAC TCATCCATGGCGAACTGGTG
111b TGGCAACTGTCCCTGAACTC  AGGGCTTGGAAGCAATCCTTA
116 CATTCTGTCTCGAGCCCACC  GCTGGAAGTCTCTTGCGGAG
Tnf GGGCTCCCTCTCATCAGTTC ~ TCCGCTTGGTGGTTTGCTAC

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

3.8 PERFUSAO, PREPARACAO DO TECIDO E IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-
FOS

Os procedimentos experimentais realizados para a avaliagdo da atividade
neuronal mediante a utilizacdo da técnica de imunohistoquimica para c-FOS s&o
demonstrados na Figura 9. Apds 5 semanas de tratamento com agua ou solucdo de
frutose 10% foi administrado salina ou LPS, duas horas ap0s os animais foram
anestesiados, perfundidos e os encéfalos foram coletados para posterior teste de

imunohistoquimica.

Figura 9- Protocolo experimental esquematico representando o inicio do
tratamento e o tempo de tratamento com &gua ou frutose, assim como
0 momento de realizagdo da anestesia, perfuséo e coleta de tecido apds
aplicacédo de salina ou LPS.

5 semanas 2 horas
<€ > € —
| | |
| I |
Tratamento: Injegdo 1.p.: Anestesia
Agua 1- Salina Perfusdo

Solugdo Frutose 10%  2- LPS 1000ug/Kg Coleta do encéfalo

Fonte: Da autora.
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Os ratos pré-tratados com agua 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 ap6s, os animais foram anestesiados com 2,2,2-
tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, Wis., USA, 250 mg/kg i.p.) e perfundidos com
solucgéo gelada de NaCl a 0.9% contendo heparina (50 Ul/l), sequido de formaldeido 4%
em tampé&o fosfato (PB) 0.1 M, pH 7.2. Os cérebros foram entdo removidos, pds-fixados
por 4 horas na solugdo utilizada para perfusdo e estocados em PB contendo 30%
sacarose a 4°C. Os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de espessura
utilizando um criostato, coletados em PB 0.01 M e armazenados em solugédo anti-
freezing até o momento dos procedimentos imunohistoquimicos.

Primeiramente as se¢fes foram incubadas em H,O, 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 sitios ndo especificos. Em seguida,
incubou-se overnight a temperatura ambiente com anticorpo anti-c-Fos de coelho (Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido 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).
Apos a lavagem, as se¢des 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 incubacdo foi realizada por uma hora a temperatura
ambiente. A marcacdo azul-preta dos nudcleos 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 niquel 1%.

Por fim, as se¢bes foram montadas em laminas gelatinizadas, secas durante a
noite, desidratadas com xileno e cobertas com Entellan. As secBes escolhidas para
quantificacdo foram selecionadas usando um atlas do cérebro de rato para verificar a
semelhanca das areas neuroanatomicas entre 0s grupos, experimental e controle.

Os neurdnios imunoreativos para c-Fos foram contados na area pré-otica
mediana (MPOA, 0.30 mm anterior ao bregma; n=5 Controle, n=4 Frutose), bed nucleo
da estria terminal (BNST, 0.20 mm anterior ao bregma; n=4 por grupo), area septal
lateral (LS, 0.72 mm anterior ao bregma; n=4 por grupo), cortex piriforme (PCx, 0.12

mm anterior ao bregma; n=5 por grupo), nucleo paraventricular (PVN, 1.30 mm
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posterior ao bregma; n=5 Salina, n=4 LPS) e nucleo supra-6tico (SON, 1.30 mm
posterior ao bregma; n=5 por grupo) (PAXINOS; WATSON, 2007).

Uma éarea pontilhada para cada area a ser contada foi produzida de acordo com o
atlas de cérebro de ratos, assim foi projetada uma delimitacdo para cada imagem da
secdo a ser contada (PAXINOS; WATSON, 2007). Posteriormente, as células foram
contadas manualmente com o auxilio de um sistema computadorizado incluindo
microscopio Nikon Eclipse 80i equipado com cadmera digital Nikon DS-Ril anexado a
um dispositivo de aumento de contraste. A contagem foi realizada unilateralmente em
uma secdo por animal, e o limiar de coloracéo positiva foi estabelecido individualmente
por dois participantes diferentes que estavam cegos para as condi¢cdes experimentais.
Conforme relatado anteriormente, os resultados finais representam os resultados médios
de duas avaliacdes independentes (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando-se o programa do software Prism
GraphPad versdo 5.0 e expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Nas
analises dos parametros bioquimicos, biométricos e hormonais, foi utilizado o teste T.
Para avaliacdo da hiperalgesia inflamatéria e edema de pata foi utilizada analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo pds teste de Newman-Keuls. Nos outros
experimentos, o pré-tratamento (dgua ou solucdo de frutose) e desafio imunoldgico
(salina ou LPS) foram analisados usando ANOVA de duas vias seguido do poés teste
de Bonferroni. O nivel de significancia foi baseado em valores de p inferiores a 0,05
(p <0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estdo apresentados a seguir.

4.1 CARACTERIZACAO DOS DISTURBIOS METABOLICOS

Os resultados referentes a caracterizacdo dos distirbios metab6licos estdo
apresentados a seguir.

4.1.1 Quantificacao da adiposidade abdominal, ganho de peso do figado e indice de
Lee

ApoOs cinco semanas de tratamento com agua ou solucdo de frutose 10%
podemos observar que ndo houve diferenca 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 figado (p<0,0001) quando
comparado ao controle. Além disso, o indice de Lee (p<0,05) também apresentou um

aumento significante quando comparado ao controle (Tabela 2).



Tabela 2- Pardmetros biométricos em animais tratados com agua ou solugdo de frutose 10%.
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Parametros 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 figado (g/100 g peso) 3.18 £0.05 3.88 £ 0.12***
indice 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.

4.1.2 Dosagens bioquimicas

Os animais tratados com frutose demonstraram niveis elevados de glicose
(p<0,01), triglicérides (p<0,0001), colesterol total (p<0,01), colesterol HDL (p<0,05) e

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

agua, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3- Pardmetros bioquimicos em animais tratados com agua ou solugdo de frutose 10%.

Parametros Bioquimicos 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 ndo 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.
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4.1.3 Teste de Tolerancia oral a Glicose (GTTo) e a Insulina (K;tt)

A glicemia durante o teste de tolerancia oral a glicose em animais tratados com
agua ou frutose € apresentado na Figura 10. Os animais tratados com frutose
apresentaram um aumento significativo nos niveis de glicose plasmatica nos tempos de
60 (p<0,01), 90 (p<0,05) e 120 minutos (p<0,05) apos a sobrecarga de glicose quando
comparados com o controle (Figura 10A). A area sob a curva (AUC), obtida durante o
teste de GTTo, revelou um aumento significativo na resisténcia a glicose em animais
tratados com frutose quando comparados com o controle (p<0,05, Fig. 10B).

A resposta a tolerancia a insulina esta representada na Figura 11. Como podemos
observar os niveis de glicose plasmatica foram significativamente maiores nos tempos
de 12 (p<0,01) e 16 minutos (p<0,05) apos a sobrecarga de insulina quando comparados
com o controle (Figura 11A). A taxa de decaimento da glicose (K1) foi
significativamente menor em animais tratados com frutose quando comparada com o
controle (p<0,01, Fig. 11B).

Figura 10- Perfil glicémico dos ratos tratados com &gua ou solucdo de frutose 10% mediante ao teste de
tolerancia oral a glicose.
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Legenda: A) Niveis plasmaticos de glicose nos dois grupos; B) Area 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 glicémico dos ratos tratados com &gua ou solugéo de frutose 10% mediante o teste de
tolerancia intraperitoneal a insulina.
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Legenda: A) Niveis plasmaticos de glicose; B) Taxa de decaimento de glicose (K\7). *, 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 Determinacao da resisténcia a insulina

Com relacdo a determinacdo da resisténcia a insulina os indices HOMA e TyG
foram calculados e estdo representados na Figura 12. Como se pode observar na Figura
12A o indice 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 indice 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- Parametros de resisténcia a insulina em ratos tratados com agua ou solucéo de
frutose 10%.

084 A 10+ B
< 0.6 94
s 9
g ¥
: 0. _ PR ——
2 E
= 0.2 74

0.0 T 6 T

Controle Frutose Controle Frutose

Legenda: A) indice HOMA,; B) indice 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 solucdo de frutose 10% aumentou de
maneira significativa os niveis de insulina quando comparado com o tratamento
somente com agua (1.73 £ 0.25 e 1.12 £+ 0.1, respectivamente, p<0,05) (Figura 13A). Ja
os horménios leptina e adiponectina ndo apresentaram diferenca significativa frente aos

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

Figura 13- Perfil hormonal de ratos tratados com &gua ou solucéo de frutose 10%.
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Legenda: A) Niveis plasmaticos de insulina; B) Niveis plasmaticos de leptina; C) Niveis plasmaticos 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 AVALIACAO DA HIPERALGESIA INFLAMATORIA PERIFERICA

Os resultados referentes a avaliacdo da hiperalgesia inflamatdria periférica estdo

descritos a seguir.

4.2.1 Teste de VVon Frey eletronico

Carragenina, LPS e prostaglandina E, foram utilizados como indutores da
hiperalgesia inflamatoria (Figuras 14, 15, 16, respectivamente). Apds o tratamento por
cinco semanas com agua ou frutose pode-se observar diferenca significativa na
intensidade  de  hiperalgesia  apdés  injecdo  de  carragenina  (Fator
tratamento: F; 37 = 14.24; p = 0,0006; Fator tempo: Fp37=2.77, p= 0,076; Interacdo
tratamento X tempo: F,3; =0.017,p=0,982, Fig. 14A). O indice de hiperalgesia
mecénica, analisado através da area 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 solucdo de frutose 10% ou agua na hiperalgesia inflamatéria induzida por injecdo
intraplantar de carragenina (1mg/pata) em ratos.
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Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). indice de hiperalgesia mecanica representado pela area sob a
curva (B). *, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média +
EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o
indice de hiperalgesia mecanica.

