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RESUMO

Estudos recentes sugerem a ocorréncia de uma resposta inflamatoria sistémica
pulsatil durante o ciclo jejum/alimentado que pode ser responsiva a diferentes
composicbes dietéticas. O presente estudo teve como objetivo avaliar se animais
alimentados apresentam inflamacdo pds-prandial sistémica e determinar se tecido
adiposo epididimal, figado e intestino seriam possiveis sitios de localizacdo de tal
inflamacéo. Além disso, avaliar diferentes carboidratos dietéticos na resposta pos-
prandial. Para tal, camundongos BALB/c foram mantidos em jejum ou alimentados com
dieta AIN93 controle, contendo sacarose (C), ou modificada contendo glicose (G) ou
frutose (F). Os animais foram submetidos a eutanasia em jejum ou uma, duas ou
quatro horas pés-prandial. As concentracdes séricas de PTX3, adiponectina e resistina,
bem como de citocinas e quimiocina no intestino, figado e tecido adiposo foram
determinadas por ELISA. Foi realizada, também, contagem total e diferencial de células
sanguineas. Aumento da concentracdo de PTX3 foi observado no periodo de quatro
horas pos-prandial nos animais que consumiram C, entretanto, animais que
consumiram G ou F tiveram essa resposta antecipada. Animais alimentados com dieta
C apresentaram aumento do nimero de leucdcitos quatro horas pds-prandial, enquanto
o consumo de G ou F antecipou este efeito. Independente da dieta consumida houve
aumento da concentracdo de resistina e, animais alimentados com G ou F,
apresentaram menor concentragdo de adiponectina. No periodo pos-prandial,
independente da composicao da dieta, a concentracéo de IL-6 no tecido adiposo e de
TNF-a no figado mostrou-se aumentada. Animais alimentados com C ou G
apresentaram numero similar de neutréfilos no figado quando comparado a animais no
jejum, enquanto animais alimentados com F apresentaram aumento destas células em
todos os periodos poés-prandiais. No intestino, embora o numero de neutrofilos
estivesse aumentado apds o consumo de todas as dietas, as concentracdes de TNF-q,
IL-6 e KC nao foram detectadas. Assim, animais no estado alimentado apresentam
inflamacéo sistémica de baixa intensidade que pode estar associada a inflamacao de
sitios metabdlicos especificos como tecido adiposo e figado. Diferentes composi¢coes
de dieta podem influenciar essa resposta uma vez que animais alimentados com

frutose apresentaram exacerbacgdo da resposta pos-prandial.

Palavras-chaves: inflamacéo pés-prandial; consumo de carboidratos; frutose.
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ABSTRACT

Recent studies have suggested the occurrence of pulsatile inflammatory
response at systemic levels during the feeding/fasting cycle that can be responsive to
different dietary compositions. This study aimed to assess whether fed animals have
postprandial systemic inflammation and determine if epididymal adipose tissue, liver or
intestine could be sites of such inflammation. Furthermore, it was our goal to evaluate
different dietary carbohydrates on postprandial response. For that, BALB/c mice were
fasted or fed with AIN93 control diet, diet containing sucrose (C), or modified diet
containing glucose (G) or fructose (F). The animals were killed at fasted state or one,
two and four hours postprandial. Serum concentrations of PTX3, adiponectin and
resistin, as well as cytokines and chemokine in the gut, liver and adipose tissue were
determined by ELISA. Total and differential count of blood cells was also done.
Increased serum of PTX3 levels were observed at four hours postprandial in animals
fed with C, however, animals fed with G or F had this response anticipated. Animals fed
C diet had high number of systemic leukocytes at four hours postprandial, yet
consumption of G and F, once more, anticipated this effect. Independent of the
consumed diet the concentration of resistin was increased and, animals fed G or F, had
lower levels of adiponectin. In the postprandial period, independently of the diet
composition, the concentration of IL-6 in adipose tissue and TNF-a in the liver was
increased. Animals fed C or G diet had similar neutrophil numbers in the liver when
compared to animas in a fasted state, while animals fed with F had increased of
neutrophils at all postprandial periods. In the gut, although the number of neutrophils
was increased after the consumption of all diets, the concentration of TNFa, IL-6 and
KC was not detected. Animals in the fed state present low-level systemic inflammation
that can be associated with specific metabolic sites as adipose tissue and liver. Different
dietary compositions may influence this response, since animals fed fructose presented
exacerbation of postprandial response.

Keyword: postprandial inflammation; carbohydrate consumption; fructose.



18

1.INTRODUCAO

A resposta inflamatéria pds-prandial produzida por determinados componentes
dietéticos é ainda pouco conhecida. Porém, trabalhos recentes sugerem que durante o
ciclo jejum/alimentado ocorra reposta inflamatéria pulsatil nas células metabdlicas e
gue essa possa ser responsiva a diferentes nutrientes. Alguns estudos, realizados em
humanos, tém demonstrado que apoés ingestdo de diferentes composicdes dietéticas
ocorre aumento dos mediadores inflamatérios sisttmicos. No entanto, em modelo
animal, apenas um trabalho que investigue a ocorréncia da inflamacao apos a ingestéao
alimentar foi encontrado na literatura. Ressalta-se que, em grande parte dos trabalhos
realizados, tanto em modelos animais como em humanos, os autores ndo avaliaram o
efeito da refeicdo em si, mas sim o efeito de dietas modificadas em relacédo ao jejum.
Desta forma, ainda € inconclusivo se o efeito da inflamacgéo pds-prandial é decorrente
apenas de componentes especificos da dieta ou da resposta pds-prandial a ingestéao
de alimentos. Na maioria dos trabalhos, a relacao da suposta resposta inflamatoria pos-
prandial é induzida por dietas ricas em gorduras, sendo que o papel dos carboidratos

ainda nao foi elucidado.

A avaliacdo do papel dos carboidratos na resposta inflamatoria pés-prandial é
importante, pois esse nutriente representa as biomoléculas mais abundantes na
natureza e constitui a base da nutricdo humana. Dentre os carboidratos, estdo a
sacarose e a frutose, agucares amplamente consumidos pela populacdo mundial. O
papel desses carboidratos em desordens metabdlicas tem sido consideravelmente
averiguado na literatura, entretanto, a investigacdo provém do consumo em longo

prazo.

7

A frutose € um carboidrato que teve o consumo elevado nos ultimos anos,
coincidindo com o periodo de aumento da prevaléncia da obesidade e da sindrome
metabdlica. Estudos prop6em que tal carboidrato seja capaz de modular a secrecdo de
alguns mediadores inflamatorios e que o consumo excessivo, ao longo do tempo,
possa provocar diversas alteracdes fisiolégicas e metabdlicas como aumento de peso
corporal, de tecido adiposo, das concentracdes plasmaticas de triglicérides e das
concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres. Apesar de diversas investigacoes

demonstrarem os efeitos deletérios da frutose, estes estudos analisam o consumo
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cronico do carboidrato, sendo que o efeito agudo do consumo de frutose € pouco
conhecido.

Assim, estudos que investiguem o efeito pos-prandial sobre a inflamacéao
sistémica, assim como a influéncia de diferentes componentes dietéticos (carboidratos)
sobre essa abordagem € ainda limitado. Ademais, os possiveis sitios da ocorréncia da

inflamacéo pds-prandial ainda néo foram investigados.

Desta forma, a proposta do presente trabalho € avaliar se animais alimentados
apresentam inflamacdo pods-prandial sistémica e, determinar se o tecido adiposo
epididimal, o figado e o intestino seriam possiveis sitios de localizacdo de tal
inflamacédo. Além disso, avaliar o papel de diferentes carboidratos dietéticos na

resposta pos-prandial, especialmente a frutose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ESTADO POS-PRANDIAL

O estado poés-prandial € um periodo dinamico de trafego metabodlico e
biossintese de macromoléculas a partir de substratos absorvidos, como carboidratos,
lipideos, proteinas e outros componentes dietéticos. Durante esse periodo, quase
todos os principais sistemas bioldgicos, 6rgaos e células respondem com mecanismos
compensatorios e adaptativos em curto prazo para restaurar o equilibrio. Em condicdes
normais, o desequilibrio metabdlico e as alteracbes hormonais pés-prandiais séo
pequenos, ocorrendo rapida recuperacdo do sistema, com restabelecimento da
homeostase. Entretanto, o acesso facil a nutrientes altamente palataveis favorece a
ingestdo excessiva de energia. Tal fato, associado aos episodios frequentes de
hiperalimentacéo e ao limitado gasto energético resultam em desequilibrio oxidativo e
imunolégico, o que representa oportunidades para ocorréncia de disfuncdo celular e
consequentemente doencas metabdlicas (BURTON-FREEMAN, 2010).

Apbés a entrada do alimento no organismo, esse € conduzido pelo trato
gastrointestinal, local onde é realizada a maior parte do processo de digestdo. A
digestdo das proteinas comeca no estbmago pela acdo das pepsinas. As proteases
pancreaticas rapidamente clivam as proteinas no duodeno e jejuno para
oligopeptideos. As enzimas clivadoras de peptideos da borda em escova da membrana
reduzem oligopeptideos para aminoacidos individuais e para dipeptideos e tripeptideos.
Os aminoacidos sao absorvidos pelo enterOcito por um conjunto de proteinas
transportadoras de aminoacidos na borda em escova da membrana. Dipeptideos e
tripeptideos sao captados por proteina de transporte de peptideos da borda em escova,
com ampla especificacdo (THOMSON et. al., 2001). Ja a digestao dos lipideos, inicia-
se na boca, por meio da lipase lingual e continua no estbmago, catalisada pela lipase
gastrica, enzima estavel em meio acido. Acidos graxos livres, colesterol livre e 2-

monoacilgliceroéis sao os principais produtos da degradacao dos lipideos, que junto com
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os sais biliares, formam micelas mistas e sao absorvidos na borda em escova, sendo
que os &cidos graxos de cadeia curta e média ndo requerem a assisténcia de uma
micela para a absorcdo pela mucosa intestinal. Uma vez na célula da mucosa
intestinal, os acidos graxos de cadeia curta e média sdo diretamente liberados para o
sangue portal e transportados ao figado unidos a albumina. Entretanto, os &cidos
graxos de cadeia longa séo convertidos novamente em triacilgliceréis e agrupados com
o colesterol, fosfolipideos e proteinas especificas (apolipoproteinas) que os tornam
hidrossoluveis. Esses agregados lipoprotéicos sdo denominados quilomicrons e sao
liberados para os vasos linfaticos intestinais e a seguir para o sangue (GOODMAN,
2009). Assim como a digestao de lipideos, a digestdo dos carboidratos inicia-se na
boca com a mastigacdo, que fraciona os alimentos e mistura-os com a saliva. As a-
amilases da saliva e do suco pancreatico clivam o amido ramificado em maltose,
maltotriose e dextrinas. Esses produtos da digestdo sdo entdo reduzidos a moléculas
de glicose por glicoamilase e isomaltase, enzimas que digerem carboidrato na borda
em escova da membrana plasmatica. A borda em escova também contém as
dissacaridases sacarase e lactase, que clivam sacarose em glicose e frutose e a

lactose em glicose e galactose, respectivamente (SHAPIRO & SHAPIRO, 1979).

Uma vez que os carboidratos sejam clivados pela acdo das amilases e das
enzimas da membrana da borda em escova, 0s monossacarideos sao absorvidos pelos
enterdcitos via proteinas de transporte especificas. Nos enterécitos, a absorcdo de
glicose ocorre por meio de um processo de transporte acoplado ao ion sodio, o qual
promove transporte contra gradiente de concentracéo de glicose e a favor do gradiente
de concentracdo de sddio (Na'), através de proteinas de transporte sédio-glicose
(SGLT1) presentes na borda em escova da célula epitelial. Assim, SGLT1 aproveita o
gradiente de Na* (ou seja, baixa concentracdo de Na intracelular) que é criado pelas
ATPases na membrana basolateral para trazer hexoses para os enterdcitos. Uma vez
que SGLT1 move duas moléculas de Na* para cada molécula de glicose, ha formacéo
de gradiente de concentracdo de glicose em toda a membrana basolateral de dez mil
vezes (ARONSON et. al.,, 2003). Desse modo, a glicose concentrada no intracelular
difunde-se para o extracelular por difusdo facilitada por meio do transportador de
glicose 2 (GLUT2) presente na membrana basolateral dos enterdcitos (BINDER &
REUBEN, 2009). Diferentemente do transporte da glicose, a frutose nao € transportada

pela SGLT1 e a absorcao, proveniente do intestino, na circulagéo porta é realizada pelo
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GLUTS5, na borda em escova e nas membranas basolaterais do jejuno, o que resulta
em grande captacao de frutose pelo figado (HAVEL, 2005).

O epitélio de revestimento do trato gastrointestinal € uma das interfaces do
organismo que, delimitando o meio externo do meio interno, permite intercambios
seletivos ao longo de toda a extensdo (MACDONALD et. al., 2011). No intestino, essas
trocas se processam através do epitélio transportador, por meio de fluxos resultantes
de 4gua e de solutos nos dois sentidos: da luz intestinal (meio externo) para intersticio
e vasos (meio interno) e vice-versa. O intestino delgado absorve os produtos da

digestéo proteica, lipidica e glicidica, além de vitaminas e minerais.

Logo apds a absorcao intestinal, a maior parte dos carboidratos, aminoacidos e
uma pequena parte dos triglicerideos advindos da dieta sdo diretamente transportados
até o figado pela veia porta. No entanto, a maior parte dos triglicerideos advindos da
dieta, sobre a forma de quilomicrons, percorre caminho diferente. Esses nédo sao
absorvidos pela circulacdo porta-hepatica e sim pelo duto linfatico abdominal, driblando
0 metabolismo hepatico e sendo liberadas na circulacdo sanglinea ao nivel da veia
jugular, por meio do duto linfatico toracico. Assim chegam ao tecido adiposo, onde
deixam grande quantidade de seu conteludo de triacilgliceréis, retornando como
quilomicrons remanescentes e sao absorvidos pelos hepatécitos para a metabolizacéo
dos lipidios que restam em sua molécula, principalmente o colesterol, que é excretado
como acido biliar ou como colesterol livre na bile (NELSON & COX, 2005; HENRY,
1999 e VOET et. al.,, 2002). De um modo geral, a concentracdo dos nutrientes no
sangue é extremamente controlada pelo figado, que os capta e posteriormente o0s
distribui. Assim, o figado é considerado o 6rgao central da manutencdo da homeostase
do metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos (NELSON & COX, 2005; HENRY,
1999 e BROSNAN, 2000).

No figado, h& producdo de glicogénio a partir de aminoacidos provenientes da
dieta, gliconeogénese pdés-prandial, que € particularmente estimulada por dietas ricas
em proteinas. O tecido hepatico é capaz de oxidar aminoacidos, sendo essa importante
fonte de energia para o 6rgdo (NELSON & COX, 2005; BROSNAN, 2000 e
MARZZOCO & TORRES, 1999), enquanto que a utilizacdo de acidos graxos pelo
figado acontece em pequenas propor¢cdes. No periodo pés-prandial, estimulado pela
insulina, os acidos graxos podem ser sintetizados em alta velocidade pelo figado a

partir de moléculas de acetil-coA. Os acidos graxos sintetizados podem ser exportados
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por meio das lipoproteinas transportadoras, como a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) até o tecido adiposo, local onde serdo armazenados (NELSON &
COX, 2005; VOET et. al.,, 2002; MARZZOCO & TORRES, 1999 e STRYER, 1992).
Com relacdo ao metabolismo glicidico, no figado o transporte de glicose € realizado
pelo GLUT2, o qual, de modo eficiente, mantém a concentracdo de glicose no
hepatécito na mesma propor¢do com que 0O nutriente se encontra na circulacédo
sanguinea (NELSON & COX, 2005 e VOET et. al., 2002). No entanto, a glicose so
podera ser utilizada pelo tecido hepatico apos ser fosforilada. A enzima responséavel
por essa reacao, a glicoquinase, possui baixa afinidade pela glicose. Assim, o figado s6
ird fosforilar e garantir a permanéncia da glicose dentro das células hepaticas, uma vez
gue haja concentracdo suficientemente alta de glicose na circulacdo. Isso ocorre,
porque o figado pode usar outros substratos energéticos como acidos graxos ou
aminoacidos como fonte energética. Apesar da insulina ndo influenciar a captacdo de
glicose nas células hepaticas, influencia diretamente a utilizacdo da glicose por estas
células. A glicose s6 sera utilizada pelo figado como nutriente preferencial quando a
razdo insulina/glucagon for alta o suficiente para ativar a via glicolitica. O alto aporte de
glicose, juntamente com a presenca de insulina, estimula a sintese de glicogénio, e,
neste momento, o figado passa a armazenar glicose (NELSON & COX, 2005; VOET et.
al., 2002 e MARZZOCO & TORRES, 1999).

ApoOs metabolizacdo hepética, como forma de garantir a sobrevivéncia mesmo
em condicdes de escassez, 0os mamiferos sdo capazes de estocar nutrientes
consumidos e nao requisitados para suprir as necessidades metabdlicas imediatas de
proteinas, lipideos e carboidratos. O tecido adiposo é o principal reservatério
energético do organismo, compreendendo de 15% a 25% do peso corporal em
individuos eutrdéficos. Esse tecido localiza-se principalmente na regido subcutéanea e
visceral, porém com tendéncia em acumular-se na cavidade abdominal (VOET et. al.,
2002 e STRYER, 1992). Os adipécitos sédo células especializadas no acumulo de
grandes quantidades de triglicerideos (TG) no citoplasma (NELSON & COX, 2005;
VOET et. al., 2002 e MARZZOCO & TORRES, 1999). Grande parte dos acidos graxos
que constituem as moléculas de TG chega ao tecido adiposo transportado pelas
lipoproteinas plasmaticas (NELSON & COX, 2005 e VOET et. al., 2002). A sintese de
TG, a partir de moléculas de glicerol-3-fosfato e acidos graxos ou a hidrélise da
molécula de TG sdo processos regulados pela disponibilidade de glicose nas células do
tecido adiposo (VOET et. al., 2002 e STRYER, 1992). A entrada de glicose no tecido
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adiposo é feita pelos transportadores GLUT4 dependentes da a¢éo da insulina (VOET
et. al., 2002) e, assim, quando a concentracdo desse hormonio esta alta, o glicerol-3-
fosfato € produzido no tecido adiposo pela reducdo da dihidroxiacetona fosfato,
intermediaria da via glicolitica, e novas moléculas de TG podem ser armazenadas
(STRYER, 1992).

A absorcdo de nutrientes induz resposta hormonal complexa e integrada,
favorecendo processos anabolicos em detrimento dos catabdlicos. No estado
alimentado ha predominio das a¢des da insulina sobre as do glucagon e a chegada de
glicose em grandes quantidades determina a captagdo da molécula com consequente
fosforilacdo. O estimulo da liberacdo de insulina é resultante da intervencao de fatores
neurais, hormonais e metabélicos (LEFEBVRE & SCHEEN, 1999). A insulina tem
efeitos diretamente anabdlicos como a sintese de glicogénio e de acidos graxos, bem
como a captacdo de aminoacidos e sintese proteica. Efeitos anticatabdlicos da insulina
incluem a diminuicdo da glicogendlise, da cetogénese, da lipdlise, do catabolismo
proteico e da gliconeogénese. Alguns fatores enddcrinos intestinais com atividade
insulinotrépica sédo estimulados pelos nutrientes, especialmente pelos carboidratos (LA
BARRE & STILL, 1930).

2.2 ESTADO POS-PRANDIAL x INFLAMACAO

A hiperglicemia pés-prandial induzida por dietas ricas em carboidratos, assim
como a hipertrigliceridemia induzida por dietas ricas em lipideos, podem induzir a
ocorréncia de estresse oxidativo, com formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (CHUNG et. al., 1998; CERIELLO et. al., 2001; ALIPOUR et. al., 2007 e RIZZO
et. al., 2009). Acredita-se que esse estresse oxidativo € acompanhado por inflamacéo
poés-prandial e comprometida funcdo endotelial (CERIELLO et. al.,, 2002). Algumas
evidéncias sugerem que a resposta inflamatéria aguda originada de tal estresse
oxidativo pés-prandial pode levar a reducéo da sensibilidade a insulina (MOHANTY et.
al., 2000 e SHOELSON et. al., 2006) e que o estado alimentado, em situacdes de
sobrecarga metabdlica, € um fator para o desenvolvimento de doencas crbénicas (van
OOSTROM et. al., 2004 e ALIPOUR et. al., 2007).
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Sugere-se que alguns mediadores inflamatérios por si s6 podem desencadear
insulino-resisténcia, mesmo na auséncia de obesidade e outros fatores (SHOELSON
et. al., 2006). Por exemplo, acredita-se que a ingestado de dietas ricas em gordura ou
glicose possa provocar resposta inflamatoria em curto periodo de tempo (MOHANTY
et. al., 2000; HYSON et. al., 2002 e BASHAN et. al., 2009). A ingestao excessiva de
alimentos altamente energéticos pode representar potente indutor de inflamacgéo pés-
prandial (BURTON-FREEMAN, 2010). WATT e colaboradores (2006) mostraram que a
administracdo de lipideos em camundongos, em poucas horas, resulta em resposta
inflamatoria, como a ativacdo de JNK (do inglés C-Jun N-Terminal Kinase) no tecido
muscular e hepético. Estudos em humanos também indicam que nutrientes possam
estar envolvidos em uma resposta inflamatoria aguda. ALJADA e colaboradores (2004)
observaram, poucas horas apés a ingestéo de dieta rica em gordura e em carboidratos,
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo do fator de transcricéo

nuclear-k3 (NF-kf) em leucdcitos circulantes.

Evidéncias propdem a existéncia de elo entre inflamagéo sistémica de baixa
intensidade e diversas doencas crénicas (ARNER et. al. e BULLO et. al., 2007), sendo
que, na literatura, essa inflamagao € conhecida como “metainflamagao” (inflamacgao
desencadeada metabolicamente) (HOTAMISLIGIL, 2006), “parainflamagao”
(MANTOVANI et. al., 2008) ou “inflamacéao latente” (MEDZHITOV, 2008) e n&o inclui as
caracteristicas de inflamacéo classica (dor, rubor, inchago e calor). O inicio da resposta
inflamatoria tradicional é usualmente descrita em termos de patdégenos, no qual uma
molécula de um parasita ou um dano tecidual dispara vias de sinalizacdo celular para
iniciar resposta imunoldgica. Entretanto, os fatores que iniciam reposta inflamatoria
induzida por dieta ainda ndo sdo completamente conhecidos. Hé relatos na literatura de
gue os fatores envolvidos na ativacdo da metainflamacdo originem-se em células
metabdlicas especializadas, como em adipdcitos, hepatdcitos e midcitos. Acredita-se
que tais células possuam mecanismos proprios de defesa, uma vez que sao capazes
de participar na comunicacédo de vias inflamatdrias em resposta a sinais de perigo. Por
exemplo, os adipdcitos podem executar muitas das cascatas de sinalizagdo
inflamatdrias como a dos inflamassomas e a da ativacdo de receptores do tipo Toll
(TLR), JNK e de NF-kB, além da produgado de citocinas inflamatorias em reposta a
estresse metabdlico, papel normalmente conhecido de células imunes profissionais
(GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011).
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Uma vez que o processo desencadeante da reposta inflamatéria induzida por
dieta ainda ndo é conhecido, diversas teorias sdo postuladas para explicid-los. Uma
delas € a de que os nutrientes por si sO ja sejam naturalmente inflamatdrios, ou seja,
exista resposta fisioldégica das células metabdlicas frente aos nutrientes o que resulta
na ocorréncia da inflamagéo de baixa intensidade (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011).
Uma segunda teoria € a de que alimentar-se possa, espontaneamente, unir 0s
nutrientes as moléculas inflamatoérias e, assim, desencadear resposta inflamatoria. Por
exemplo, apos a ingestdo de alimentos ocorre aumento da permeabilidade intestinal,
provavelmente para assegurar a maxima captacao de nutrientes. CANI e colaboradores
(2007) e ERRIDGE e colaboradores (2007) mostraram que a concentracdo sérica de
lipopolissacarideo (LPS) estava aumentada no estado alimentado tanto em
camundongos quanto em humanos, sugerindo a hipétese que a permeabilidade
intestinal libere moléculas inflamatérias na circulagdo, permitindo a entrada de
nutrientes acoplados a essas. Em animais magros, tanto no estado alimentado quanto
no jejum, a concentracdo intestinal de nutrientes ligados a LPS é baixa, indicando que
o sistema lidou efetivamente com a carga de nutrientes. Entretanto, o intestino de
animais obesos é constantemente mais permeavel que de animais magros e a
concentracdo sérica de LPS é maior, indicando que o sistema ndo funciona mais
efetivamente. Isso sugere que pode haver a presenca de estimulo constante para os
sinais inflamatérios (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011).

Diante dos exemplos descritos acima, GREGOR & HOTAMISLIGIL (2011)
formularam a seguinte hipétese: durante o ciclo jejum/alimentado ocorre reposta
inflamatoria pulsatil nas células metabdlicas. Em condigdes normais, o0 pico da
inflamacéo de baixa intensidade ocorre com a alimentacao e é resolvido logo apés os
nutrientes serem metabolizados. Entretanto, em condi¢cdes de hiperalimentacédo ou
obesidade, o estimulo constante da ingestdo de nutrientes resulta em ativacdo da
resposta inflamatdria mais consistente. Tais sinais, acumulados com o passar do
tempo, prejudicam as vias metabdlicas normais, podendo chegar a um nivel no qual as
células imunes profissionais sdo alertadas e recrutadas para o processo. Uma vez que
essas células estejam ativas e participando da resposta inflamatoria, a gravidade da

resposta aumenta (figura 1).