Fonte: Da autora.
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Two-way ANOVA indicou um efeito significante no tratamento com frutose e
no tempo apo6s administragdo do LPS, mas ndo mostrou significancia na interagdo entre
esses dois fatores no A limiar de retirada (g) (Fator tratamento: F; 45 = 7.69; p = 0,008;
Fator tempo: F, 45 = 22.61, p<0,0001; Interacdo tratamento X tempo:
Fo45 =0.94, p = 0,397, Fig. 15A). O indice de hiperalgesia mecénica foi maior no grupo

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

Figura 15- Efeito da solucdo de frutose 10% ou agua na hiperalgesia inflamatoria induzida por injecdo
intraplantar de LPS (100pg/pata) em ratos.
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Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). indice de hiperalgesia mecanica representado pela area sob a curva
(B). *, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle. Valores expressos como média + EPM.
ANOVA Two Way, seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o indice de
hiperalgesia mecanica.

Fonte: Da autora.

O tratamento com frutose causou um aumento no A limiar de retirada (g) apés
injecdo de PGE; (Fator tratamento: F; 35 = 30.07; p<0,0001; Fator
tempo: F, 36 = 2.88, p=0,069; Interacdo tratamento x tempo: F, 35 = 0.328, p=0,722, Fig.
16A). A éarea sob a curva da intensidade de hiperalgesia, indice de hiperalgesia
mecanica, 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 solucdo de frutose 10% ou &gua na hiperalgesia inflamatoria induzida por injecdo
intraplantar de PGE, (100ng/pata) em ratos.
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Legenda: Intensidade de hiperalgesia (A). indice de hiperalgesia mecanica representado pela area 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 pés-teste de Newman-Keuls e Teste t de Student para o indice
de hiperalgesia mecanica.

Fonte: Da autora.

4.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DOENTIO

demonstrados a seguir.

4.3.1 Avaliacéo do efeito do LPS sobre o teste de campo aberto

Os resultados relacionados a avaliagdo do comportamento doentio estdo

Decorridas duas horas da aplicacdo do LPS na dose de 10 pg/Kg os animais

submetidos ao teste de campo aberto ndo demonstraram alteracfes significativas nos

cruzamentos centrais (Figura 17A), nos cruzamentos periféricos (Figura 17B) nem no

total de cruzamentos (Figura 17C). O numero de rearings (Figura 17D) também ndo

demonstrou diminuicéo significativa com relacdo a dose aplicada e tempo analisado.
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Figura 17- Efeitos do LPS (10 pg/Kg) em ratos tratados com agua (Controle) e tratados com solucédo de
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto.
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Legenda: Andlises realizadas 02 horas ap6s a aplicacdo do LPS. A) NUmero de entradas no centro; B)
Numero de entradas na periferia; C) Nimero de Cruzamentos totais e D) Nimero de Rearings.
Valores expressos como média + EPM. ANOVA Two Way, seguido pelo pds-teste de
Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

Apos duas horas da aplicacdo do LPS na dose de 100 pg/Kg podemos observar
uma diminuicao significativa nos cruzamentos centrais (Figura 18A), nos cruzamentos
periféricos (Figura 18B), no total de cruzamentos (Figura 18C) e no niUmero de rearings
(Figura 18D). Porém, o tratamento com frutose ou a interacdo entre esses dois fatores

ndo causou efeito significativo no teste de campo aberto (Tabela 4).
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Tabela 4- Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solucdo de frutose 10% (pré-
tratamento) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (desafio imunolégico) no teste do Campo

Aberto.
Parametros | Desafio imunoldgico Pré-tratamento Interacéo
Centro F1,27 = 17.31, p= 0,0003 F1,27 = 0.35, p= 0,5593 F1,27 = 0.062, p :0,8042

Periferia F127 =38.51, p<0,0001 F127=0.0023,p=0,96 Fi127=0.2,p=0,66
Total F1,27 = 44.26, p<0,000l F1,27 = 0.015, p= 0,903 F1,27 =0.2182 P = 0,644
Rearings Fi127 = 24.52, p<0,0001 Fi127 =1.52, p=0,228 Fi127=0.0416, p=0,84

Fonte: Da autora.

Figura 18- Efeitos do LPS (100 pg/Kg) em ratos tratados com agua (Controle) e tratados com solucédo de
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto.
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Legenda: Andlises realizadas 02 horas apds a aplicacdo do LPS. A) Numero de entradas no centro; B)
Numero de entradas na periferia; C) Numero de Cruzamentos totais e D) NUmero 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 pos-teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

Duas horas ap6s a administracdo de LPS na dose de 1000 pg/Kg pode-se
verificar uma diminuicdo significativa nos cruzamentos centrais (Figura 19A), nos

cruzamentos periféricos (Figura 19B), no total de cruzamentos (Figura 19C) e no
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namero de rearings (Figura 19D). O tratamento com frutose exacerbou essa diminuig&o,
além disso, podemos observar um efeito significativo na interagdo entre esses dois
fatores (Tabela 5).

Tabela 5- Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solucdo de frutose 10% (pré-
tratamento) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (desafio imunolégico) no teste do Campo Aberto.

Parametros | Desafio imunoldgico Pré-tratamento Interacéo

Centro Fi137 =21.97, p <0,001 Fi137=2.3, p=0,137 Fi137=0.82, p =0,37
Periferia F137 =96.23, p <0,001 F137=5.89, p<0,05 F137 =6.64, p<0,05
Total F1a7 = 101.9, p <0,001 Fira7 = 6.62, p < 0,05 F137 = 6.68, p < 0,05
Rearings F137 = 48.9, p <0,001 Fi137=1.67,p =0,204 Fi137=7.43;p<0,01

Fonte: Da autora.
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Figura 19- Efeitos do LPS (1000 pg/Kg) em ratos tratados com agua (Controle) e tratados com solugao de
frutose 10% (Frutose) no Teste Campo Aberto.
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Legenda: Andlises realizadas 02 horas ap6s a aplicacdo do LPS. A) NUmero de entradas no centro; B)
NUmero de entradas na periferia; C) Nimero de Cruzamentos totais e D) NUmero 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 pds-teste de Newman-Keuls.
Fonte: Da autora.

Numero de cruzamentos totais
Numero de rearings

Diante desses resultados a dose escolhida para avaliar o efeito do LPS sobre o
comportamento doentio atraves dos testes de interacdo social, ingestdo alimentar e febre
em animais tratados com agua ou solucéo de fructose 10% por cinco semanas foi a de
1000 pg/Kg e os protocolos experimentais tiveram o inicio de sua investigacdo com 2

horas da aplicacédo do LPS.

4.3.2 Interacdo Social

Apos cinco semanas de tratamento com agua ou solucdo de frutose o tempo de

interacdo social foi avaliado, conforme demonstrado na Figura 20. No teste de interagdo
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social, ANOVA de duas vias revelou uma redugdo no tempo total de interacdo, e este
efeito foi acentuado em animais pré-tratados com frutose (Fator desafio imunolégico:
F131 = 86.87, p<0,001; Fator tratamento: F;3; = 6.65, p<0,05; Interagdo: Fi3; = 6.42;
p<0,05).

Figura 20- Efeitos do LPS (1000 pg/Kg) em ratos tratados com
agua (Controle) e tratados com solugdo de frutose

10% (Frutose) no Teste de Interacdo Social.
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Legenda: Anélise feita apds 02 horas da aplicacdo. 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 pds-teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

4.3.3 Ingestao Alimentar

A administracdo de LPS no grupo controle reduziu a ingestdo alimentar e
ingestdo caldrica quando comparado ao grupo Salina. Este efeito pode ser observado
duas horas ap6s o desafio imunologico. Os animais pré-tratados com frutose também
reduziram a ingestdo alimentar, de solucdo e ingestdo calérica apds tratamento com LPS
quando comparados ao grupo Salina. Apds 24 horas da administracdo de LPS, pode-se
observar uma diminuicdo da ingestdo alimentar, bem como uma reducdo na ingestao de
liquido e na ingestdo calérica em animais controle tratados com LPS. Animais pré-

tratados com frutose apresentaram uma diminuicdo acentuada desses parametros apds
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tratamento com LPS quando comparado com animais controle, conforme demonstrado

na Figura 21, Tabela 6.

Tabela 6- Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solugdo de frutose 10% (pré-
tratamento) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (desafio imunoldgico) no teste de Ingestdo

Alimentar.
Parametros Fator Desafio Fator Pré-tratamento Interacéo
imunoldgico

Ingestao F132=244.3;p<0,001 Fy3,=22.11;p<0,001 Fyi3=2.14;p=0,153
Alimentar

Ingestao F132=142.8;p<0,001 Fy3,=10.05;p<0,01 Fi13,=7.2; p<0,05
Solucéo

Ingestao F132=2925;p<0,001 Fy3,=7.11;p<0,05 F13, =8.52; p<0,01

calérica

Fonte: Da autora.
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Figura 21- Efeitos do LPS (1000 pg/Kg) em ratos tratados com agua (Controle) e tratados com solugao
de frutose 10% (Frutose) no Teste de Ingestdo Alimentar.
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Legenda: A) Ingestdo 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) Ingestao
caldrica; ***, 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 pés-
teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

4.4 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL

A Figura 22A mostra o curso temporal da temperatura corpérea depois da
administracdo de salina ou LPS em animais pré-tratados com agua ou frutose. A injecédo
de LPS em animais controle induziu um aumento na temperatura corporal (febre, Fig.
22B), como evidenciado pelo aumento no indice térmico. O indice térmico calculado a
partir de 150 a 420 min depois da administracdo de salina ou LPS (Fig. 22B) mostrou um

aumento na temperatura corpérea em ambos 0s grupos pré tratados com agua ou frutose,
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mas esse aumento foi maior no grupo frutose tratado com LPS (Fator desafio
imunoldgico: F,ss = 71.06, p<0,001; Fator pré-tratamento: Fis5 = 5.44, p<0,05;
Interagéo: F; 55 = 3.36, p<0,05).



Figura 22- Efeitos do LPS (100 e 1000 pg/Kg) em ratos controle (Controle) e
tratados com solucdo de frutose 10% (Frutose) sobre a
termorregulacéo.

& Controle Salina -# Frutose Salina

& Controle LPS 100ua/y -m Frutose LPS 100pg/Kg
904 T Controle LPS 1000ug/y - Frutose LPS 1000ug/Hg

A
38.84
0 34 cing EEEAREC DN AR
- p
© 38.0- i"“‘i.“ Ry
S e
® 3764 o g j’ = 3‘*5‘3.
© T
o I B &
£ 372 2en1 Sepaz _,".‘ 2xn
= oy s
36.84
36.44
0 60 120 180 240 300 360 420
Tempo (minutos)
209 B

[=] = =y
L] [=] L]
L L

o
o

A Temperatura corporal (°C)
&
o

indice Térmico (area sob a curva)

[l
Y
[=]

0 60 120 180 240 300 360 420

Tempo (minutos)

5001
1 Controle +++

Hl Frutose
4004

3004

2004

indice Térmico (°C.min)

Salina LPS LPS
(100 pgikg) (1000 ug/ka)

Legenda: A) curso temporal da temperatura corpdrea; B) variacdo da
temperatura corporal; C) area sob a curva do indice térmico do
periodo 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 pg/Kg). ANOVA Two Way, seguido pelo pos-teste de
Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.5 EXPRESSAO DE CITOCINAS NO HIPOTALAMO E TECIDO ADIPOSO

O tratamento com LPS aumentou a expresséo génica de TNF-a, IL-1p and I1L-6

no hipotalamo comparado com o tratamento com salina. O pré-tratamento com solugéo

de frutose exacerbou 0 aumento da expressao dessas citocinas induzido por LPS quando

comparado ao grupo controle. Da mesma maneira, a administragdo de LPS aumentou a

expressdo génica de TNF-o, IL-1p 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 administracdo de LPS aumentou TNF-a e IL1-B, mas ndo IL6. A

expressdo génica de citocinas no tecido adiposo epididimal ndo foi diferenciada devido

0 pré-tratamento com solugéo de frutose, conforme demonstrado na Tabela 7, Figura 23.

Tabela 7- Analises de variancia de duas vias dos grupos controle e pré-tratados com solucdo de frutose 10% (pré-
tratamento) e submetidos a injecdo de veiculo ou LPS (desafio imunoldgico) na expressdo de citocinas

no hipotalamo e tecido adiposo.

Fator Desafio
Imunoldgico

Fator pré-
tratamento

Interagdo

Hipotalamo
TNF- a

IL-1B

IL-6

Tecido adiposo
Retroperitoneal
TNF- a

IL-1B

IL-6

Tecido adiposo
Epididimal
TNF- o

IL-1B

IL-6

F115 =51.3; p < 0,001
F115 =37.5; p <0,001
F115 =72.8; p <0,001

F11s = 30.2: p < 0,001
Fi1s = 41.1: p < 0,001
F115=76.3; p<0,001

F115 =16.9; p < 0,001
F115=16.1;p<0,01
F115 =2.89; p > 0,05

F1,15 = 8.35, p< 0,05

F115 =4.40; p = 0,053

F1,15 =5.39; p< 0,05

F1,15 =7.78; p< 0,05
F1,15 =6.21; p< 0,05
F1,15 = 6.65; p< 0,05

F1,15 = 2.08; p> 0,05
F1,15 =1.38; p> 0,05
F1,15 =0.83; p> 0,05

F1,15 =10.2; p< 0,01
F1,15 = 8.69; p< 0,01
Fass = 8.35; p < 0,05

F1,15 =7.25; p< 0,05
F1,15 =6.09; p< 0,05
F1,15 =5.97; p< 0,05

F1,15 =2.25; p> 0,05
F1,15 =2.02; p> 0,05
F1,15 =0.33; p> 0,05

Fonte: Da autora.
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Figura 23- Efeitos do LPS (1000 pg/Kg) em ratos controle (Controle) e tratados com solugdo de frutose 10%
(Frutose) sobre a expressdo génica de citocinas nos tecidos adiposos retroperitoneal, epididimal e

hipotalamo.
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Legenda: Hipotadlamo: A) TNF-a; B) IL1-B; C) IL6. Tecido adiposo retroperitoneal: D) TNF-o; E) IL1-B; F) IL6.
Tecido adiposo epididimal: G) TNF-a; H) IL1-B; 1) 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 pds-teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

4.6 IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-FOS

O tratamento com LPS aumentou o nimero de neurdnios marcados para c-Fos
nas areas bed nucleo da estria terminal (BNST), area pré-6tica mediana (MPOA),
naicleo paraventricular (PVN) e nucleo supra-6tico (SON) quando comparado com 0
tratamento com salina (Tabela 8). O pré-tratamento com solucdo de frutose exacerbou o
aumento de neurdnios marcados para c-Fos no BNST, cértex piriforme (PCx), MPOA,
area septal lateral (LS) e SON e induzido por LPS quando comparado ao grupo que

apenas ingeriu agua por cinco semanas (Tabela 9, Figura 24).
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Tabela 8- Efeitos da solucdo de frutose ou agua sobre o nimeros de células positivas para c-Fos no
BNST, SON, PCx, MPOA, LS e PVN depois da administracdo de salina ou LPS (1000
Hg/KQ).
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 variancia Two-way de grupos tratados com solucéo de frutose ou agua (fator pré-tratamento)
e submetidos a administracdo de salina ou LPS (fator desafio imunolégico) nos nimeros de neurdnios

marcados para c-Fos.
Area cerebral Fator desafio Fator pré- ~
. . . Interagao
imunolodgico tratamento
BNST F112 = 373; p<0,001 F112 = 18.1; p<0,05 F112 = 3.34; p=0,09
PCx F116 = 28.6; p<0,001 F116 = 10.6; p<0,05 F116 = 9.71; p<0,01
MPOA F114 =200.4; p<0,001  Fy14 =28.4;p<0,001  F114=9.20; p<0,01
LS F117 = 22.6; p<0,001 F117 = 5.55; p<0,05 F117 = 10.6; p<0,01
PVN F117 = 22.6; p<0,001 F117 = 5.55; p<0,05 F117 = 10.6; p<0,01
SON Fi116 = 127.8; p<0,001  Fy46 = 10.2; p<0,05 F116 = 13.2; p<0,01

Fonte: Da autora.
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Figura 24- Efeitos do LPS (1000 pg/Kg) em ratos controle (Controle) e tratados com solugdo de frutose 10%
(Frutose) sobre a expressao de C-Fos.

Controle + Salina Controle + LPS Frutose + Salina Frutose + LPS

BNST

MPOA

PVN

CPy

2 e, f Lial

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 DISCUSSAO

No presente trabalho os resultados demonstraram que o tratamento durante cinco
semanas de solucdo de frutose 10% induziu distirbios metabdlicos caracterizados por
elevados niveis de glicose sanguinea, dislipidemias, aumento do tecido adiposo e
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Além disso, este pré-tratamento piorou a
resposta inflamatéria avaliada pelo teste de Von Frey eletrénico ap6s tratamentos com
LPS, PGE; ou carragenina. Houve também uma resposta acentuada na termorregulacéo
e no comportamento doentio avaliado pelos testes de campo aberto, interagdo social e
ingestdo alimentar apds tratamento com LPS. O aumento da expressdo génica de
citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6 no tecido adiposo e hipotalamo e da
expressdo de c-FOS em diversos nucleos cerebrais pode ser observado apds desafio
imunoldgico com LPS.

Os dados obtidos para os parametros metabdlicos estédo de acordo com Kelley et
al. (2004) que demonstraram que dietas ricas em frutose aumentam glicose plasmatica,
triglicérides, colesterol total, colesterol HDL e ndo HDL. Este estudo mostrou que, tanto
em humanos quanto em animais experimentais, dieta rica em frutose causa um aumento
do metabolismo no figado e em outros tecidos comprometendo a homeostasia de
lipideos e glicose. O mecanismo pelo qual a frutose provoca dislipidemia se da 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 sdo responsaveis pela sintese de fosfolipideos e
triglicerideos (MAYES, 1993).

O metabolismo da frutose ocorre primeiramente no figado (50-75%) onde séo
formados os substratos lipogénicos gliceraldeido 3-fosfato, acetil CoA e diacilglicerol.
O aumento da sintese de lipideos contribui para as dislipidemias e deposi¢do de gordura
ectdpica no figado e tecidos musculares promovendo assim resisténcia a insulina
hepética e em todo organismo (TAPPY; LE, 2010). O consumo de frutose em humanos
esta diretamente relacionado com dislipidemias, adiposidade visceral, resisténcia a
insulina e aumento da pressdo sanguinea, fatores que foram observados nos nossos
resultados com excecdo da hipertensao (LE et al., 2009; STANHOPE et al., 2009).



74

Apesar da crescente evidéncia ligando o consumo de frutose com a obesidade os
efeitos da dieta rica em frutose sobre a massa corporal total sdo contraditérios em
modelos animais. Alguns estudos demonstram aumento da massa corporal total apés
ingestéo de frutose (JURGENS et al., 2005; KANAREK; ORTHEN-GAMBILL, 1982)
enquanto outros trabalhos niio observam nenhum efeito (BURSAC 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 suplementacao
glicidica ou lipidica provocam o aumento da adiposidade abdominal. A lipogénese
estimula a deposicdo de triglicerideos no tecido adiposo, musculo e figado resultando
num quadro de dislipidemia, esteatose hepética e sinalizacdo da insulina prejudicada
(STANHOPE; HAVEL, 2009). A expressdo do gene IL-1B no tecido adiposo visceral €
positivamente correlacionada com o aumento da circunferéncia da cintura originadas
pela ingestdo de frutose (ESSER et al., 2013; KOVACEVIC et al., 2015).

Estudos realizados por Sharawy et al. (2015) em modelos animais de resisténcia
a insulina utilizando dieta rica em frutose demonstraram aumento de fatores de
transcricdo como Sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c) envolvidos
no aumento da expressdo de enzimas como, lipase lipoprotéica (LPL), acido graxo
sintase (FAS) e desidrogenase glicerol-3-fosfato (G3PDH) que promovem a sintese de
triglicerideos e acidos graxos os quais inibem a sinalizacdo insulinica prejudicando a
acdo desse hormonio.

Resisténcia insulinica também foi demonstrada em modelos animais por Giani et
al. (2009), o tratamento com frutose aumentou a expressdo de enzimas importantes na
sinalizagdo da insulina como IKKp, JINK e mTOR (mammalian target of rapamicina) as
quais atuam na fosforilacdo em residuos serina de substratos de receptores de insulina,
inativando assim esse receptor impedindo a estimulacdo da via insulinica e seus
consequentes efeitos bioldgicos. Nossos estudos corroboram os citados anteriormente 0s
quais demonstram que uma dieta rica em frutose pode causar uma piora na sinalizacao
insulinica deixando o organismo resistente a esse horménio, porém ndo foram
analisadas quais enzimas possam estar relacionadas a esta resposta.

Além da insulina, outros hormdnios como leptina e adiponectina sdo alterados
apos dieta rica em frutose. Roglans et al. (2007) observaram um aumento nos niveis

plasmaticos de leptina em ratos machos Sprague-Dawley apds 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 niveis plasmaticos de adiponectina, um horménio produzido pelo
tecido adiposo que regula a homeostasia da glicose, também pode ser observado em
animais da mesma linhagem submetidos a dieta (KAMARI et al., 2007).