27

Respostainflamatdriaem
condi¢cdes de hiperalimentacao
ou obesidade

Recrutamen-
to de células

inumoldgicas
Grau da resposta

inflamatoria

Respostainflamatoria
em condi¢des normais

Ciclo jejum/alimentado

Adaptado de GREGOR & HOTAMISLIGIL (2011)

Figura 1 - Reposta inflamatoria pulsatil nas células metabdlicas durante o ciclo

jejum/alimentado em condi¢cdes normais e de hiperalimentacdo ou obesidade.

Outra teoria para explicar a origem da inflamac&o encontrada na obesidade é a
de que os nutrientes ndo sejam naturalmente inflamatérios, mas sim que, em excesso,
possam acarretar na ativacdo de vias de patogenicidade classica ou de repostas
imunologicas. Tal hipotese sugere que o organismo seja estimulado a reconhecer o
excesso de nutrientes como patologico. A exposi¢cdo constante do organismo aos
nutrientes leva a perda de especificidade e da habilidade do sensor do patdbgeno em
reconhecer estruturas semelhantes, como lipideos. Alguns trabalhos na literatura
demonstram tais hipoteses, principalmente avaliando os TLR’s (SHI et. al., 2006) e a
PKR (do inglés pathogen-sensing kinase) (GARCIA et. al., 2006). Os TLR’s sao os

responsaveis por distinguir varias vias de padrdes de reconhecimento de patdogenos
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(PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patters) expressos por amplo
espectro de agentes infecciosos, que tem como funcdo o reconhecimento do patégeno
e a estimulacdo da resposta imunoldgica contra os agentes patolégicos. Sugere-se
gue, como as ceélulas metabolicas especializadas possuem sistema préprio de defesa,
elas expressem TLR4 e TLR2 funcionais. Estudo em camundongos revelou que TLR4
do tecido adiposo podem ser ativados pela infusdo de &cidos graxos saturados e que
essa ativacdo contribui para insulino-resisténcia (SHI et. al., 2006). Além disso, a
concentracdo de &cidos graxos, elevada por meio de dieta rica em gordura, provoca
aumento na expressdo de TLR4, enquanto que a perda genética de TLR4, nas
mesmas condi¢des, pode melhorar a insulino-resisténcia (SABERI et. al., 2009 e
TSUKUMO et. al., 2007).

O segundo exemplo é o da PKR, proteina conhecida por sinalizar dupla fita de
RNA, indicativo de invasdo viral na célula, o que é capaz de iniciar resposta
inflamatéria (GARCIA et. al.,, 2006). Recentemente NAKAMURA e colaboradores
(2010) mostraram que PKR € ativada, na auséncia de virus, durante a obesidade ou
por meio da infuséo de lipideos, em camundongos. A PKR por si s6 pode estimular a
atividade da JNK e regular a sinalizacdo de insulina nas células metabdlicas, a partir de
sinais induzidos por dieta rica em gordura. Portanto, o modelo derivado desses
exemplos é o de que sobrecarga de nutrientes promova a ativacdo de sensores de
patogénicos (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011).

Até o momento, alguns estudos com culturas de células identificaram possiveis
nutrientes capazes de induzir inflamacdo metabdlica e, os &cidos graxos livres,
especialmente os saturados, parecem ativar vias de sinalizacao inflamatéria em varios
tipos celulares (BODEN & SHULMAN, 2002 e IYER et al., 2010).

Cabe ressaltar que, embora o processo inflamatério seja principalmente
conhecido pelo seu papel destrutivo, causando consequéncias maléficas para o
organismo, a inflamacédo tem finalidade fisiolégica. Em geral, a resposta inflamatéria
controlada pode ser benéfica como, por exemplo, na protecdo contra a infeccdo, mas
pode tornar-se prejudicial se desregulada, por exemplo, causando choque séptico.
Sugere-se que a inflamagéo desencadeada pelo mau funcionamento dos tecidos, como
ocorre nas doencas cardiovasculares e diabetes melitus tipo I, tem como objetivo a

restauracdo da homeostase e a adaptacao a este estresse (MEDZHITOV, 2008).
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Assim, todo estado patoldgico inflamatoério tem uma contrapartida fisiolégica. No
entanto, enquanto a base fisiolégica da infeccdo induzida pela inflamacdo é clara,
outros tipos de resposta inflamatéria s&o conhecidos apenas em ambientes
patolégicos, ndo havendo entendimento claro da compensacdo fisiologica

(MEDZHITOV, 2008).

A reposta inflamatoria induzida por dieta ainda € pouco conhecida e faltam
evidéncias para o envolvimento direto de nutrientes com 0s sensores patogénicos ou
imunoldgicos. Assim, existe clara necessidade de estudos que investiguem a
associacdo entre mudancas no metabolismo de macronutrientes durante o periodo
pos-prandial e a ocorréncia da inflamacao, sendo importante, também, a avaliacdo da
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (BURDGE et. al., 2003), pois a ingestao
alimentar parece alterar as concentragdes de citocinas circulantes (BLACKBURN et.
al., 2006). ARYA e colaboradores (2010) sugerem que a inflamacdo pds-prandial é
caracterizada somente por aumento pequeno na concentracdo plasmatica de

determinados marcadores proé-inflamatorios.

Dentre os marcadores pro-inflamatorios, a interleucina 6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral o (TNF-o) sdo os mais avaliados na resposta pos-prandial. A IL-6 é
citocina envolvida na regulacdo de respostas imunoldgicas, respostas de fase aguda,
hematopoese e inflamacdo. Tal citocina é produzida por células endoteliais,
fibroblastos, mondcitos e macroéfagos frente a diferentes estimulos como IL-1, IL-17 e
TNF-a, durante a ocorréncia de inflamagao sistémica. Na imunidade inata, a IL-6
controla o trafego e ativacdo de leucdcitos, além de controlar a producéo de proteinas

de fase aguda pelos hepatécitos (HURST et. al., 2001).

O fator de necrose tumoral o é uma citocina proé-inflamatéria produzida
principalmente por mondécitos e macréfagos envolvida em inflamacfes sistémicas,
estimulando reacdes de fase aguda. O TNF-a causa a morte apoptética da célula,
proliferacdo celular, diferenciacdo, inflamacdo, combate a tumores e replicacédo viral
(FURUKAWA et. al., 2007). Em modelos animais, a administracdo de TNF-a parece
levar a um grave comprometimento da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina
(HOTAMISLIGIL et. al., 1993). Além disso, tem sido sugerido que o TNF-a induz
resisténcia a insulina, pelo menos em parte, pelo aumento da taxa de lipdlise do tecido
adiposo (BOTION et. al., 2001 e GREEN et. al., 1994). Acidos graxos saturados, na

forma de palmitato, induzem inflamacéo e aumentam a expressao de IL-6 e TNF-a em
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cultura de adipdcitos (AJUWON et. al., 2005), células musculares (WEIGERT et. al.,
2004) e macrofagos do tecido adiposo (SUGANAMI et. al., 2005), enquanto que o
acido graxo a-linolénico possui atividade anti-inflamatoria (BASU et. al., 2006), inibindo
a expressao e a secrecao de IL-6 em cultura de mondcitos humanos (ZHAO et. al.,
2005).

Outro marcador que poderia estar associado a processos inflamatérios é a
quimiocina ligante 2 (CCL-2), também conhecida como proteina quimioatraente para
monocitos 1 (MCP-1). A molécula de CCL-2 é um polipeptidio monomeérico produzido
em resposta a estimulos inflamatorios. Trata-se de molécula membro da familia das
quimiocinas CC, fundamental para o recrutamento de macrofagos e mondcitos em
varios modelos de inflamacdo (ROLLINS, 1997), devido a capacidade de recrutar
monaocitos, células T de memoria e células dendriticas para o local de injuria tecidual,
infeccdo e inflamagdo (CARR et. al, 1994 e XU et. al, 1996). SARTIPY E
LOSKUTOFF (2003) demonstraram que essa quimiocina pode contribuir para a
ocorréncia de doencas associadas a hiperinsulinemia e obesidade, incluindo diabetes
tipo Il (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003). Outros estudos afirmam, ainda, que
concentragfes elevadas de CCL-2 estdo diretamente relacionadas as vias de indugéo
da resisténcia a insulina (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003; KANDA et. al., 2006). A
possivel explicacdo da ligacdo do CCL-2 com a resisténcia a insulina € que, juntamente
com outras moléculas inflamatorias expressas pelo tecido adiposo, como TNFa e IL-6,
0 CCL-2 pode influenciar o metabolismo de glicose e lipidios por ativar vias proé-
inflamatérias que interferem na cascata de sinalizagdo da insulina, inibindo a acéo
desse hormonio (KAMEI et al, 2006).

A Pentaxina 3 (PTX3) é uma proteina de fase aguda presente no sangue em
pequenas concentracbes em condi¢cdes normais. Contudo, durante o choque séptico,
sepse e outras condi¢des inflamatdrias e infecciosas aumenta rapidamente e de forma
eficaz, correlacionando-se com a gravidade da doenca. PTX3 € um marcador primario
de ativacao local da imunidade inata e inflamacdo (MULLER et. al., 2001 e FAZZINI et.
al., 2001) e assim, podendo ser utilizada para avaliagao de inflamacgéo sistémica.

Além das moléculas classicas associadas ao processo inflamatério relatadas
anteriormente, citam-se algumas adipocitocinas que recentemente também tém sido
associadas a papel anti ou pro-inflamatério como a adiponectina e a resistina,

respectivamente. A adiponectina € uma adipocina produzida quase que exclusivamente
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por adipdcitos e estd presente no sangue em altas concentracdes, representando
molécula protetora contra disfun¢cdes metabdlicas induzidas pela expanséo do tecido
adiposo (OUCHI et. al.,, 2003). Essa adipocina € conhecida como um fator
sensibilizador a insulina e por ter acdo anti-inflamatéria, anti-diabética e anti-
aterogénica e, a concentracdo sérica encontra-se diminuida na obesidade, na
resisténcia a insulina e no diabetes tipo Il (KERSHAW & FLIER, 2004 e KADOWAKI et
al., 2006). Os efeitos benéficos da adiponectina na sensibilidade a insulina sé&o devidos,
pelo menos em parte, pela agcdo em ativar AMPK (do inglés AMP-activated protein
kinase) no musculo esquelético e figado. A ativacdo de AMPK promove aumento da
oxidacao lipidica, maior captacdo de glicose no musculo e inibicdo da gliconeogénese
no figado (YAMAUCHI et al.,, 2002 e TOMAS et al., 2002). J4 a resistina é descrita
como um polipeptideo relacionado a resisténcia a insulina induzida pela obesidade e a
concentragdo sérica dessa adipocina encontra-se aumentada em animais obesos e
diabéticos (STEPPAN et al., 2001). Os efeitos da resistina na modulacdo do
metabolismo de glicose ocorrem em nivel do receptor de insulina, como evidenciado
pela diminuicdo da fosforilacdo desse receptor dependente de insulina e diminuicdo da
transmissdo do sinal na cascata de sinalizagdo da insulina, incluindo alteracbes na
fosforilacdo de [IRS-1(substrato receptor de insulina 1), atividade de PI3K
(fosfatidilinositol-3-kinase) associada ao IRS-1, producdo de PIP3 (fosfatidilinositol
trifosfato) e ativacdo de Akt (STEPPAN et al.,, 2005). A acdo da resistina é também
associada a ativacdo de SOCS-3 (do inglés suppressor of cytokine signalling 3), um

inibidor da sinalizacao da insulina, em adipocitos (STEPPAN et al., 2005).

Existem evidéncias de que a ingestdo de refeicdo rica em gordura modula a
concentracdo de adipocinas circulantes (MANNING et. al., 2004 e NAPPO et. al,
2006). Entretanto, a associacdo entre a expressado e a secrecdo de citocinas apés a
ingestdo de refeicdo rica em diferentes carboidratos dietéticos ainda n&o foram

investigadas.

Ja a investigacao da participacao de células no processo inflamatério comecou a
ser destacada na segunda metade do século XIX, quando autores descreveram o papel
de células préprias do tecido e células migratérias, bem como o fenbmeno da
fagocitose durante a ocorréncia da inflamagdo. O acumulo de leucdcitos,
principalmente neutrofilos e células derivadas de monocitos, é uma caracteristica

importante da reacao inflamatoéria. Durante o processo h&d aumento local de mediadores
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inflamatorios que promovem aumento da permeabilidade capilar e também quimiotaxia,
processo quimico pelo qual células polimorfonucleares, neutrofilos e macrofagos séo
atraidos para o local. Essas células, por sua vez, realizam a fagocitose dos elementos
que estdo na origem da inflamacéo e produzem mais mediadores quimicos, dentre 0s

quais estao as citocinas e as quimiocinas (MOVAT, 1985).