Por outro lado, Sakr (2013) observou uma diminuicdo nos niveis séricos de
adiponectina em animais tratados com frutose. No presente trabalho os niveis
plasméticos desse hormdnio e de leptina ndo apresentaram diferenga comparados ao
grupo controle.

Leptina e adiponectina s8o horménios produzidos principalmente no tecido
adiposo. O controle da ingestdo alimentar e gasto energético e consequente regulacao do
peso corporal esta diretamente relacionado aos niveis de leptina e sua falta de
sinalizagdo pode estar associada ao aumento da adiposidade (BALLAND; COWLEY,
2015; ZHANG et al., 1994). A adiponectina esta relacionada com o aumento da
sensibilidade a insulina e seus niveis sdo diminuidos em individuos obesos, por essa
razdo, animais com obesidade induzida por dieta possuem uma piora na sensibilidade
insulinica podendo desenvolver um quadro de resisténcia a esse horménio (ESFAHANI
et al., 2015; SAKR, 2013).

Conforme j& mencionado, dieta rica em frutose tem sido utilizada como modelo
de estudos para dislipidemias hepaticas e resisténcia a insulina (ALLEN; LEAHY,
1966; BAR-ON; STEIN, 1968), aterosclerose (CANNIZZO et al., 2012; NING et al.,
2015), doengas renais (AOYAMA et al., 2012) e aumento do tecido adiposo visceral
(KOVACEVIC et al, 2015; STANISIC et al, 2015). Além disso, depressdo
(HARRELL et al., 2015) e respostas inflamatorias (BENETTI et al., 2013; CASTRO et
al., 2015; RAYSSIGUIER et al., 2006) também séo investigadas neste modelo o qual
agrava as respostas em funcéo dos disturbios metabolicos causados.

O processo inflamatorio pode ser caracterizado por diversos fendmenos
mediados por componentes celulares e vasculares que induzem a alteracdes bioquimicas
e morfoldgicas ocasionando assim 0s sinais classicos da inflamacdo tais como, dor,
calor, rubor, tumor e perda de funcdo (HURLEY, 1972; PUNCHARD et al., 2004).
Conforme descrito por Barrot (2012), o aumento da sensibilizacdo dos receptores da dor
(nociceptores), causando hiperalgesia, determina um sinal classico da resposta
inflamatdria. Neste sentido, a avaliacdo da intensidade de hiperalgesia como resposta
inflamatéria em animais com alteracdes metabdlicas 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
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A avaliagdo da dor foi realizada baseada no teste de Von Frey eletrénico, um
método muito utilizado para medir a hiperalgesia mecénica em animais. Hiperalgesia é
determinada como o aumento da sensibilidade a dor (BARROT, 2012) que pode ser
provocada por diversos estimulos como carragenina e PGE,. A hipersensibilidade
induzida pela carragenina se da pelo estimulo de citocinas pré-inflamatérias como IL-
1B, TNF-a ¢ IL-8 as quais estimulam PGE; que aumentam a sintese de AMPc gerando
um aumento no influxo de célcio, com consequiente despolarizacdo da membrana celular
e transmissdo do impulso nervoso (DI ROSA et al., 1971; ROSSI et al., 2015; SOARES
et al., 2000; VIVANCOS et al., 2004).

A utilizacdo de diferentes substancias inflamatorias como carragenina, LPS ou
prostaglandina E; produz resposta algésica aumentada em ratos tratados com frutose, a
semelhanga de outros trabalhos que estudaram o aumento da sensibilidade a estimulos
nocivos, mecéanicos 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 relacdo entre obesidade e dor
ainda ndo estdo completamente elucidados, entretanto, Greisen et al., (2001)
demonstram que dor aguda pode causar resisténcia a insulina transitoria em modelos
experimentais, especificamente modelos relacionados a dietas, sugerindo uma possivel
associagdo entre metabolismo da glicose e dor. Outros estudos relatam que ratos obesos
Zucker apresentaram aumento da inflamacdo periférica e sensibilidade a dor em
resposta a injecdo intradérmica de carragenina (IANNITTI et al., 2012). Além disso,
animais obesos podem apresentar niveis de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p e
TNF-o 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 migracdo celular e producéo de mediadores caracterizam
a resposta inflamatoria em animais obesos e esses fatores sdo amplamente investigados.
Diversos estudos relatam o aumento na expressao de moléculas de adesdo, como
molécula 1 de adesdo intercelular (ICAM-1), molécula 1 de adesdo de células
vasculares (VCAM-1) e P-selectina e infiltracdo de macrdfagos em animais obesos
caracterizando uma reacdo vascular inflamatéria e trombogénica 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 resisténcia a insulina como causas do aprimoramento do fenotipo
inflamatorio e aumento do estresse oxidativo contribuindo para o comprometimento da
reatividade vascular estimulando alteragdes pro-aterogénicas na vasculatura em resposta
a hiperinsulinemia.

A obesidade tem sido associada a um estado de inflamacdo cronica devido a
resposta de células metabdlicas ao excesso de nutrientes e energia as quais liberam
mediadores pré-inflamatérios como TNF-a, IL-1pB, 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 pré-inflamatérias em animais submetidos a dieta
de frutose seja bastante discutido atualmente, a influéncia dos distdrbios metabdlicos
provenientes desta dieta no comportamento doentio e termoregulagdo em animais
tratados com LPS ainda ndo foi reportada pela literatura.

No presente trabalho disturbios metabolicos 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 pro-inflamatérias que ratos magros. A atividade metabdlica do tecido adiposo
modula aumentando o0s niveis de fatores inflamatorios como 0s observados em
infeccbes e doencas 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 hipercaldrica. Estes achados sugerem uma maior influéncia do estado
energético do organismo modulando estas respostas do que somente a dieta por si s6. A
dieta de frutose também piorou resposta imune em camundongos que demonstraram
influxo neutrofilico intenso no figado e elevadas concentracbes 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 locomocdo, interacdo social, ingestdo alimentar e
febre em resposta a um desafio imunolégico quando comparada a dieta normal.
Conforme descrito, 0 mecanismo para essa alteracdo se deve ao aumento da expressao

de citocinas como TNF-o, IL-1p e IL-6 no tecido adiposo e hipotadlamo além do
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aumento de neurbnios marcados para c-Fos em nucleos 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 mudangas metabdlicas periféricas e hematolégicas modulando
respostas controladas pelo cérebro como febre, anorexia, adipsia, atividade locomotora
diminuida e alteragdes neuroenddcrinas, 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 reducéo da locomocéao no aparato de campo aberto mostrada em nosso estudo
confirma uma alteracdo no comportamento doentio em animais do grupo controle
tratados com LPS e o tratamento com frutose piorou esta resposta comportamental apds
0 desafio imunoldgico. Diante de uma dieta e dose de LPS diferente, Baumgarner et al.
(2014) ndao mostraram diferenca na atividade locomotora entre o grupo controle e o
grupo obeso, sendo a obesidade induzida por alta concentracdo lipidica na dieta apos
injecdo de LPS na concentracdo de 250 pg/kg.

A interacdo social, outro parametro utilizado para investigar o comportamento
doentio, é diminuida apos o desafio imunolégico. Uma maior reducdo nesta interacao
pode ser observada em animais submetidos a dieta rica em frutose. Neste teste ratos
adultos machos sdo expostos por um breve periodo com outros da mesma espécie.
Agentes indutores de comportamento doentio tal como LPS e IL-1B interrompem a
interaco entre o animal desafiado imunologicamente e o intruso (BLUTHE et al., 1992;
BLUTHE et al., 1998). Estudos que demonstram efeito da dieta no teste de interaao
social mostraram uma supressdo nesta interacdo diante de dieta enriquecida com
carboidrato (POHL et al., 2014), assim como observado em nossas investigacoes.

No presente estudo a ingestdo alimentar apresentou-se diminuida apds o
tratamento com LPS em animais do grupo controle e dieta enriquecida com frutose
exacerbou esta diminuicdo. Apds o tratamento com LPS, dois outros modelos animais
de obesidade, animais ob/ob geneticamente obesos por deficiéncia de leptina e dieta
enriquecida de gordura, apresentaram diminuicdo da ingestdo 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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superalimentacdo pos-natal e apos a administracdo de LPS na dose de 100 pg/kg a
diminuicdo da ingestdo 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 superalimentacdo pds-natal, dieta enriquecida com gordura e animais
ob/ob. O aumento na tempertura corporal apds injecdo 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 0 mecanismo da febre esteja relacionado com o horménio leptina
0 qual aumenta a producdo de citocinas como IL-1pB e IL-6 a partir de células imunes,
exercendo um importante papel na modulacdo da febre uma vez que estas citocinas
atuam como pirdgenos. Steiner e Romanovsky (2007) também sugerem o envolvimento
da leptina no controle destes mediadores e conseqilientemente nas respostas febris.
Apesar dos disturbios metabolicos encontrados no grupo frutose, os niveis de leptina
ndo apresentaram diferencas com relacdo ao grupo controle, conforme demonstrado
neste trabalho. Porém, niveis aumentados de IL-1p e IL-6 foram encontrados tanto no
hipotalamo quanto no tecido adiposo, dessa maneira, pode-se justificar a resposta febril
apresentada em nossos estudos baseada na producdo desses mediadores a partir do
tecido adiposo e ndo dependente da leptina.

No presente trabalho, o aumento nos niveis de expressdo dos mediadores pro-
inflamatérios como TNF-a, IL-1p e IL-6 foram observados no hipotalamo, regido
cerebral que tem como funcdo regular gasto energético e controle da fome, varias
funcbes autonémicas responsaveis 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 niveis de
expressdo de IL-1P e IL-6, ambos apds tratamento com LPS. A dieta enriquecida com
frutose intensificou o0 aumento dessa expressao nesses tecidos. Baseado nesses achados,
pode-se sugerir que o aumento das respostas comportamentais e termoregulacdo em
resposta ao desafio imunologico deve-se aos distlrbios metabdlicos desenvolvidos a
partir da dieta rica em frutose.

Adicionalmente, foi verificado o efeito dos disturbios metabdlicos induzidos por

frutose e administragdo de LPS na expressdo de c-Fos em areas especificas do cérebro,
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tais como BNST, PVN, SON, MPOA, PCx e LS. Em 1987, Hunt et al. demonstraram
que neurbnios espinhais de ratos expressavam c-Fos logo ap6s receberem estimulo
sensorial. Desde entdo esta proteina é conhecida parte integrante da resposta nuclear a
estimulos, como, por exemplo, fatores de crescimento, estimulos sensoriais e
neurotrasmissores, sendo por isso utilizada como marcador de atividade neuronal
(CAPUTTO et al., 2014).

Um estimulo muito utilizado para avaliar a responsividade dos neurénios através
de c-Fos é o LPS, sua administracdo aumenta o nimero de células positivas para c-Fos
em diversas regides como PVN, MPOA e nlcleo pré-ético mediano (MnPO) (DU
PLESSIS et al., 2006), bed nucleo da stria terminal e nucleo central da amidala
(DALLAPORTA et al., 2007; HABA et al., 2012), no nucleo supra6tico e cortex
piriforme (MA et al., 2014). Nossos achados demonstram respostas similares a estes
trabalhos visto que a expressdo de c-Fos aumentou no SON, BNST e MPOA apds a
administracdo de LPS. Os animais pré-tratados com frutose apresentaram um aumento
mais acentuado de c-Fos nestes mesmos nucleos e no LS e PCx em resposta ao desafio
imunologico.

Estudos que avaliam a influéncia de distdrbios metabolicos induzidos por dieta
sobre a ativacdo neural apds estimulos imunoldgicos ainda sé@o pouco relatados pela
literatura. Lawrence et al. (2012) foram os primeiros a escrever sobre esse assunto, em
seu trabalho relatam uma diminui¢do do namero de células positivas para Fos no PVN,
nucleo do trato solitario (NTS) e area postrema (AP) em animais tratados com dieta rica
em lipideos e LPS em comparacdo com animais controle tratados com LPS. O mesmo
grupo analisou a expressao de c-Fos em animais obesos ob/ob tratados com LPS e
observaram que ndo houve diferenca na expressdo desta proteina entre o grupo obeso e
controle, quando ambos sdo submetidos a endotoxemia. Os autores explicam que estas
respostas sdo devido a diminuicdo da liberacéo de IL-1B pelos macrofagos, uma vez que
esta citocina estimula a expressao de c-Fos nas mesmas regides estimuladas pelo LPS.

O bed nucleo da estria terminal (BNST) é uma pequena area localizada na
porcdo basomedial do cérebro anterior que faz parte do sistema limbico e atua como
centro de retransmissdo de sinais neurais relacionados com modulacdo comportamental
(AVERY et al., 2014; KLAMPFL et al., 2015). Os resultados encontrados em nosso
trabalho demostram que o desafio imunoldgico com LPS é capaz de aumentar a

reatividade de neurdnios no BNST e que essa reatividade € exacerbada pelo pré-
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tratamento com frutose. Este nicleo é conhecido por ser responsivo a situages de
estresse, dentre elas o estresse imunoldgico. Frenois et al. (2007), relatam um aumento
no numero de neurbnios reativos para c-Fos no BNST em animais desafiados
imunologicamente com 830ug/Kg de LPS (intraperitoneal). Uma maior
imunoreatividade para c-Fos em areas responsivas ao LPS, como é o caso do BNST,
nos animais tratados com frutose, pode ser decorrente de um estado pré-inflamatorio
basal experimentado por estes animais, tal como relatado por Kovacevic et al. (2015).

A érea pré-optica mediana € um ndcleo hipotaldmico onde existem neurénios
termossensiveis que recebem aferéncias térmicas centrais e periféricas, importantes para
0 desenvolvimento da febre em situaces de inflamacdo, sendo ela a principal area
termorregulatoria do cérebro (BOULANT, 1998; STEINER; BRANCO, 2003). Durante
0 estabelecimento da resposta de fase aguda, como por exemplo, a evocada apés a
injecdo intraperitoneal de LPS, celulas imunoldgicas, principalmente macrofagos
alveolares e hepaticos fazem aumentar os niveis de PGE; no sangue, esta alcancara os
sistema nervoso central, por vias diretas e indiretas, levando a alteracOes
comportamentais e térmicas (BLATTEIS, 2006; L1 et al., 2006; STEINER et al., 2006).
A presenca de PGE; na MPOA, seja aquela produzida na periferia, que chega via érgéo
vasculoso da lamina terminal (OVLT) ou a produzida centralmente via ativacdo de
COX-2, provocara um aumento do set point termorregulatorio, levando, por exemplo,
um aumento da producdo de calor via desacoplamento da cadeia respiratoria no tecido
adiposo marrom, instalando assim um estado febril (BLATTEIS, 2006; JEZEK, 2002;
SIMM, 2016).

Nossos resultados demostraram que o 0s animais pré-tratados com frutose,
quando tratados com LPS, aumentam o nimero de neurdnios que expressam a proteina
c-Fos na MPOA quando comparados com aqueles desafiados imunologicamente com
LPS, porém pré-tratados com agua, resultados estes que estdo em consonancia com 0s
dados e monitoramento da temperatura corporal, 0s quais mostram que 0s animais
tratados com frutose desenvolveram uma febre mais acentuada em resposta ao
lipopolissacarideo. O efeito da administracdo de LPS sobre a febre e o aumento da
expressdo de c-Fos na MPOA, tal como encontrado em nosso trabalho, ja 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 sdo nucleos hipotalamicos envolvidos em diversas funcdes
neuroenddcrinas e comportamentais, tais como resposta ao estresse e manutengdo do
comportamento materno (PEREIRA et al., 2015; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). O
nacleo paraventricular abriga duas grandes populacbes de neurdnios; 0s
magnocelulares, que sintetizam vasopressina e ocitocina, e 0s parvocelulares que
sintetizam horménio liberador de corticotrofina. JA o nicleo supradtico é composto
exclusivamente por neurénios magnocelulares produtores de ocitocina (PIRNIK et al.,
2004; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). E classico o conhecimento de que a ocitocina
desempenha papel crucial no trabalho de parto e lactagdo, contudo estudos recentes vém
associando este neurohormdnio com fungdes autondmicas e comportamentais, bem
como modulacdo do sistema imunolédgico, haja vista que células do sistema imune
expressam receptores para este hormonio (YANG et al., 2013; WANG et al., 2015).

Administracdo intravenosa ou intraperitoneal de LPS é capaz de aumentar 0s
niveis plasmaticos 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 ja reportado por Matsunaga et
al. (2000). Adicionalmente, a expressdo de c-Fos no SON foi acentuada pela dieta rica
em frutose, dado ainda ndo reportado pela literatura. Diante do exposto € possivel supor
que a ocitocina e a vasopressina exercam algum papel modulatorio sobre as células
imunes durante a endotoxemia. O papel destes neurohormdnios durante a resposta de
fase aguda ndo é muito claro, contudo € possivel hipotetizar que o aumento da ocitocina
periférica desempenhe um papel imunomodulatorio que impede a exacerbagdo da
resposta imune, tendo em vista que ela apresenta efeito antipirogénico (MURZENOK et
al., 1989). Apesar de a vasopressina apresentar potencial efeito vasoconstritor e a
vasoconstricdo periférica dificultar a perda de calor para o ambiente 0 aumento dos
niveis deste horménio provoca hipotermia durante a endotoxemia (MATSUNAGA et
al., 2000; PARROTT et al., 1997; ROMANOVSKY et al., 2005).

Esta diminuicdo na perda de calor pode ser também devido a acdo de neurdnios
presentes na area septal lateral. A LS é uma regido pertencente ao sistema limbico,
associada a respostas cardiovasculares evocadas por situacdo de estresse, a citar o
estresse por contencdo (KANAYA et al., 2003; KUBO et al., 1996). E sabido que &rea

septal lateral quando ativada promove aumento da pressdo arterial e também que
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animais tratados com dieta rica em frutose experimentam niveis de pressdo 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 neurdnios nesta area pode ser importante para promover aumento
da presséo arterial, via vasoconstricdo, com intuito de reduzir a perda de calor por parte
destes animais. Pode-se associar 0 aumento da resposta febril nos animais tratados com
frutose durante 5 semanas ao aumento das citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-
1P e IL-6 em regibes hipotalamicas como MPOA responsaveis pela termoregulacéo.

Nossos resultados demonstraram que a dieta rica em frutose provoca alteracoes
metabdlicas e aumento da adiposidade visceral e 0 comportamento doentio e febre sdo
intensificados em resposta ao tratamento com LPS nessas condigdes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se constatar alteracdes metabolicas nos animais tratados com dieta rica em
frutose como, dislipidemias, aumento do tecido adiposo visceral e resisténcia a insulina
apos cinco semanas de tratamento. Esses fatores ocasionaram uma piora na resposta
algésica diante do teste com estimulos inflamatérios e, ainda, intensificaram o
comportamento doentio e febre em resposta a endotoxemia provocada pelo LPS em

consequéncia do aumento de citocinas pré-inflamatdrias no sistema nervoso central.
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This study investigated behavioral responses to an immumn e challenge among animalks with froctose-in doed
metaholic disorders. Adult male Wisiar rats were provided edther water or a fruciose solution (105) for 5
weeles. Sidoness behavion were assemed 2h ﬁ:lmnrgﬂl:mphm of athera lpopolysacchanide (LIPS} or wehi-
de. The ratswers subjactad to an open fidd test, 2 sodali afood intaks test and a fever evalu ation.

Aorafile eniine xood Cyiniloine expresion was assexsed in both adipose tissue and hypothalamus samples. The neuml nes ponse was
pr—— Mmhﬂmmmmhmmﬂﬁemﬁmﬁemh
Py induced dyshipideria and significantly higher plasma tatal chok
- levelds 2 well 25 both epididymal and netropenitoneal adiposity. Mﬂmn:mmpn‘n:mlﬂ{]n@mﬁc
Hiypx alaniias rats subyjected to 2 fructose dist exhibied exacerhated siclness behaviors and aoentuaed febrile responzes.
Dksiny 1P induced [Fos profein expression in seveml anes of the brains of the oontrol rats; however, higher numbers
R of Fos paosithve el were observed in the brains of the rats that were fed 2 fructose diet Momover, largsr in-
iezmes in cytoldne expression were obsarved in both the hypoth alamus and the adipo s=tismue of the obess
rats compared with the conirol rats in nes ponse o LS. In this stud g, frociose diets played an imporant rde in
both the induction of metabaolic disorders and the moduleion of sidonees hehaviors in responsz to an immumo-
logical challenge, most likesdy throogh the: indu cion of cyinkines in the
© 2015 B osvier BV, All ghts resenved.
1. It edineti oon boith sl sl cytokine prodidion and the sctivationol & network of

Cibpessity hues (e com & one ol the mast serous public hesith problems
wear ldwide [WHO, 2000), primarily 22 2 result of sedentary liksydes
aid the incressed consumption of high-clofie fads. Subsutsneous
aned sbwdominal sdipase tissues are sctive tisues in the regulstion of
bath physiological and pathologicsl processes, including immunity
anl inflarernation (Sum aid K arin, 2012 ; Toubal et sl 2013; Lee et al,
2M3)

Substantial increxses in dietary refined sugars including sucrose,
glumse and fructse have @ntributed to the rise in obesity raes
[ Dhuinegra et al, 2007 Sheludiskova et sl 201 2). Emerging evidence
suggests that the inoes sed distary consumption of frudose in Westem
society may be contributing to the growing rates of bath obesity and
metabalic syndrome The patholeg ies of these disorders inchide insulin
resistance, dyslipidemia, central obesity, hypertension and disbees
mellitus [ Ferder et al, 2010). These f2cirs ane clsely asocised with

= Comesponeding 2o ar: besinen de Dlfnciss Bomnd dicas Undrerddade Federal de

Al JUNIFA LY A ovatine: [Fsna ndes Sales a0, ARSsnas 37 30q000) WAC, Braxil
E-mal ool s Loy a e arade. paie sl oy eda by

(A Glissed-Faiva).