Os neutrdfilos sao leucécitos granulocitos polimorfonucleares (PMN), formados
na medula 6ssea que fazem parte do sistema imunologico, sendo as primeiras células
a chegar as areas de inflamacdo, com grande capacidade de fagocitose. Os
macrofagos, por sua vez, sdo células do tecido conjuntivo, ricos em lisossomos e
capazes de fagocitar elementos estranhos ao corpo. Os macréfagos sédo derivados dos
monacitos circulantes e de células conjuntivas ou endoteliais, participando do processo
de defesa do organismo contra infec¢cdes. Secretam diversos mediadores pro-
inflamatérios, principalmente citocinas, como TNF-a e interleucinas. Os eosinofilos séo
células do sistema imune responsaveis pela acdo contra parasitas multicelulares e
certas infeccbes, sendo importantes no controle de mecanismos associados com a
alergia e a asma. Desenvolvem-se na medula éssea (hematopoiese) antes de migrar
para a circulacdo. Os eosindflios, uma vez ativos, sdo capazes de produzir espécies
reativas de oxigénio, fatores de crescimento como o TGF-f3 e algumas citocinas, como
IL-6 e TNF-a. Os linfocitos apresentam grande heterogeneidade morfolégica e
funcional por possuirem consideravel capacidade para mudar de tamanho e formato.
Localizam-se em diversos tecidos e 6rgaos, as vezes aglomerados em foliculos
linféides, mais proeminentes nas mucosas digestiva (placas de Peyer) e respiratoria,

favorecendo assim a resposta imunoldgica do hospedeiro (MOVAT, 1985).

Estudos prévios demonstraram que individuos que consumiram refeicdo
moderada em gordura (40% das calorias provenientes de gordura saturada)
apresentam aumento do nimero de mondcitos com ativacdo plaquetaria (HYSON et.
al., 2002). No entanto, o papel e o recrutamento de células inflamatérias na resposta

pos-prandial ainda sdo desconhecidos.

Até a presente data, apenas um trabalho utilizando modelo animal propds
investigar a ocorréncia da inflamacéo pos-prandial (MAGNE et. al., 2010). Porém,
nesse trabalho, os autores avaliaram a reposta pds-prandial duas horas apés a
ingestao de dietas ricas em gorduras em relagcao ao jejum, ndo avaliando o efeito da

alimentacdo em si. Tal fato faz com que o entendimento da inflamag&o pés-prandial,
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bem como o papel de érgdos metabdlicos no desenvolvimento da mesma, seja

limitado.

Diante das evidéncias de ocorréncia de um processo inflamatorio no estado
alimentado, existe a necessidade de estudos que investiguem o papel dos
macronutrientes no desencadear da resposta inflamatéria durante o periodo poés-

prandial.

2.3 CARBOIDRATOS E RESPOSTA INFLAMATORIA

Para entender o papel dos carboidratos em doencas metabdlicas, um sistema de
classificacdo foi desenvolvido baseado na digestibilidade e na absorcdo dos
carboidratos, bem como a qualidade e a quantidade do carboidrato contido no alimento.
Desta forma, o indice glicémico (IG) € a medida do potencial de um carboidrato em
aumentar a glicose sanguinea e a carga glicémica (CG) refere-se a um produto do
indice glicémico (IG) e da quantidade de carboidrato presente na porcdo de alimento
consumido, comparado com um alimento padrdo (DICKINSON & BRAND-MILLER,
2005), que normalmente € a glicose ou o pao branco. A glicose € considerada um
alimento de alto indice glicémico (138), enquanto a sacarose possui moderado (87) e a
frutose baixo indice glicémico (32). Estudos epidemiol6gicos mostram que dietas ricas
em carboidratos de facil absorcédo estdo associados ao desenvolvimento de diabetes
mellitus do tipo 2 e doencas cardiovasculares (DICKINSON & BRAND-MILLER, 2005 e
LIU, 2002). O consumo de carboidratos simples tem crescido acentuadamente ao longo
dos dltimos anos, especialmente devido ao aumento no consumo de refrigerantes e
alimentos processados. Assim, dentre os carboidratos, o papel da sacarose e da
frutose em desordens metabdlicas tem sido consideravelmente investigado na literatura
(ELLIOTT et. al., 2002 e BRAY et. al., 2004).

A frutose, um carboidrato que, devido ao elevado poder de dogura e ao baixo
custo, teve grande aumento no consumo nos Ultimos anos. Algumas evidéncias
sugerem gque tal aumento pode ser um fator potencialmente importante nas taxas de
crescimento da obesidade e da sindrome metabdlica (RUTLEDGE & ADELI, 2007). De

forma curiosa, o0 aumento de 25% do consumo per capta de frutose nos ultimos 30



34

anos, coincide com o aumento da prevaléncia de obesidade e de sindrome metabdlica
(HAVEL, 2005). O consumo de sacarose foi reduzido de 80% do total de adocantes
caloricos em 1970 para 40% em 1997 devido a substituicdo da sacarose por xarope de
milho rico em frutose. Segundo DUFFEY & POPKIN (2008), a contribuicdo caldrica
desses xaropes para a populagdo americana é de 8,3% do total de ingestao energética
(189 Kcal/pessoa/dia) e 15,7% do total de carboidratos. Para BANTLE (2009), a
contribuicdo dos xaropes ja € de 10% das calorias totais ingeridas por dia e de acordo
com RUMESSEN (1992) a ingestdo de frutose livre associada ao consumo de xarope
pode contribuir com até 50% do total de carboidratos ingeridos. O inquérito avaliado por
Bowman, em 1999, a partir de dados do U.S. Department of Agriculture Continuing
Survey of Food Intakes by Individuals colhidos entre 1994 e 1996 indica que a
quantidade de acucar adicionado consumido nos Estados Unidos € de
aproximadamente 316 kcal/dia. Cerca de 43% desses acucares adicionados séo
provenientes de refrigerantes e sucos (HAVEL, 2005).

A determinacdo do consumo de frutose no Brasil ndo esta bem estabelecida.
Estima-se que ha consumo médio de cerca de 4 g/dia de frutose livre e que o consumo
de frutose provinda da sacarose seja de aproximadamente 27 g/dia (IBGE, 1996), o
gue totalizaria consumo médio de frutose de 12% do total dos carboidratos ingeridos.
Entretanto, esse numero pode ser ainda maior, pois analisando os dados da Pesquisa
de Orcamento Familiares (MINISTERIO, 2003), pode-se notar aumento de 400% no
consumo de refrigerantes comparado ao consumo na década de 70.

A frutose esta presente em alimentos pré-preparados, geléias, compotas,
xaropes, balas e principalmente em refrigerantes e sucos contendo sacarose (agucar
de mesa constituido por 50% de frutose e 50% de glicose) ou xarope de milho rico em
frutose. O xarope de milho rico em frutose é produzido a partir da isomerizacdo de
algumas moléculas de glicose do xarope e constitui a maior fonte de frutose da
populacdo norte americana, pois, embora a frutose esteja presente em frutas, mel e
algumas outras fontes de carboidratos, as quantidades consumidas provenientes
dessas fontes ndo sdo tdo grandes como € encontrada em alimentos e bebidas
adocadas por xaropes de milho (MELANSON et al., 2008).

Sugere-se que o consumo elevado de frutose, 20% das calorias ingeridas, ja
seja responsavel pelo surgimento de efeitos prejudiciais ao organismo (FRANZ et. al.,

2002). Aléem de apresentar relagdo com o desenvolvimento da obesidade, o aumento
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do consumo da frutose tem sido associado a ocorréncia de comorbidades como
aumento de triglicerideos, é&cidos graxos livres e colesterol. Muitos estudos ja
demonstram que o consumo em longo prazo de dieta rica em frutose € capaz de
desenvolver alteracdes fisiolégicas e metabdlicas tanto em modelos animais como em
humanos (STANHOPE et. al., 2009; JURGENS et. al., 2005; LINGELBACH &
MCDONALD, 2000; BANTLE, 2009; STANHOPE & HAVEL, 2008; KELLEY, ALLAN &
AZHAR, 2009 and KAWASAKI et. al., 2009). COLLINO e colaboradores (2010)
verificaram que animais alimentados com dieta rica em frutose e colesterol
apresentaram, apos 15 semanas de consumo, aumento de peso corporal, aumento de
tecido adiposo epididimal e hepatico assim como aumento das concentracfes
plasmaticas de triglicérides em relacdo ao grupo alimentado com dieta controle.
AXELSEN et. al. (2010) mostraram que animais alimentados com dieta similar (rica em
frutose e colesterol) apresentaram, além do aumento de colesterol total, reducdo das
concentracdes de HDL plasmaéticos.

Trabalhos recentes tém demonstrado que tanto o consumo croénico, de oito a
dez semanas (STANHOPE et. al., 2009), como por curtos periodos de tempo, vinte e
quatro horas (TEFF et. al., 2004), de dietas ricas em frutose sdo capazes de aumentar
0S nhiveis pos-prandiais de triglicerideo. Tais evidéncias sugerem que a
hipertrigliceridemia pos-prandial seja uma das primeiras desordens metabdlicas
associada ao consumo de frutose (STANHOPE & HAVEL, 2008).

Nos hepatécitos, diferentemente do metabolismo da glicose, a frutose é
prontamente disponivel para a sintese de &cidos graxos, via metabdlica denominada
lipogénese. A lipogénese hepatica é estimulada pelo consumo de frutose devido
basicamente a trés motivos. Primeiro: o figado € o lugar principal do metabolismo da
frutose (MAYE, 1993); segundo: a entrada de frutose na glicélise via frutose-1-fosfato é
independente da taxa de controle da glicolise, catalisada pela fosfofrutoquinase,
enzima essa responsavel pela regulacdo da quantidade dos substratos lipogénicos
como o acetil-CoA e glicerol-3-fosfato (MAYE, 1993); e terceiro, a frutose pode ativar a
proteina 1c ligadora do elemento regulada por esterdis (SREBP-1c) independente de
insulina, o que pode ativar genes envolvidos na sintese de enzimas lipogénicas
(MATSUZAKA et. al., 2004).

O aumento na sintese de acidos graxos, estimulado pela frutose, acarreta

aumento na sintese de triglicerideo. Esse, por sua vez, pode ser empacotado na forma
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de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) pelo figado e exportado para a
corrente sanguinea (LEWIS, 1997). Os triglicérides presentes nas VLDLs circulantes
podem ser hidrolisados pela lipase lipoprotéica em acidos graxos nao esterificados e
em monoacilglicerol. O tecido adiposo é capaz de captar esses componentes e
reesterificar os acidos graxos livres em triglicerideo, armazenando-os. Desta forma, o
consumo excessivo de frutose pode aumentar as concentracdes plasméticas tanto de
triglicérides como de acidos graxos livres, bem como propiciar o aumento de
adiposidade (RUTLEDGE & ADELLI, 2007). Além dos efeitos sobre a lipogénese, estudo
recente demonstrou que dietas ricas em frutose séo capazes de diminui a oxidagéo
lipidica em humanos (MILLER & ADELI, 2008) processo esse que, mais uma vez, pode

contribuir para o aumento da adiposidade.

STANHOPE & HAVEL (2008) avaliaram individuos que mantiveram livre acesso
as suas dietas habituais e fizeram uso ou de bebida adocada com frutose ou bebida
adocada com sacarose durante oito semanas. Ambos 0S grupos apresentaram
aumento em meédia de 1,5 kg em relacdo ao peso corporal inicial, no entanto, os
individuos em uso de bebida rica em frutose apresentaram mais gordura abdominal.
Esse resultado sugere que a hipertrigliceridemia pés-prandial induzida pelas dietas
ricas em frutose pode promover deposicao lipidica, em maior grau, no tecido adiposo
visceral (STANHOPE & HAVEL, 2008). Tal evidéncia € importante devido ao
conhecimento da associagao entre o aumento da adiposidade visceral e a ocorréncia
da resisténcia a insulina (ABATE et. al., 1995 e PAULSON et. al., 2010). Os resultados
disponiveis na literatura a respeito da ingestdo de frutose analisam o consumo em
longo prazo, sendo que as possiveis alteracdes induzidas pelo consumo de uma Unica

refei¢cdo rica em frutose ainda néo foram investigadas.

A importancia de estudos que levam em consideracao o estado pés-prandial dos
individuos deriva do fato de que a maioria da populacdo esta no estado pds-prandial
constante (MARGIORIS, 2009), pois estima-se que grande parte da populacdo passe
de 14 a 18 horas por dia no estado alimentado (LAIRON, 1996). Porém,
contraditoriamente, a maioria dos estudos € realizada nos estado de jejum. Além disso,
a integracdo de alimentos e imunidade inata € um conceito novo, sendo que o termo
inflamagéo pos-prandial surgiu recentemente como um conceito importante na nutrigao

humana. Assim, € de fundamental relevancia a investigacdo da possivel ocorréncia de
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inflamacgéo pés-prandial sistémica, bem como a identificacdo dos sitios de ocorréncia
de tal inflamacéao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se animais alimentados apresentam inflamacao pos-prandial sistémica e
determinar se o tecido adiposo epididimal, figado e intestino seriam possiveis sitios de
localizacdo de tal inflamacéo. Além disso, avaliar o papel de diferentes carboidratos

dietéticos na resposta pos-prandial, especialmente a frutose.

3.2 Objetivos especificos

¢ Investigar se animais alimentados com diferentes carboidratos dietéticos apresentam

hiperglicemia, hiperlipidemia e hipercolesterolemia pos-prandial;

¢ Investigar a ocorréncia de inflamacao pos-prandial sistémica por meio da avaliacao
de células inflamatérias circulantes, como leucécitos (linfécitos, mondcitos e
neutrdfilos), da proteina de fase aguda PTX3 e da concentracdo sérica das adipocinas

adiponectina e resistina;

® |nvestigar se importantes érgaos metabodlicos, como tecido adiposo epididimal,
figado e intestino apresentam aumento local na liberacdo de mediadores pro-
inflamatoérios e de células no estado pos-prandial, representando possiveis sitios de

ocorréncia de tal inflamacéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Delineamento experimental

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
UFMG (CETEA- protocolo 63/2010) sob o titulo de “Inflamacgao pos-prandial: efeito da

obesidade e de dietas ricas em frutose” (ver apéndice A).

Foram utilizados noventa e seis camundongos machos com aproximadamente
quatorze semanas de idade da raca BALB/c obtidos do biotério central da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO — UFMG).

Os animais foram submetidos ao jejum noturno, 14 horas, e apds esse periodo,

0s mesmos foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme se seguem:
(Jejum) animais submetidos a eutanasia em jejum;
(C) animais alimentados com dieta controle (AIN-93, contendo 20% sacarose);

(G) animais alimentados com dieta AIN-93 no qual a sacarose foi substituida por 20%

de glicose;

(F) animais alimentados com dieta AIN-93 no qual a sacarose foi substituida por 20%
de frutose;

Os grupos C, G e F foram divididos em gaiolas individuais e realimentados
durante 1 hora com um grama das respectivas dietas identificadas nos grupos acima.
Apods esse periodo, a sobra alimentar foi retirada e quantificada. Os animais foram,
entdo, submetidos a eutanasia por exsanguinagcado depois de serem anestesiados com
100ul de anestésico ketamina: xilasina: PBS (3:1:4) nos diferentes tempos poés-

prandiais: 1, 2 e 4 horas.

A dieta AIN93M € uma dieta formulada para manutencédo de roedores adultos,
sendo a mesma manipulada a partir de ingredientes isolados, o que permite

modificacdo em componentes especificos da dieta, como pode ser observado na tabela
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1. A tabela 2 apresenta a distribuicdo de macronutrientes da dieta AIN 93 controle (C) e

das dietas experimentais modificadas contendo glicose (G) ou frutose (F) utilizadas no

protocolo experimental.

Tabela 1 — Composigéo da dieta AIN-93M formulada para manutencao de roedores

adultos

BHT

Bitartarato de colina
Cistina (metionina)
Mix de vitaminas
Mix de minerais
Celulose

Oleo de soja
Sacarose
Maltodextrina
Caseina

Amido de milho
Agua destilada

0,008 g
2,50 g
1,809
10,00 g
35,00 g
50,00 g
40,00 g
100,00 g
155,00 g
140,00 g
465,692 g
300,00 g
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Tabela 2- Composicdo das dietas AIN-93 controle e modificadas. Os dados sé&o

apresentados em porcentagem (%).

Dietas AIN-93 AIN-93 AIN-93
(Controle) Glicose Frutose

Proteina 141 14,1 14,1
Lipidio 10,0 10,0 10,0
Carboidrato 75,9 75,9 75,9
Sacarose 20 - -
Glicose - 20 -
Frutose - - 20

Figado, intestino e tecido adiposo epididimal foram removidos e utilizados

imediatamente ou conservados em freezer -20°C até o momento do uso. O sangue foi

coletado em tubos, centrifugado para a obtencéo do soro e armazenado a -20°C para a

dosagem de triacilglicerol, colesterol total e glicose.
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4.2 Métodos

4.2.1 - Contagem total de células sanguineas

10 pL de sangue foram retirados da cauda dos animais, com auxilio de uma
pipeta, e colocados em tubos plasticoscontendo 90 pL de solucdo de Turkey (Sigma,
St. Louis, MO, USA). As amostras foram homogeneizadas e 10 yL do homogenado
foram colocados na camara Newbauer. Os leucécitos foram corados com violeta

genciana e quantificados em microscépio com objetiva de 100X.

4.2.2 — Esfregaco sanguineo

Uma gota de sangue proveniente da cauda do animal foi colocada na
extremidade de lamina de vidro e com auxilio de outra lamina este sangue foi
distribuido uniformemente para contagem diferencial dos leucécitos circulantes. Apos
secagem, em temperatura ambiente, foi realizado a coloracdo com Kit panético e a

leitura em microscopio com objetiva de 100X.

4.2.3 — Avaliacao do perfil lipidico

4.2.3.1 - Determinacado da concentracao sérica de colesterol total

A concentracdo de colesterol total foi determinada pelo método da colesterol
oxidase proposto por ALLAIN et. al. (1974). Foi utilizado kit comercial KATAL, Belo
Horizonte, MG, Brasil. A técnica consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela
enzima colesterol esterase, formando colesterol livre. Este colesterol, na presenca da
colesterol oxidase e de oxigénio, gera peroxido de hidrogénio que por sua vez, reage

com a peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina, produzindo um composto
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de coloracdo réseo-avermelhado que possui absorbancia maxima de 500nm. Para
avaliar as concentracdes séricas de colesterol dos animais, apds a aplicacdo do
anestésico o sangue foi obtido pelo plexo inguinal, em jejum ou no determinado periodo
pos-prandial. O sangue foi armazenado em tubo eppendorf e centrifugado, a 3000 RPM
por quinze minutos para separacdo do soro. A concentracdo de colesterol sérico foi
determinada por um ensaio em microplacas de 96 pocos, conforme FAZIO et. al.
(1997). Uma aliquota de 5 pL de cada amostra foi diluida em 495 uL de agua
deionizada (1:200). Foram plaqueados 100 pyL de cada amostra diluida. 100 uL de
reagente de colesterol total foram adicionados a cada amostra e a placa foi incubada
em estufa a 37°C por 15 minutos. Apoés a incubacgédo, a absorbancia foi lida a 492nm em

um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).

4.2.3.2 - Determinacdo da concentracdo sérica de triglicérides

A concentracdo sérica de triglicérides foi determinada conforme o método
enzimatico colorimétrico (FOSSATI & PRENCIPE, 1982), utilizando kit comercial
KATAL, Belo Horizonte, MG, Brasil. O método consiste na hidrélise dos triglicérides
séricos pela lipase lipoproteica produzindo glicerol livre. O glicerol é fosforilado pela
glicerol quinase, cujo produto sofre a acédo da glicerol fosfato, o qual, em presenca de
oxigénio, produz o peréxido de hidrogénio. A peroxidase age sobre o peroxido de
hidrogénio que em presenca de reagente fendlico 4-clorofenol e 4-aminoantipirina,
produz composto réseo avermelhado, com absor¢cdo maxima a 510nm. Para avaliar as
concentracbes séricas de triglicérides dos animais, o ensaio foi realizado em
microplacas de 96 pocos. Uma aliquota de 5 yL de cada amostra foi diluida em 495 L
de agua deionizada (1:100). Foram plaqueados 100 pL de cada amostra diluida. 100
ML de reagente de cor foram adicionados a cada amostra e a placa foi incubada em
estufa a 37°C por 15 minutos. Apés a incubacédo, a absorbancia foi lida a 492nm em

leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus).
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4.2.4 - Avaliacao da glicemia

A concentracao sérica de glicose foi dosada por meio do kit enzimatico KATAL,
Belo Horizonte, MG, Brasil. O teste se baseia ha oxidac&o da glicose a acido gluconico,
por meio da glicose oxidase, liberando peroxido de hidrogénio. A peroxidase, em
presenca de fenol e 4-aminoantipirina, reage com o peréxido de hidrogénio produzindo
composto réseo-avermelhado com absor¢cdo maxima a 520nm. Em microplaca, foram
plagueados 2 yL de cada amostra com posterior adicdo de 200 uL do reagente de
glicose em todos os pocos. A microplaca foi incubada em estufa a 37°C por 15 minutos.
ApOGs a reacdo, foi feita a leitura da absorbancia a 492nm em leitor de microplaca
(Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). Para a determinacdo do padrdo foram

substituidos 2 yL da amostra por 2 pyL de padrao.

4.2.5 - Extracao de citocinas de tecidos

Fragmentos do tecido adiposo foram macerados em homogeneizador proprio na
presenca de 1 mL de solucéo inibidora de proteases (NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%;
albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de
benzeténio 0,21mM; EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina), preparada a partir de solucéo
de tampao fosfato (NaCl 8g, KCI 0,2g e Na,HPO,412H,0 2,899 diluidos em 1 litro). A
solucao resultante foi centrifugada por 10min a 10000 r.p.m. a 4°C e o infranadante foi
recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA.

4.2.6 - Determinacao de citocinas por Elisa

As amostras foram diluidas na propor¢cdo de 1:4, 1:10, 1:100 e 1:1000 para
tecido adiposo, figado, soro para determinacdo de PTX3, resistina e adiponectina,
respectivamente, em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. As concentracdes de
Adiponectina, Resistina, TNF-a, IL-6, CCL-2, KC e PTX-3 foram determinados
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utilizando-se anticorpos obtidos da R&D Systems (DuoSet). As instru¢gdes do fabricante
para a realizacdo dos ensaios foram seguidas, e estdo resumidamente descritas

abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 pocos (Nunc, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilizacdo
ocorreu durante aproximadamente 18 horas a 4°C. A placa foi bloqueada com PBS
acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma) durante 1 hora e as amostras pipetadas
na placa. A reacdo ocorreu durante aproximadamente 18 horas a 4°C. Os anticorpos
de detecc¢éo foram diluidos em PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que
a sensibilizacdo ocorreu durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. A
reacao foi detectada pela incubacdo com estreptovidina conjugada com peroxidase e
revelada com OPD (“o-phenylendiamine-dihidrocloride”™Sigma). A reacdo foi

interrompida com H,SO4a 1M.

A leitura foi realizada no leitor de ELISA com filtro para comprimento de onda de
492nm.

4.2.7 - Avaliacao da atividade celular

A avaliacdo da atividade celular intestinal e hepatico consistiu na medida da
atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), n-acetilglicosaminidase (NAG) e
peroxidase de eosindfilos (EPO), presentes em neutréfilos, macréfagos e eosindfilos,

respectivamente.

O intestino delgado foi removido e limpo para remocdo do conteddo intestinal.
Aproximadamente 100mg do tecido hepatico e intestinal foram utilizados para os

ensaios enzimaticos descritos a seguir.
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4.2.7.1 — Preparo de amostras para medida da atividade das enzimas MPO, NAG e
EPO

Inicialmente, o pellet resultante da extracao de citocinas foi homogeneizado em
Buffer 1 gelado (proporcédo: 1,9 mL/100 mg de tecido) e centrifugado a 10.000 rpm, a
4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e, em seguida, foram
adicionadas solucdes de NaCl 0,2% e solucdo NaCl 1,6% acrescida de glicose 5%
(proporcédo: 1,5 mL/100 mg de tecido) as amostras. Posteriormente, as amostras foram
novamente homogeneizadas e o volume foi igualmente dividido em tubos Eppendorf®
para o ensaio de MPO, NAG e EPO. A partir desse momento, as amostras receberam

tratamentos distintos.

Para ensaio de MPO, o sobrenadante foi removido, e ao remanescente
adicionou-se Buffer 2 em temperatura ambiente (propor¢éo: 1,9 mL/100 mg de tecido).
As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em agua a
temperatura ambiente, alternadamente, por trés vezes. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado

para o ensaio enzimatico.

Para ensaio de NAG, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos e o sobrenadante foi desprezado. Ao precipitado, foi adicionada
solucédo salina 0,9% triton x-100 (Sigma-Aldrich®). Novamente, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para o ensaio enzimatico.