R 1 1 00 06, e, 20 15,1 001 4
DIE5-5TE 2005 Elievhar BV, Al i msanasd.

inflammatory signaling pathwas (Forting et sl 2007). The conse-
quences of these changes are undesr but may be linke d to inoexses in
sigeeptibility to snd morbidity sacisted with infections reported
Ao dvbes e i o il s | Falegas snd Kom poti, 2006) . In the present
study, we investigated the effeas of dietary frucose on beha ol e
spomes during immunokogicsl challenge

Sickness behavior is an expression of 2 motivational st mgpered
by the sctivation of the peripheral innate inm e sy stem, wher ey an
arganism reorganizes the necessity of fighting inlection. This process
& medisted by 2 series of highly coond nated physiologicd and beha-
ioral changes inchiding lever, fatigue, cognitive lasa, anoresd & anhedo-
nis, el gocisl withdrrwsl Sickness behsvior is sko triggered by
sotuble medistors produced s the site al infecton by saivaed soresa-
ry immire el These medistor inchude proi il matory cytok ines
such &5 tumar neoasis Betor-o [THF-), interewkin 15 [ IL- 15), and
invtesrd etk ine=5 [ IL-5) 2 8 woell 25 provateglaneine | Duntzer, 20049; Dantper
&1 al, X008 ; de Paiva et al, 2000

Dhiet-inchueed obesity exscerbates e anonesic, temperature xnd in-
Tlarrurrutory responses 1o seute immune challenges; similer resuits have
been reparted for rats that developed obesity seomnda ry B neonatsl
overleeding: & sdulty these s exhibited saerbaed kble
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responses to immmene chal lenges wi t LPS | Foli ecal . 2009, Qarkest sl
201 1; Lawrence et al, 2D12)

Therefore, we hypothesze that changes in behaviorsl responses
o ol kwing LPS admindstration in animals with metabal ic disorders
induced by fructose ingestion. To ident fiy the pesible medhanisms -
derlying the elfects of 2 frudose d ot onsicknes behavion, we analyzed
cytakine ex pression in both periphersl Basues and the hypothel srs, x5
wiell 23 newronal saivity in key regions of the brain in response o LPS
Sl rins b il an

2. Mate rial and methods
2.1 Animak and diers

Male Wistar rats weighing 200-230 g [ 7 weeks old | were albtained
frewm the Central Fadlity of the Federal University of Alfens and howsed
ina temperatire-aanoled room st 23 + 1°C, 40-60% hmdity snd &
12:12 hiightdark evele [ lights on 3t 7200 &m ). The 13 were randomily
v sl i by D g i s it wesre Bt sl stamelarel vt ehovw but diflier-
entwater sl utiom: either nor msl tp water (oontral ] or 10 froteein
L wter, fior five veeeks [Roglans et al, 2007 ) The animals had scoes
oy chunw nel e ther weater o frucise sohution ad libinim The rats were
group housed [four rats per cage ) during the induction of the dist-
inclued metsbolic disorders but wene suls squently housed indvidis-
Iy for the remainder of e experiment All procedunes were conducted
inscoondanee with the Declaration of Helsinki regarding the we lxre of
experimental animals snd were approved by e Ethics Committes of
Ithee Federal University of Alfenas [protoda] number: S30R003)

22, Biochemical analysis and Bs5ue collacton

Afber 5 weebks, 16 animals (8 control and B fructose trested) were
weighed o de termine weight gin The snimak were subssquently
killed by decapitstion, nd 3 blood sample was milectad in 2 heparin-
il tube. The plesms ws immedistely isolsed by centrifigstion, snd
duplicate sliquots were stored st —80 “C before biodhermicsl snalyses
After the rats were sscriftced, epidicdy mal and retroperitoneal sdpose
tiase sampes were harvesie d and weighed (Higa et 2l 201 4)_ Com-
mercial kits from InVitre Dixgnastica Lida [ Itabits- MG, Brazil) were
used tomexsure plesm aiotal cholesterol, high-dens ty |ipoprotein cho-
lestere] (HDL-¢), trigheerides and ghicose by the slsorbande method.
M high-density lipoproin cholestenl [non HDL-¢) was mexsured
Iy subvtracting HID- ¢ from otal plisms chobes teral.

23, Belurvioral experimental prowdures

Inthe animal room, both groups re ceived an injection of either 1i-
popohyssccharide [LPS), 1 mgkg ip (extraced from Faherichio coli,
serotype (2656, IBZ74, Sigm a-Aldrich Brasil Lils, Sho Paula, Brasl | or
sterile Sotonic saline [09% NaCl, 1 mlkg: ip) To evaluate sckness
behaviars, behavioral tests were performed 2 h following the LPS
ar saling restments All injedions. were sdministened bervwesn 08 00
&l 11:00 & These Bie foints were duisen o the hisi of e vious
behaoral, endoorine and newrochen il Studies [ Breeie o al, 2008
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231, Open fisd st

Losimabor scH vity wa s quantified for 5 minin anopen field: acylin-
drical box with 2 floor divided into 12 squares. Four squares wene de-
firesd 26 thee cenier, and the 8 squares slong the walls were considersd
the periphery. Esch rat (n = 9-12 per group) was gently placed in the
exnrl center of the box, and sdivity was scored 3 & line-crossing
wilven & ratrem oved A1 e paws From one squene and enered another.
The behaviors of the & nim.ds were reconded, and the oo were man-
iwally rerked by Winded observers [ Swiergiel and Dunn, 2007).

232 Saevial fnleroetion fesr

Thres days belvre testing, another set of animals was pretresbed
with either tap water or 2 frudose sslution (n = 9 snimal s group);
e anim als were sllowed 1o explore the spparstus individusily for 15
minday o £ il i re them e lves with the spporatus, but mot with
e ¢ partner. Esch experi mental rat trested with either saline or LPS
was randamly assigned to an unfamilisr partner (juvenile visitor rat)
of the same strin and sex. The pair of unfimilisr rats was placed in
the apparatus for 5 min, and the total smount of time spent engeged
in sative sodal intersction was recorded, i nduding sniffing, grooming.
Tl hevwel g, e UGS &5 et ] a8 crarwling over of under the visitar
o while in direct contect (Oversirest et al, 2002)

23 3. Fosel intiake Fest

Taoverify food snd water or fructese soluion amum ption, the rats
were housed singly in hanging crges with free 3oeis 1o chow ina
metal avntainer. They were habituated for 4 deys before e experi-
menis (n = 9 animals/group). The day before the experiment, the ani-
malks were deprived af food for 12 h but were not deprived of Mluid
Two hours lollowing the injection of either LPS or saline, food was
given to the fod-deprived rats; both fod and violume intake wene
mexsured by subtracing the weight and volume remeining fol kawing
2,4.5,8 and 24 h from the initisl amowntof fod pleced in e continer
(Rorsto et 51, 20121
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2. By Lemmgenure e rament

The rats were snesthe tized using 22 2- tribromaethanal [Akdnch,
MWilwarukes, Wis_ USA 250 mg/kg ip). A paramedian laparotomy
was performed for the insertion of 2 biotele metry probe capsule
[ madel POT-4000 E-Mitter®, Bend, Oregon, USA ) into the sbdominal
cavity. The wiownd was then sutured, and the implanted capsule was
used for mexsurements of core body tempersture. Following sur-
gery, the animals were traated with benzylpenicllin | 100000 U
i), These procedires have been used previously [ Steiner et al,
1999; Giusti-Paiva et a1, 2008 ). Fully conscious rats with previously
implanted biote lemetry probes were housed i ndividuslly incages for
at least 24 h prior to the experiments (n = 7-12 animak /group)
By e mpera tures were reoorded a1 1 0-mininterval for 8 h iollow-
ing either saline of LPS injedtion | 100or 1000 4g). The cages weie
placed an atelemetry receiver [mode] ER-4000 Energizer/Receiver
Mind- Mit ter®, Bend, Dregon, UEA) manacbad o2 PC Da s were col-
lected using sppropriste saftware [ Vitsl View, Mini-Mitter, USA L
Thermal indexes [TL Celsius « minutes) were used to improve the
data analysis and were calculsted s the sres under the curve of
the bady tem peratine massurements i previously desoibed | Silva
and Giusti-Paiva, 20151

25, RNA extrachion and quanstative FT-PCR

Tl benwingg, five wheeks of treatment with either water of frudose, te
animals were treated with either IPS or saline. Tissee collection was
performed 2 h folloving reament. The animals veere Killed by decpi-
ation, xnd hypethal s, epicidym sl and retroperitanea | sdipose tis-
Jie daimples (i = 4-5 animal, group) were subse quently harvested
for RMA extraction and quantitstive RT-POR Totsl RNA was exirsced
using 3 TRzl rexgent (Invicragen Lifs Technologies) and an RNasy
Kit [ Qiagen ). For cDMA synthesis, an expanded reverse transcr pixse