Para ensaio de EPO, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C,
durante 10 minutos e o sobrenadante foi desprezado e o precipitado remanescente foi
novamente suspenso com HETBA 0,5% (hexadecyltrimethylamoniumbromide) diluido
em PBS. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e congeladas em
nitrogénio liquido, e descongeladas em agua a temperatura ambiente, alternadamente,
por trés vezes. ApOs essa etapa, fez-se nova centrifugacéo (10.000 rpm, a 4°C, durante

10 minutos) e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico.
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4.2.7.2 — Ensaio enzimético: enzima MPO

Aliquota de 25 pL de amostra foi adicionada a placa de 96 pocgos. As amostras,
foram adicionados 25 pL do substrato 3’3’5’5’ — tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich®),
previamente diluido em dimetil sulfoxido (DMSO). As amostras foram incubadas a
37°C, por cinco minutos. Em seguida, adicionaram-se 100uL de peréxido de hidrogénio
0,002% a cada poco, e realizou-se nova incubacéo (37°C, por cinco minutos). Para
interromper a reacao, foram adicionados 100uL de acido sulfurico (H,SO4) a 4M. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 450nM .
Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de acordo com a absorbancia
obtida.

4.2.7.3 - Ensaio enziméatico: enzima NAG

No ensaio enzimatico, 100 uL de amostra foram adicionados a placa de 96
pocos. Em seguida, 100 pL do substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida (Sigma-
Aldrich®), previamente diluido em tamp&o citrato/fosato, foram adicionados as
amostras. ApGs incubacéo das amostras (37°C por 10 minutos), foram adicionados 100
uL (0,2 M, pH 10,6) de tampédo glicina em cada poc¢o para interromper a reacdo. A
absorbancia foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 400nm. Os
resultados foram expressos em unidades arbitrdrias de acordo com o valor de

absorbancia obtido.

427.4 —Ensaio enzimatico: enzima EPO

No ensaio enzimatico, 75 pL de amostra foram adicionadas a placa de 96 pocos.
Em seguida, adicionou-se 75 pyL do cromdégeno 1,2 diaminobenzeno, 1,2
fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich®) diluido em tampé&o tris-HCL (Sigma-Aldrich®)
a 0,075mM, em pH 8,0, acrescido de H,O, a 6,6mM. Posteriormente, a placa foi
incubada a 37°C por 30 minutos ao abrigo da luz. ApoOs incubacédo, a reacao foi

interrompida pela adigdo de 50 pL de acido sulfarico (H,SO4) a 1M. A absorbancia foi



48

medida por espectofotometria em comprimento de onda de 492nM. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrarias de acordo com a absorbancia obtida.
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4.3 - Anélises Estatisticas

Apos ter sido realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras
apresentavam distribuicdo Gaussiana, as comparacdes estatisticas entre 0s varios
grupos foram realizadas por ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-Keuls.
Para comparagéo entre dois grupos foi utilizado o teste “t de student”. Os resultados
foram apresentados como médiaterro padrao medio. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. Para a realizacao de todas as analises, foi utilizado o software GraphPad
PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 — Efeito pés-prandial de diferentes carboidratos sobre metabélitos

séricos

O consumo das dietas AIN93 controle (sacarose) ou modificadas (glicose e
frutose) foi semelhante em todos os grupos avaliados, conforme pode ser observado na

figura 2.
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Figura 2 — Consumo (g) das dietas AIN93 controle (sacarose) ou modificadas (glicose e frutose).

n = 32, dados representados em média * erro padrdo da média.

Os resultados referentes a concentracdo de glicose, triglicérides e colesterol em
jejum e nos diferentes tempos poés-prandiais sdo mostrados na figura 3. Houve
aumento da concentracdo de glicose e de triglicérides nos diferentes periodos pos-
prandiais, independente do tipo de dieta ou carboidrato ingerido em relacdo aos
animais em jejum (Figura 3 A e B, respectivamente). Animais alimentados com dieta

controle (sacarose) ou dieta contendo glicose nao apresentaram alteragcdo na
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concentracdo de colesterol comparados aos animais em jejum. Entretanto, animais
alimentados com frutose apresentaram aumento da concentracéo sérica de colesterol,
em todos os tempos pos-prandiais, sendo que tal resposta ocorreu tanto em relacéo ao

jejum, quanto em relacdo aos animais alimentados com dieta controle (Figura 3 C).
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Figura 3 - Concentracédo sérica de glicose, triacilglicerol e colesterol de animais em jejum e uma,
duas e quatro horas po6s-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), glicose (G)

ou frutose (F) na concentracdo sérica de glicose (A), triglicérides (B) e colesterol (C). Dados
representados em média + erro padrio da média; n = 07 — 10; * p < 0,05 vs. jejum; p < 0,05 vs. controle

alimentado.
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5.2 — Avaliacao da inflamacéao pos-prandial sistémica

5.2.1 — Células circulantes

Verificou-se que animais alimentados, independente do tipo de dieta consumida,
apresentaram aumento do numero de leucécitos circulantes em comparacdo aos
animais em jejum. Entretanto, houve variagdo em relacdo ao periodo pos-prandial
avaliado e o tipo de dieta consumida. Animais que consumiram a dieta controle,
contendo sacarose, apresentaram aumento de leucdcitos circulantes em relacdo aos
animais em jejum apenas 4 horas pos-prandiais. Animais que consumiram glicose ou
frutose apresentaram aumento precoce, uma hora pdés-prandial, dos leucdcitos
circulantes em relacdo aos animais em jejum. Animais alimentados com frutose, além
do aumento antecipado do niamero de leucocitos, apresentaram intensificacdo desse
aumento, uma vez que 0S mesmos apresentaram aumento de leucécitos em relagéo
aos animais alimentados com dieta controle em todos os tempos poés-prandiais

avaliados. (Figura 4 A).

Observou-se aumento no namero de neutrofilos circulantes apds o consumo de
todas as dietas experimentais nos diferentes tempos pds-prandiais, em relacdo aos

animais em jejum (Figura 4 B).

Verificou-se aumento do niumero de mondcitos circulantes apos a ingestao de
dieta controle ou modificada contendo frutose, em todos os tempos pdés-prandiais.
Entretanto, aumento do niumero de mondcitos sé foi observado duas horas apds o

consumo de glicose (Figura 4 C).

Animais alimentados, independente do tipo de dieta consumida, apresentaram

namero de linfocitos circulantes semelhantes aos animais em jejum (Figura 4 D).
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Figura 4 — Contagem total (leucocitos) e diferencial (neutréfilos, mondcitos e linfocitos) de células
sanguineas de animais em jejum e uma, duas e quatro horas pds-prandiais. Efeito da ingestédo de
diferentes dietas — controle (C), ou modificada contendo glicose (G) ou frutose (F) n o niumero de

leucécitos (A), neutrdéfilos (B), mondcitos (C) e linfécitos (D) circulantes. Dados representados em média

o

+ erro padréo da média; n= 03 — 12; * p < 0,05 vs. jejum; p < 0,05 vs. controle alimentado.
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5.2.2-PTX3

Observa-se que animais alimentados, independente do tipo de dieta consumida,
apresentam aumento da concentragdo da proteina PTX3 em relagdo ao jejum, como
apresentado na figura 5. Entretanto, o grupo que consumiu dieta controle, contendo
sacarose, s6 apresentou aumento da concentracdo sérica de PTX3 no periodo de
quatro horas poés-prandial. O grupo que consumiu glicose apresentou aumento de
PTX3 duas e quatro horas poés-prandiais. Porém, o grupo que consumiu frutose,
apresentou aumento da concentracdo de PTX3 antecipado, ocorrendo com apenas

uma hora pos-prandial e mantida durante as 2 e 4 horas pos-prandiais.
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Figura 5 — Concentracdo sérica de PTX3 de animais em jejum e uma, duas e quatro horas pos-
prandiais. Efeito da ingestao de diferentes dietas — controle (C), ou modificada contendo glicose (G) ou
frutose (F) na concentracao sérica de PTX3. Dados representados em média + erro padrdo da média; n

=05 -08; * p < 0,05 vs. jejum.
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5.2.3 — Adiponectina e Resistina

Animais alimentados com glicose ou frutose apresentaram menor concentracao
de adiponectina sérica duas e quatro horas pés-prandiais, tanto em relacdo ao jejum,

guanto em relacdo aos animais alimentados com dieta controle (Figura 6 A).

Verificou-se maior concentragcdo sérica de resistina apds o consumo de todas as
dietas estudas nos dois tempos pos-prandiais avaliados, duas e quatro horas (Figura 6
B).

A relacdo adiponectina/resistina também foi avaliada (figura 6 C), enfatizando a
reducdo da concentracdo de adiponectina e aumento da concentracao de resistina em

animais nos dois periodos pés-prandiais avaliados.
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Figura 6 — ConcentracfGes séricas de adiponectina e resistina de animais em jejum e duas e
guatro horas pos-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), ou modificada
contendo glicose (G) ou frutose (F) na concentracdo sérica de adiponectina (A) e resistina (B) e relacao

adiponectina/resistina. Dados representados em média * erro padrdo da média; n = 04 -10; * p < 0,05

vs. jejum; p < 0,05 vs. controle alimentado.
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5.3 — Identificac&o do(s) possivel (is) sitios de ocorréncia da

inflamacao pés-prandial

5.3.1 — Tecido adiposo

5.3.1.1 — Citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias

Animais alimentados, independente do tipo de dieta consumida, apresentaram
maior concentracdo de IL-6 no tecido adiposo epididimal em todos os tempos pos-

prandiais em relacdo ao estado de jejum (figura 7 A).

Animais alimentados com dieta controle ou contendo glicose apresentaram
concentragédo de TNF-a no tecido adiposo similar aos animais em jejum nos diferentes
tempos pos-prandiais. Duas horas apdés o consumo de frutose, o0s animais
apresentaram maior concentragdo de TNF-a no tecido adiposo epididimal tanto em
relacdo ao jejum, quanto em relacdo a animais alimentados com dieta controle no

mesmo periodo. (Figura 7 B).

Animais alimentados com dieta controle apresentaram concentracdo semelhante
de CCL2 aos animais em jejum. Entretanto, animais alimentados com glicose, no
periodo de duas e quatro horas pés-prandiais, e alimentados com frutose, no tempo de
duas horas pés-prandial, apresentaram maior concentracdo de CCL-2 em relacdo ao
jejum (Figura 7 C).
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Figura 7 - Concentracéo de IL-6, TNF-a e CCL2 no tecido adiposo epididimal de animais em jejum
e duas e quatro horas pdés-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), ou

modificada contendo glicose (G) ou frutose (F) na concentracdo de IL-6, TNF-a e CCL2. Dados

o

representados em média + erro padrdo da média; n= 03 — 08; * p < 0,05 vs. jejum; p < 0,05 vs. controle

alimentado.
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5.3.2 — Figado

5.3.2.1 — Células inflamatérias

Os resultados referentes as atividades das enzimas MPO, NAG e EPO,
indicadoras da presenca de neutréfilos, macrofagos e eosindfilos, respectivamente, no
figado de animais em jejum e uma, duas e quatro horas apds serem alimentados com

as diferentes dietas experimentais sao apresentados na figura 8.

Verifica-se que, em todos os periodos avaliados, animais alimentados com dieta
controle ou com dieta contendo glicose apresentaram atividade das enzimas MPO e
EPO semelhantes aos animais no estado de jejum. Entretanto, nos animais que
consumiram frutose, houve aumento da atividade dessas enzimas tanto em relacéo aos
animais em jejum como em relacéo aos animais alimentados com dieta controle (Figura
8 A).

Pode-se verificar que no periodo pds-prandial, apés o consumo de dieta controle
ou modificada contendo glicose, a atividade da enzima NAG néo foi detectada por meio
do ensaio enzimatico, indicando reducdo de macréfagos no figado dos animais que
consumiram tais dietas em comparag¢do aos animais em jejum. Apés o consumo de
frutose, nos dois primeiros periodos pos-prandiais, a atividade enzimatica da NAG
também foi menor que no jejum, embora a reducéo nao tenha sido tdo intensa a ponto
de ndo poder ser detectada, indicando a presenca de macrofagos no figado desses
animais. Animais que consumiram frutose também apresentaram maior atividade da

NAG em relagdo aos animais alimentados com dieta controle (Figura 8 B).
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Figura 8 - Atividade das enzimas MPO, NAG e EPO no figado de animais em jejum e uma, duas e
quatro horas péOs-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), ou modificada

contendo glicose (G) ou frutose (F) na atividade enzimatica de MPO, NAG e EPO no figado. Dados

o

representados em média + erro padrdo da média; n = 03 — 08; * p < 0,05 vs. jejum; p < 0,05 vs. controle

alimentado.
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5.3.2.2 — Citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias

No periodo de duas horas ap0s os animais serem alimentados com dieta
controle, 0s mesmos apresentaram maior concentracao de IL-6 hepética em relagéo ao
jejum. Animais alimentados com glicose ou frutose apresentaram concentracao
semelhante dessa citocina tanto em relacdo aos animais alimentados com dieta

controle como em relagdo aos animais em jejum (Figura 9 A).

Animais alimentados, indiferentemente do tipo de dieta consumida,
apresentaram aumento da concentracdo de TNF-a em relagéo ao jejum. O grupo que
consumiu frutose, no tempo de quatro horas pos-prandial, apresentou intensificacdo de
tal aumento, diferindo ndo s6 do jejum, mas também do grupo alimentado com dieta

controle (Figura 9 B).

Animais alimentados com dieta controle ou modificada contendo frutose
apresentaram maior concentracdo de CCL-2 hepatica duas horas pés-prandial, sendo
que a frutose manteve esse aumento até o periodo de quatro horas, quando
comparado a animais em jejum. Animais alimentados com glicose apresentaram
concentracdo semelhante da quimiocina tanto em relacdo aos animais em jejum como

em relacdo aos animais alimentados com dieta controle (Figura 9 C).
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Figura 9 - Concentracéo de IL-6, TNF-a e CCL2 no figado de animais em jejum e duas e quatro

horas po6s-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), ou modificada contendo

glicose (G) ou frutose (F) na concentragédo de IL-6, TNF-a e CCL2. Dados representados em média +

erro padréo da média; n= 03 — 08; * p < 0,05 vs. jejum; ’ p < 0,05 vs. controle alimentado.
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5.3.3 = Intestino

5.3.3.1 — Células inflamatérias

Os resultados referentes as atividades das enzimas MPO, NAG e EPO avaliadas
na por¢cao do jejuno do intestino de animais em jejum e alimentados sao apresentados
na figura 9. Apos o consumo das dietas experimentais e, nos diferentes tempos poés-
prandiais, houve aumento da atividade de MPO, sugerindo aumento do numero de
neutrofilos nesse tecido. No entanto, duas horas apés o consumo de frutose, os
animais apresentaram aumento exacerbado da atividade enzimatica em relacdo aos

animais alimentados com dieta controle, no mesmo periodo pos-prandial (Figura 10 A).

Observa-se que, apdés o consumo de dieta controle, contendo sacarose, nao
houve diferenca na atividade da enzima NAG em nenhum tempo avaliado, enquanto
gue, apos o consumo de glicose ocorreu diminuicdo enzimatica nos tempos de uma e
duas horas e, ap6s a ingestdo de frutose, houve reducdo no tempo de uma hora
(Figura 10 B).

Verifica-se que no intestino de animais alimentados com dieta controle ou
contendo glicose ha atividade da enzima EPO semelhante aos animais em jejum. O
grupo que consumiu frutose apresentou aumento da enzima EPO nos tempos 1 e 2

horas pés-prandiais (Figura 10 C).
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Figura 10 - Atividade das enzimas MPO, NAG e EPO no intestino de animais em jejum e uma, duas
e quatro horas poés-prandiais. Efeito da ingestdo de diferentes dietas — controle (C), ou modificada

contendo glicose (G) ou frutose (F) na atividade enzimética de MPO, NAG e EPO no intestino. Dados
representados em média + erro padrdo da média; n = 03 — 08; * p < 0,05 vs. jejum; p < 0,05 vs. controle

alimentado.
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5.3.3.2 — Citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias

Embora a atividade da enzima MPO estivesse aumentada no intestino de
animais alimentados, as concentracfes das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-q,
bem como da quimiocina KC, ndo foram detectadas por meio da técnica realizada,

tanto em animais em jejum, como em animais alimentados com as diferentes dietas.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que animais alimentados apresentam: (i)
hiperglicemia e hipertrigliceridemia pos-prandial; (ii) inflamagéo pos-prandial sistémica;
(i) inflamac&o pos-prandial localizada nos tecidos adiposo e hepatico. Além disso,
verificamos que o consumo de carboidratos especificos, como a frutose, pode antecipar
e intensificar a resposta pro-inflamatoria sistémica e localizada, assim como favorecer a

ocorréncia de hipercolesterolemia pés-prandial.

Animais alimentados, independente do tipo de carboidrato da dieta,
apresentaram aumento sérico dos metabdlitos glicose e triacilglicerol em relacdo a
animais em jejum. O efeito da hiperglicemia e hipertrigliceridemia pos-prandial € bem
documentado na literatura, uma vez que trabalhos das décadas de 60 e 70 ja relatavam
aumento de glicose e triglicérides sanguineos apds a ingestdo de diferentes dietas
(REAVEN et. al., 1967; GINSBERG et. al.,, 1976; CRAPO et. al., 1977). Apesar do
conteddo de glicose ser maior nas dietas controles e na modificada contendo glicose,
em relacdo a dieta contendo frutose, o grupo de animais que recebeu frutose
apresentaram hiperglicemia pos-prandial semelhante aos demais grupos. Sabe-se que
a secrecdo de insulina estimulada pela glicose € maior quando comparada ao estimulo
dado pela frutose (STANHOPE et. al.,, 2009). O efeito da insulina no estado pés-
prandial promove supressao da gliconeogénese e glicogendlise hepatica (NAISSIDES
et. al., 2004). Desta forma, sugerimos que nos animais que consumiram frutose a
supresséao da disponibilidade de glicose para a corrente sanguinea tenha sido menor, o
que contribuiu para o aumento da glicemia pés-prandial mesmo com consumo menor

de glicose por esses animais.

Embora a dieta estudada ndo contenha colesterol, animais que consumiram
frutose, apresentaram aumento de colesterol sérico nos trés tempos avaliados (uma,
duas e quatro horas pos-prandiais), tanto em relacdo ao jejum, quanto em relacéo a
animais alimentados com dieta controle. Esse aumento pode ser atribuido a maior
liberagdo hepatica de colesterol. Trabalhos anteriores demonstraram que animais que
consumiram dietas contendo 60% de frutose, durante o periodo de sete a quinze dias,
apresentaram aumento na expressao da proteina ligadora do elemento responsivo a

esterois (SREBP), fator de transcricdo responsavel pela regulacdo do metabolismo de
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acidos graxos e biossintese de colesterol, bem como a expresséo de genes lipogénicos
como a acido graxo sintase (AGS) e a acetil-CoA carboxilase (ACC) em camundongos
(MIYAZAKI et. al., 2004). Apesar do efeito do consumo crénico de frutose na
hipercolesterolemia ja ter sido descrito, trabalhos que investiguem o efeito agudo do

consumo de frutose em relacdo a concentracao sérica de colesterol sdo necessarios.

A resposta metabdlica pds-prandial determinada pelo consumo de dieta ja esta
bem estabelecida na literatura, entretanto, estudos recentes sugerem a ocorréncia de
uma resposta inflamatoria sistémica durante o ciclo jejum/alimentado que, por sua vez,
pode ser responsiva a diferentes composicdes dietéticas. Os trabalhos que comprovem
tal fato sdo escassos e ainda nao foram elucidados os mecanismos pelo quais a

inflamacé&o pés-prandial acontece, bem como os possiveis sitios de ocorréncia.

Trabalhos realizados em humanos tém demonstrado que apds ingestdo de
diferentes composicfes dietéticas ocorre aumento dos mediadores sistémicos como IL-
6, TNF-a e PCR pos-prandial (MOTTON et. al., 2007; MANNING et. al., 2008; ARYA et.
al.,, 2010 e LAUGERETTE et. al., 2010). Até o momento, apenas um trabalho
encontrado na literatura avaliou a inflamacdo pos-prandial em modelo animal. Nesse
trabalho, MAGNE e colaboradores (2009) demonstraram aumento de mediadores pro-
inflamatorios sistémicos, como IL-6 e PAI-1(do inglés Plasminogen activator inhibitor-1),
duas horas ap0s a ingestéo de dietas ricas em gorduras em relacdo ao jejum. Ressalta-
se que, em grande parte dos trabalhos realizados, tanto em animais como em
humanos, os autores ndo avaliaram o efeito da refeicdo em si, mas sim o efeito de
dietas modificadas em relacao ao jejum. Desta forma, torna-se dificil inferir se o efeito
da inflamacdo pdés-prandial seja decorrente apenas de componentes especificos da

dieta ou da resposta pds-prandial a ingestao de alimentos.

Os resultados do nosso trabalho demonstraram que animais alimentados
apresentam inflamacdo pdés-prandial sistémica e que essa inflamacdo pode ser
intensificada de acordo com o tipo de carboidrato ingerido. O aumento do namero de
leucocitos circulantes associados a maior concentracdo sérica de PTX3 e resistina

pode estar contribuindo para um perfil mais pro-inflamatério em animais alimentados.

A contagem total de leucocitos representa bom marcador de inflamacéao
sistémica, sendo usualmente utilizado na prética clinica (GERALDO & ALFENAS,

2008). Essa técnica se destaca por ser estavel e apresentar menor coeficiente de
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variacdo entre os estudos (PEARSON et. al.,, 2003). O aumento do numero de
leucécitos observado no nosso trabalho pode ser atribuido ao aumento do niumero de
neutréfilos e mondcitos circulantes. MAGNE e colaboradores (2009) verificaram
aumento do numero de neutrofilos duas horas apds o consumo de dietas ricas em
gordura e, LIPPI e colaboradores (2010) observaram aumento do niumero de neutrdfilos
duas e quatro horas ap6s o consumo de dieta controle.

Poucos trabalhos na literatura avaliaram o efeito do consumo de dietas sobre as
células inflamatérias circulantes em animais, embora em humanos esse efeito seja
mais bem documentado. HYSON e colaboradores (2002) mostraram que individuos
gue consumiram refeicdo moderada em gordura (40% das calorias provenientes de
gordura saturada) apresentaram resposta inflamatéria pdos-prandial sistémica,
relacionadas ao aumento de mondécitos. Para MOTTON e colaboradores (2007) no
estado pds-prandial pode ocorrer ativacdo de mondcitos induzidos tanto por dietas com
baixa carga glicémica quanto por dietas com cargas glicémicas elevadas.

A andlise de proteinas de fase aguda também pode indicar a ocorréncia de
inflamacéo sistémica. No presente trabalho, evidenciamos que animais alimentados
apresentaram aumento da concentracdo sérica de PTX3, produzida no figado ou nos
sitios de infecgdo e inflamagdo por células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, células
musculares lisas, macrofagos, mondcitos, células dendriticas e também neutréfilos
frente a exposicao aos principais sinais inflamatorios, como o TNF-a e IL-6 (LEE et. al.,
1990 e GARLANDA et. al., 2002). Uma vez que ja estd bem descrito na literatura que o
aumento da concentracdo de PTX3 reflete de maneira direta no processo inflamatorio
(MANTOVANI et. al., 2008, ALLES et. al., 1994 e IMAMURA et. al., 2007), o aumento
da concentracdo sérica dessa proteina no estado pos-prandial, pode sugerir a
ocorréncia de inflamacao sistémica. Um dado importante foi que animais alimentados
com frutose apresentaram antecipacdo do aumento pdés-prandial tanto de células
circulantes como da citocina PTX3, 0 que indica que composi¢des de dietas especificas
poderiam modular de maneira diferente, ou seja, intensificando e ou antecipando a

resposta inflamatoria pos-prandial sistémica.

Embora a adiponectina seja uma adipocina conhecida pela importancia na
manutencdo da sensibilidade a insulina a mesma também apresenta propriedades
antiinflamatérias (OUEDRAOGO et. al., 2007) e por isso, foi utilizada como marcadora

de inflamacéo sistémica. Baixas concentracdes de adiponectina estdo associadas com
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altas concentragfes de proteina C reativas (SHOELSON, 2006 e OUCHI et. al., 2003),
de TNF-a e IL-6 (OUCHI et. al., 2003 e BERG & SCHERER, 2005). Observamos que
animais alimentados com dieta controle ndo apresentaram alteracdo da concentracéo
sérica de adiponectina, entretanto, animais alimentados com as dietas contendo maior
teor de monossacarideos, tanto glicose como frutose, apresentaram reducdo da
adiponectina sérica pos-prandial. Trabalhos anteriores evidenciaram a ocorréncia de
hipoadiponectinemia tanto em modelos animais como em individuos com obesidade e
diabetes tipo 2 no estado de jejum e, associaram essa ocorréncia com estado pro-
inflamatoério crénico (RENALDI et. al., 2009 e RYO, et. al., 2004). A reducdo da
adiponectina associa-se com reducao na oxidagao de lipidios no musculo (FRUEBIS et.
al., 2001), maior atividade lipolitica (BARATTA et. al., 2004), aumento na expressao de
macrofagos pro-inflamatorios (do tipo M1) e diminuicdo da expressdo de macrofagos
anti-inflamatorios (do tipo M2) (OHASHI et. al., 2010), bem como a ocorréncia de
hipoxia e estresse oxidativo (HOSOGAI et. al.,, 2007). Além disso, a adiponectina
estimula a producdo de citocinas antiinflamatérias como IL-10 por macréfagos
(KUMADA et. al., 2004 e MATSUMOTO et. al., 2006). O efeito da adiponectina em
suprimir a producdo de citocinas pro-inflamatérias € um recurso importante na
capacidade de reverter e/ou atenuar a disfuncdo metabdlica. Poucos estudos tém
avaliado a influéncia do estado poOs-prandial sobre a concentracdo sérica de
adiponectina. KUMADA e colaboradores (2003) verificaram que, em humanos, a
concentracdo plasméatica de adiponectina diminuiu significativamente quatro horas apos
o consumo de refeicdo hiperlipidica quando comparado aos valores em jejum.
Entretanto, a associacdo entre o consumo de refeicbes contendo diferentes tipos de
carboidratos e a concentracdo de adiponectina pds-prandial ainda néo foi descrita na

literatura.