00 — Tl - alree
Lt Frogaes 1 Syine

= B2 Canrn +LPR

I Fncisoe + LFS

[T PR HR————

[Invitrogen ) was used in scoondance with the manufscurers instruc-
tiond, and the ¢DNA was diluted in DNase-free water [ 1:25) before
quantifiextion by real- time POR The mENA transeript levels were mea-
gured in duplicste wing 2 Rotor Gene 3000 sy atem | Montresl Botach,
Mantresl, QC Cansda) Gene expression was evshisted vis resi-time
PO using 2 Rotor Gene [Qjagen . v th SYER Green serving s the flus-
rescent dye [ Vinslo et 51, 2012). The primer saquence ¢ sre included in
Table 1. The results are expressed & the ratio between the expression
of the target gene snd glyoeraldehyde 3-phosphate dehydroge name
[GAPTRHL rilvest omial prestein 119 [ RPL1D L snd frsctinfor the hypathal-
s, the retroperitonesl sdipose tissue and the epididymal sdi pose is-
Sue sarnples, respect vely. These mniol genedwene seleded becae no
significant variations in their expresion were obierved betwesn
trestments

28 Perfusion, tssue preparation and imomunohistoch amdstry

Inthis st of expen ments, the rats pretrested with sither water o
Tructese for 5 weeks were trested with either LPS [ 1 mgikg Lp) or s
line (n = 4-5 i mals group ). The animals were deeply anesthetizd
with tribromoethanal [250 mg/kg) 2 h following trestment. They
wiere subsequently perfused with cold 09% NaCl salution contining
heparin [ 50 U1/) Tallowed by 4% formaldehyde in 01 M phosphate
e [ PE L pH 7 2. Theesir beains wene remaved, past-fised ford b in per-
Tusion solution and stored & 4 *C in PB cntining 30 sucrose A ayo-
S1at wad uded tocollect coronal sections with 2 thidoness of 30 pm in
U M PB. Briefly, the sedions were incubs ted with L0EE Hx0. for
30 rein el v hesdl il th LT M PB bedore being inaibated in 5T hovine
alburminin0_1 M PEfior 1 h to block non-specific binding sites The sec-
e were Sulse quenty incubated over night 3t room temper sture with
& rabibit anti-c-Fos antibady [ Ab-5, Ondogens Science, Manhasst, NY,
USA) diluted 1:10,000 in @1 M PE containing 2% normal goat serum
aned D3 Trivon X-100 | Sigraw Thermial Co, S Lowis, MO, LEA). Fol kes-
ing washing, the free-floating sections were incubated with a biotin-
Labeled goat anti-rabbiti mmuneglobulin (Vector Laboratoriss Inc, Bur-
lingame, CAUSA. 1:2004n 1 M PB containing 1 5 norm.al goat serum)
fallowed by incubstion with an svidin-biotin-peratidse complex
[Vector Hite, 1200 in 0.1 M PBL Each incubation Lsted for 1 h at
oo Lemper ane. The blue-blsck labelingod the cell mucle) was deted-
ed usingeisminobenzidine hydrochioride [DAB, SigmaChemicd Ca, St
Louis, MO, LEA) intensified with 1% abaltchlonide and 1% nickel am-
manium sullste Finally, the sedions were mouned on gelatinized
slides_ sir-dried overnight, dehydrated, €l exred in xylene and cover-
slipped with mouwnting medum The sedions chosen e quant fication
wiene seleced using & rat brain atlas to confirm the s milarities of the
neuroanatomicsl areas betwesn the experimental and the control
grodifs. The immuoiesct ve newrons fof ¢-Fos were conbed inthe me-
clisl preoptic ares [ MPOA, 030 mm s or to bregm ). the bed nucleus
o stria erminalis | BNST. 020 mm anerior 1o bregm ), the Lateral se pral
area (15 072 mm anterior to bregma), the piriform oortes [PCx
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012 mm anterior to bregmal the paraventricular nudeus [PVH,
130 mm posterior to bregma) and the supraoptic nucleus [SOM,
130 mm poterior to biegrmns) [Padnes snd Wition, 2007 L A dotted
area for esch ares o be counted was produed scoording to the rat
Irain atles s was projeced over asdh tissue sedion i mage 1o provide
the nedessary delimitaton for counting The cells were subsequently
oounted manully ot higher megnifications under 2 micr:scope with
the xid of & compiten zed dystem that induded & Nikon Eclipse 804 mi-
croscope equipped with 2 D5-Ri1 Nikon digital camera sttached tox
contrast-enhancement device. The counting was perfor med wnilateraily
in ane section per animal and the threshakd for positive sDining was
inelivichually 2 tabilis hed by two different participants Blinded ta the ex-
perimentsl conditions. A3 previoudy reporbed, the final results repre-
sened the mexn findings of two independent evahiations [Vilela and
Giusti-Paiva, 20704 )

2.7, Snarierical analysis

The data were analyzed 1ing GraphPad Prism version 6.0, and the
results aree xpresed 55 the mesn + SEM_The biometric and hormanal
paramElers viere com pared wsing & ¢St Inthe ather experiments, the
pretrestment (water tapor fruckse salution ) and imrmunolegical dhal-
lenge (saline or LPS) fecinrs wene anslyzed wsing 2 two-vary analy s of

variande [ ANOVA) ollovesd by Tukey's post-test The s gnilicande level
wad st at P 005,

3. Results
11, Bioteatrical analysk, adipese Hese and bisch atical analyss

Folkwing 5 veeeks of treatment with either water of fnuose, thene
was no significant difference in body weight between the rats rested
with the frucinse solution and the mntrol subjecs. Fructode trestment
imdhiced & significant incresse in e pdidymal adipasity (P < 0006) &
wiell a5 re o peritanesl sdipasity [P 0001 | com e d wi th the control
group | Table 21 Additionally, the xnimals treated with frucbos.e ex hibit-
ed elevaed glucase [P=001), trigheride (P 0001), total chalesteral
[P= A |, g heclesnisity lipoprotein cholesteral | P 005 ) and non-high-
density lipoprotin cholestero] [P 0.01) leveb compared with the an-
ol groip. See Table 3

32, Activity in the apen jleld test

Fig 1 depicsthe effeas of either the vehicle or LPS on the num-
bers ol line- crosings in the open felds among the andmals trested
with either water of frectose_ At 2 h follewing either LPS or 2.4l ine
trestment, LPS decressed the sctivity in the open field test with the
exception af the number of central crosings [Fig. 1); and this eflect
of the immunalogical challenge wis more sccentusted in the rats
pretrested with fructese. The elfects of LPS wene sccentusbed in the
niifrber of periphersl cresgings, the total numberof crodsngs and
the tovtal number of reari ngs [ sotisticsl dats: Supplementary materi-
al Table 11

3.3, Social inferach on lest

Afver 5 wesks_ we eval usted the socisl inte radion time, 28 shownin
Fig 2. In the socia] inber s0ion 1e1, & two-way ANDVA demonstraed
that LPS redhuced 4ocisl inter sdion time, and the ellect was scentiusted
among the animals pretrested with frucose [stavistcal dats: Supple-
mentary maerisl Tabie 1)

34, Food intake fest
The past hoe test indicated that, inthe control group, the injection

of LPS reduced food intske, solution intake snd total alore intake.
These elfects were obderved 2 h following LPS injection. A similar
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eflect was observed for the animals pretrested with lucise. Addi-
tionally, the animals pretreated with fructose exhibited reduced
Tl itk hadiie ver, O poLal el oric intake wis fhe 2hme, indi-
cating that supplementary caloric intake was provided by the fruc-
tode solution. Therefore, xt 24 h following either saline ar LP5
lministr ation, we obierved 2 decreased food intake in the groups
treated with LPS (Fig 3A )L &5 well 8 redured solution intake [Fig.
3B, com pared with the groups re sbed with Sterile saline However,

thet reduction in toLal caloric inftake was sccentusted in the lructose
group oompared with the control group following LPS sdm inistra-
tion | Fig. 3C; sratiticyl dath: Supplémse niary matérisl, Table 1).

1.5 Body remperature megsur ament

Fig_ d4hows the time -murse of body tempe rature following either
.aline or LPS tresiment in the inimak }I&Iré.ll&d With i ther veber of
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fructase The injection of LPS into the control animals induced anin- 420 min fallowing either LPS or saline administration (Fig. 4B), and in-
crexseinbody emperature (fever, Fig 4A), as evidenced by anincrease  creased body temperature was noted in both the water and the fructose
in thermal index. The thermal index increased between 150 and  pretreatment groups; however, the change was greater in the fructose
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ral area), FOx {pirfomn cormex ) PVN (g avenaioul r mackess), and SON (aup@opc sacius ) of ra preseaed with sither 10X fradose in Tp wiater or sonmal @ p wase 1 {conmol) eval-
aned 2 h Sillowing e admdirisragon of eier Npopalysacchasde (LPS) or saline. 3V dhiad cosedral venaicle, and OC ogric chiasm. Bar: scale juos).
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group treated with LPS [statistical dats: Supplementary material
Tarle 1)

A Cytoldne expression in the hypathalame and adipeose S0

LPS treatment increased Tof-oo 11 and 11- 6 gene ex pression in te
hypothalemms compared with saline trestment Fructose sodution pre-
trestment exacerbated the incresses in Tnfe, 1L-173 and 1L-6 (Fig. 54,
5B and 5C, respectively ) induced by LPS compared with the control
Erinip. Simil sy, LPS & i Strati on ingesed TNF-a, IL-10 and IL-6
£ 1ot X Pieda o i the fetioperitonesl sdipdse 8sie; this fesponee
wiis higher in the animals pretrested with frucoese (Fig S0, 5E and SF,
respectively). Furthermore, in the epididymal sdipose tissue, LPS xd-
i1 SLEELION iy e TNF & [Fig. 56 ) and IL1-15 (Fig. SH)) expre son
bt it 1L6 [ Fig. 51) e xpresion The level of cytokine expresion in te
epididymal tisue was not changed by pretrestment with fructese solu-
tion [ statistical data: Supplementary material Table 2]

37 Imerumakistocheni sy for o-fs

LPS trestiment increxded the number of c-Fos-labeled newrons in
seversl srexs of the lorebrain compared with aline trestment
[ Tisbil e 4, 5 £208 sties] bt Suppie mentery maer ol Table 3 Fructose so-
Tution pretrestment ex serbhated the indesses in the numbers of oFos-
labeled néurondg in the BNST, 50N, PO, MPOA and LS induced by LPS
compuared with the contral group_Ses Rg 6

4. Discussion

I this stucly, the developmental metsbolic disanders sud xs dydip-
idermia, indrexsad bl ood gluomse kevel, and incressed sdipose e was
alserved in fricnse -pretrested raa Our primry lndings were that
metsbalic disorders induoed by frctoe strengthens d the sickness be-
hawiors indueed by LPS. This elfect may be relsed o the inmexsed ex-
presgion of Tnf-c 1110 and 1L-6 25 vell 25 inexsed numbers of e-
Fis-labeled newnns in the fore brain

Fructese supplementation increred ploma ghcose, trighy ceride,
tortal chalesteral, liperpr e ey les teral and non- high-
density li popratein chalesteral leve ks In both himens. and Lsbaratary
animali, frucose-ridy diets induee 2 stress response in the lver and
ather tssuss thal compramises both glueose and lipid metabolism
[ Kelbey et 51, 2004). The mechun s wider hying fructome-induod dys-
lipidemis have been partislly shicidsed Fructote enters oells via the
imsulin-independe n Ghut-5 transporter. Onoe indde the @l fndose
s phosphorylated 1o form frucose-1 -phosphate [ Mayes, 1993 1 In this
configur ation, frudose i resdily clesved by sldolse o frm tHoses
tht are the heckiomne ko e pholipid and triscylglyerol syntesa

Fructese is primarily metsbalized in the liver [50-75X), where it
fawmees lipogenic substrates such &5 ghyoeraldehyde 3-phosphate, scetyl
Cad sl discylghyeerol Enhanced lipid synthe contributed to dysip-
idernia aned ectapic lipid depesition in the liver and muscle tisue and

hepatic and whale-bady insulin resistanee [Tappy and Le_
2N 0. Fructes consumption in himen dubjects hat been linked 1o
ench of the ident i ng Ratines of metabolic syndmime, inchiding dys-
li pidemia_visceral sdiposity, insulin resistance and high blood presure
[Le et al 2009, Stanhope et 21, 2009)

Fortinget sl [ 2007 ) reported increased visaeral (3 in conjudtion
with arbohydrate overlasd, which was verified in this study. Other
diets such &5 & high- it diet or 2 sucrose-enriched high-carbohyd rate
cliet resalt in i exsed sbdomi nal sdipaity [ both gonsdal snd rero-
peritanes] [5t) | Arceso et s1, 2004 )L Lipogeneis o tirl s the depoi-
tian af triglyeerides in sdipase and ectopic tisues such xs the ver
and misde, eventusl y resuiting in impaired insulin signaling. dysdipid-
it & and hepatic stesto s | Stanhope and Hivel 2009). Frocbse ked-
ing has therefre been historically utilized 25 2 model for studying
various s pects of hepatic dyslipidemia and insulin resistance [Allen

anel Lealy, 1965; Bar-On and Stein, 1968 ) Frucose consum phion may
specilicaly prom ate lipid de position invisceral sdipase Gsue, partia-
Loy i ey, wiheress g e oo um plion Sppesrs to suppaort lipid de-
prestition in the subeitsnems sdipe tiue | Stanlope ot 51, 20091

The metsbalic sctivity of sdipeie tsue ontrbutes to elevated
levels of inflammatory Laors similar to thise olserved in infection
and mgoimmune diseaxse (Berg and Scherer, 2005; Forshes et al,
2007, Assy et al, 2008; Duyang et sl 2008). Acourmulating evidende in-
dicates that obedity & msocisted with 2 staie of chronic low-grade in-
flasreue stion | Hotamisligil, 2006; Schenk et al, 2008 ). Viscersl adipose
isamie i & crucial 4ite in the generation of inflm mstony respondes and
inflammeatary medistars [Wellen and Hotamisligil, 2005; Shaekan
et 2l 2006 Howeever, exscer habed inflammatory responses to immmne
challengss, induding lever snd seknes ympom, b well 5 the med-
anisms xsocisted with these exscerhations, have not et been imesti-
gated in animals with frucose -induesd obesity. Ruth et 2l [2008)
demonstrsted tat obee Tudier (o) ras have sltered immune
function and produce more pro-inflammatory cytokines than lean
rats. We demaonstrsied that frectese-induced obese ras exhilived 2
tered sicknes behaviors in e of locomotion, social intersction,
food intuke snd fever responses b bacer sl endotasin (LPS) ol
with control ratd An sl 4 of the potentis] mechan sm widerdying
theesse: finclings led us to cond ude that the exaerbation ol sicknes is x-
socisted with higher oytokine expression levels [TNF-a IL-10. IL-6) in
e hypeothalamiis s inorested sotiv stionof the oo ebral nucle o
ated wi th sicknes_ A descritved by Pohl et 2l (20744 2014b) animads
that weere fed 2 hypercaloric dist demonstrated increxsed responses. to
iremne challenges. This result suggests that, 25 oppased to the dist of
the organism, the energy st of the organim plys a role in this re-
sponge_ |n mice that were fed & high-fructose diet, Rodrigues et al
[2014) demamstrated intensified neutnophil influs in the liver, 25 well
X elevated tissue gyvokine @acentrations. Thee events myy play a
ke i it ating the i nllem mstory cascsde induoed by Saite nuthent
overlosd

Commanly tsed to stirmilste fe innste i mmmne system in 2 sim ilar
it ver of s ponde bo bacerial infection, LPS is shont-lived and non-
replicating, which makes it an excellent and widely used model for
asaessing cytokine-indueed sicknes behavior [Beutler, 2004 | LPS in-
duces pronouned peripheral metabolic and hemsologicsl changes It
alo indwees seversl brain-control led illness responses. induding fever,
neursendocrine changes, anoresxis, sdipsia and redued locomotor sc-
tivity, which xre collectively termed dicknes behmsor [Dantzer et 51
2008; Sxper et 51, 2012 | Interma of locomator 3o vity, LPS decnelsed
bl ity perivurily 54 regalt of the ellects medised by proinflam mato-
ry eytokines such a5 1L-1[ | Swiergiel etal, 1999)_Incontrst o our find-
ings, Baumgamer of 4l [2014) observed attenuated inflam matory
e spense § o with dist-induced obresiny [ e regpo e v e o
sulfident toslier the LPS-induced reductions in locomotor behavior) ;
hoveever, our Audy demonsrated & decreate in locom olor setivity
ot likedy relsted to an increxse in cytokine expremion in the hypo
thalsmuses of rais tha were fed 2 frucnse-diet

Dhuri g the socisl interasction test, an sduli male is exposed o2 juve-
il e for & briel period of time Sod sl intersction i s8etsed bated on
snogenital snilfing dete following and hesd snd neck grooming
Sickness-induring sgents such 25 LPS and IL-1fdisrupt these behaviors
(Bluthé etal, 1992 Bluthé et al_1998)_According to Pohil etal [ 2014a,
21 db |, high-carbahyedrate diets enhande the suppression of sodal in-
teracion, and this same response was olserved in our expe iments
that wed 4 frudoee diet 1o induce metabaolic disorders

O resilts were charscterized by a grester re dudionin food intake
ol bywdineg the ingection of LPS in the fuctose group. Liwrence o il
[2012) deseribed twa madels of abesity: genetically abese leptin-
deficient ob/ob miceand mie fed 2 high-ft diet, which exhilyited an.an-
OTENE redpoTee and & Fise in e body Lemper Shine i fepone 1o te
peripheral sdmindsrstion of LPS. However, Oarke et . [2011) ob-
served no difference in the reduction of food intake bllowing LPS
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administration in postnatsl rats with overk eding- induced obesity;
however, they did observe an exscerbated febrile response o LPSin
this abesity model, o8 well &2 in 2 high-0 dist model, &8 wad observed
imowr study.

As reparbed by Koenig et 5l [20014), pralonged febaile responses in
oo bination with sgerav sted snorexis, sdipis and decressed lommo-
tor sdivity have besn observed in sged animals following LPS-
atimmilation oom pansd with pounger rats. Pohl ot al (20042, 200 45)
also observed inmexted febrile responses in obese groups of rats.
These sitlirs believe that the cyinkine-like homone leptin plays a3ig-
mifbeant rode in the febrile fesponse scing on the modulstion of cyte-
i such 23 THF-tx and IL-6. Inour study, inorexsed level of thess
cytakine, both in the sdipose tisue and the hypothal sms, mey mod-
ulsie both sickness behasor and fever. Leptin may be invalved in the
contral of these medistors and any sulsequent e panses; hovwever,
mone studies elud dating this mechanism sre necesary [Steiner and
Remanovsky, 20071

It is important to determine the mechandsms involved in these
behaviorsl effects following obesity induction and LPS administra-
tion, & such knowledge may explain more clearly the different
peripheral and cenebral mechanisms under ying these results. He-
vabted pro-inflammatory medistors such 25 THF-a, 1L-15 and -6
wene observed in both the peripheral adipode tidue and the
Ty pothal smus

Ther ke, we iisesed e effects of metabobic disodders on the ex-
presdon of R4 & immediste-early gene whide expression has been
commonky uwed &8 3 marker of newronal scivation, in respomne o LPS.
Thi4 hacterial endaboin induded R expresion in severd brain nuced,
inchuding the MPOA, PYN, S0M, PCx, and LS.

The relesseaf perpheral cyokines medistes behavioral responses to
LPS sy either directly of indirectly sctivating s veral key beain regond
[ Dantzer, 2004 Dantzer and Kelley, 2007 | The intraper enealingsdion
ol ILPS results in indrexsed ¢ -Fad i o itive i inthe nucleus
tractus sl itarus and the parsbrschisl nuclel the PYN and the S0N of
thee hypothalams, and the BNST and the armygdsla (Wan et sl 1994;
Sxgar et 3l 1995; Dantrer, 301 ; Dantzer et 5L, 2008) In our atudy,
LPS induwoed increstes in Fos expredsion in the SON, MPOA, LS and
PO ; thid resonse W grester smong the snimals pretrested vwith frie-
tose_ By antrast, Liwrence of 5l [2012) olserved either fewer Fos-
podtive cells of no dgnificant sctivation of <aid cells in the SON o
BMST ol albese imice trasted with LPS: the PYN exhibited 2 9 gnifleant in-
ereie inthe number of Fos- positive calls, hiveever. Regarding thermo-
regulstion, inmessed R e xpres on was olserved in the MPOA of rats
trested with fructose, and several studies have deseribed inoessed
[Fiod epresssion i n both the PYN and the MPOA of rats fallowing LPS stim-
ukaticyn | Bl duist &t &1, 1996, 1997 ; du Plessis et al, 2006).

i summary, the resuls of the present study 3 tronghy demonstra e
that Frudase supplementation indues metabolic disorders sudh x5 dys-
lipidemis and the enhanoed scoumulstion of viseral sdipoee s,
Moremver, frudose feading exscerbates behavioral and febrile pe-
aponses bo imrmne challenges, snd these changes are srompanded by
ineresxses inboththe expresion of cytokines and e-Fos immunarescths-

iy, particil arly i nthe hypotha simis.
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