Recentemente, outras adipocitocinas envolvidas na modulacdo da resposta
inflamatoria foram identificadas, dentre elas, a resistina (OUCHI et.al.,, 2011). A
resistina € uma proteina rica em cisteina envolvida na ativacdo de processos
inflamatorios, pois, em células mononucleares, a transcricdo do gene da resistina é
induzida por citocinas pro-inflamatérias como o IL-6 e o TNF-a (KASER, et. al., 2008).
Além disso, tal adipocitocina aumenta a expressao de moléculas de aderéncia VCAM-1
e ICAM-1, a proteina quimiotdxica para monocitos (CCL-2) e ativacdo da célula
endotelial via liberacdo de endotelina 1 (ET-1). Desta forma, a resistina também foi

utilizada como marcador de inflamacéo sistémica no nosso estudo. Verificamos
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aumento da concentracdo de resistina sérica apos a ingestédo alimentar, independe do
carboidrato consumido. A resistina parece estar envolvida na ocorréncia da
hiperglicemia pés-prandial uma vez que o trabalho de BANERJEE e colaboradores
(2004) demonstrou que camundongos deficientes em resistina possuem baixas
concentracdes de glicose no estado pés-prandial devido a baixa producdo hepatica de
glicose. Nenhum outro trabalho que avaliou a relacdo entre a ingestao de alimentos e a
concentracdo pos-prandial foi encontrado sendo, desta forma, necessario mais estudos

nessa area.

Assim, verificamos que, no periodo pos-prandial, hd ocorréncia de uma resposta
inflamatoria, provavelmente com funcdo de re-estruturar o equilibrio do organismo.
Segundo NATHAN (2002), a principal funcdo da inflamacéo é resolver a infeccdo ou
reparar 0 dano, restaurando a homeostase. Intrinseco a eficacia do sistema em
restaurar um estado de equilibrio é a habilidade de estruturar uma resposta rapida e
apropriada ao tipo de inflamagéo, limitando os aspectos nocivos da inflamagéo o
guanto antes possivel (SEGAL et. al.,, 2000). Esta reposta inflamatoria, como
mecanismo compensatorio, € bem descrita em termos de patégenos, mas pouco se
sabe em relacdo a resposta inflamatoria induzida por nutrientes (GREGOR &
HOTAMISLIGIL, 2011). Sugerimos que a inflamacdo observada apds a ingestédo
alimentar seja fisioldgica e necessaria para evitar possiveis danos ao organismo, Como

o desencadeamento de uma alergia alimentar.

Diante da ocorréncia da inflamacéo pés-prandial, investigamos trés importantes
orgdos metabdlicos como tecido adiposo, figado e intestino para verificar se esses

poderiam ser 0s sitios de ocorréncia da inflamacéo pés-prandial sistémica.

O tecido adiposo ndo € mais reconhecido apenas pela capacidade em estocar
substratos energéticos, mas também, como tecido enddcrino capaz de regular a massa
adiposa, a homeostase de nutrientes e, de sintetizar e secretar inameros mediadores
bioativos (TRAYHURN & WOOD, 2004). Sugere-se que tal tecido seja fonte de
citocinas pro-inflamatorias devido a observacdo de que a concentragdo dessas
proteinas € elevada em individuos obesos (ESPOSITO et. al., 2002 e GIUGLIANO et.
al., 2004), bem como pelo fato do tecido apresentar grande niamero de células imunes
(WEISBERG et. al., 2003 e WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003) e de produzir citocinas
pro-inflamatoérias, como TNF-a (FAIN et. al., 2006), IL-6 (WELLEN & HOTAMISLIGIL,
2003) e CCL-2 (SHOELSON et. al., 2006 e BERG & SCHERER, 2005). Além disso, ha
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diminuicdo de citocinas pro-inflamatoérias em individuos obesos apés perda de peso, o
que sugere que o tecido adiposo seja sitio importante da ocorréncia da inflamacéo
nesses sujeitos. (ESPOSITO et. al., 2003 e GIUGLIANO et. al., 2004). Portanto, € de
grande importancia analisar citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias no tecido
adiposo, pois, embora os mecanismos para explicar o desenvolvimento de condi¢cdes
inflamatdrias poés-prandiais ainda ndo estédo totalmente elucidados, sugere-se que 0s

adipdcitos estejam envolvidos neste processo (BLACKBURN et. al., 2006).

Recentemente, SUGANAMI e colaboradores (2007) demonstraram que
compostos dietéticos, como 0s acidos graxos saturados, podem ativar diretamente os
receptores do tipo Toll (TLR) e aumentar a expressado do fator nuclear-xp (NF-kp), o
que induz mudancas pré-inflamatérias importantes nos adipocitos. MAGNE e
colaboradores (2010) verificaram aumento do NF-kB no tecido adiposo de animais
alimentados com dieta rica em gordura o que pode estar associado ao aumento na

expressao do gene da IL-6.

No nosso modelo, verificamos aumento pos-prandial da concentracéo de IL-6 no
tecido adiposo epididimal nos dois periodos avaliados. A IL-6 é uma citocina pro-
inflamatoria envolvida na regulacdo de respostas imunes e inflamatorias, dentre outras,
sendo capaz de induzir producdo de proteinas de fase aguda por hepatécitos (HURST
et.al., 2001), promover proliferacdo de células T, diferenciacéo de células B e producéo
de IgG, IgA e IgM (HIRANO et. al., 1985).

Poucos trabalhos avaliaram mediadores inflamatorios no tecido adiposo em
resposta a refeicdo. ORBAN e colaboradores (1999) observaram aumento de IL-6 no
tecido adiposo subcutédneo de individuos apds a ingestdo alimentar. Entretanto, um
ndamero maior de trabalhos demonstrou aumento dessa citocina no soro de individuos
alimentados com dieta controle (ESPOSITO et. al., 2006), rica em gordura
((BLACKBURN et. al., 2006) ou rica em carboidratos (PRADHAN et. a.l, 2001e LOPEZ-
GARCIA, 2004). Entretanto, papel fisiolégico do aumento da concentracdo sérica de
IL6 durante o exercicio fisico ja foi demonstrado. BRANDT e colaboradores (2011)
sugerem que interleucina induz a expressdo de leptina e do receptor ativado por
proliferadores do peroxisoma (PPARy). O PPARy é conhecido pela capacidade de
induzir diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos e promover 0 metabolismo da
glicose (FLIER, 2001). Ademais, XING e colaboradores observaram que IL6

desempenha um papel anti-inflamatorio crucial na resposta inflamatéria induzida por
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LPS, tanto localizada no pulmao, quanto sistémica. IL6 parece controlar a expresséo de
citocinas proé-inflamatérias na ocorréncia de tal inflamagéo, porém, ndo interfere na

concentracdo de citocinas anti-inflamatorias.

Estudos recentes sugerem que 0s nutrientes em si j& representem sinalizadores
para desencadear resposta inflamatoria local (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). Tal
hipétese é embasada no fato da expressdo de STAMP2 (do inglés six transmembrane
protein of prostate 2) estar aumentada no tecido adiposo durante o estado alimentado e
de exibir propriedades antiinflamatérias nos adipocito em resposta a diferentes
estimulos com nutrientes (WELLEN et. al., 2007). Sabe-se que a STAMP2 é uma
proteina reguladora de inflamacdo e resisténcia a insulina e a producdo no tecido
adiposo de camundongos é induzida por citocinas inflamatérias (ARNER et. al., 2008).
Camundongos deficientes em STAMP2 apresentam aumento de inflamacéo localizada
no tecido adiposo quando alimentados com dieta controle, bem como disfuncéao
metabdlica sistémica como resisténcia a insulina e intolerdncia a glicose. Esses
resultados sugerem que STAMP2 possa atuar como supressor imune em células
metabdlicas e imunes na resposta a nutrientes. Todavia, os nutrientes moduladores do
STAMP2 e os mecanismos moleculares pelos quais essa proteina prepara as células
para entrada de nutrientes na reposta inflamatoéria sédo desconhecidos, representando
importantes areas para estudos futuros (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011).

No nosso modelo, verificamos que o aumento de mediadores inflamatorios pés-
prandiais localizados no tecido adiposo também pode ser dependente do tipo de
nutriente, pois animais alimentados com dieta contendo frutose exibiram aumento da
concentracdo de TNF-a e animais alimentados com glicose ou frutose apresentaram,
também, aumento de CCL-2 nesse tecido. O aumento de outras citocinas pro-
inflamatérias no tecido adiposo induzida por frutose pode sugerir que o consumo de tal
carboidrato possa intensificar a resposta inflamatéria localizada no tecido adiposo no

estado pos-prandial.

O figado representa outro importante 6rgdo central no controle do metabolismo
energético, bem como na desintoxicacdo de drogas e toxinas (SCHRENK D et. al.,
2001). No estado pos-prandial, desempenha papel fundamental no estoque de
nutrientes e na liberagcdo de lipoproteinas para a corrente sanguinea (KENNED et. al.,
2007). Ademais, o figado é um importante 6rgdo no metabolismo de citocinas, com

capacidade tanto para produzi-las, quanto para remové-las (SIMPSON et. al., 1997).
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Estudos que investiguem a producdo hepatica de citocinas no estado alimentado séo
escassos. Assim, a avaliacdo do papel que o tecido hepético desempenha na resposta

inflamatoria pés-prandial € de grande importancia.

Em contraste ao tecido adiposo, o figado ndo possui infiltragcdo de macréfagos
no inicio da obesidade, mas sofre ativacdo de células inflamatorias, incluindo as células
de Kupffer que sdo macréfagos residentes do tecido hepético (BAFFY, et. al., 2009).
No nosso trabalho verificamos aumento da infiltracdo de neutrofilos e eosindfilos no
figado de animais alimentados com frutose, evidenciado por meio do aumento da
atividade das enzimas MPO e EPO, respectivamente. A atividade da enzima NAG,
embora diminuida, s6 foi detectada em animais que consumiram frutose. Tal fato
sugere, novamente, que a inflamacédo pds-prandial local é dependente do tipo de
nutriente, uma vez que nenhum outro carboidrato induziu a mesma reposta. No
entanto, trabalhos que avaliem a infiltracdo celular no tecido hepético no periodo pos-
prandial sdo necessérios. No estado alimentado, verificamos aumento da concentragdo
de TNF-a no figado, apds o consumo de todas as dietas analisadas, independente do
tipo de carboidrato ingerido. Investigacbes que avaliem alteraces na concentracao
hepatica de TNF-a no pos-prandial ainda ndo foram realizadas, porém, sugere-se que
0 consumo em longo prazo de dietas ricas em carboidratos aumente a producéo de tal
citocina pelo figado, diferentemente do que foi observado para o consumo de dietas
ricas em gorduras. FERREIRA e colaboradores (2011) sugerem que o tipo de

macronutriente da dieta modula a producéo de citocinas inflamatérias seletivamente.

Ainda no tecido hepatico, verificamos, aumento de CCL-2 apds o consumo de
dieta controle ou contendo frutose e da concentracéo de IL-6 apds o consumo de dieta
controle no tempo de 2 horas, embora com 4 horas a mesma resposta nao tenha sido

observada.

Assim, o0 aumento da concentracdo de citocinas e quimiocina inflamatdrias,
associado ao aumento do infiltrado de neutréfilos no tecido hepético € indicativo de
ocorréncia de inflamacao local no figado, sendo que essa pode ser intensificada pelo

tipo de nutriente.

O intestino, por ser o primeiro 6érgdo de contato do alimento com o organismo,
representa o local inicial de interagdo entre sistema imune e nutriente e, por isso, pode
representar um potencial sitio de ocorréncia de inflamacdo. No nosso trabalho,

observamos aumento da atividade da enzima MPO no intestino de animais
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alimentados, indicando provavel aumento do ndmero de neutréfilos nesse tecido. A
atividade da enzima NAG foi menor ap6s o consumo de glicose ou frutose e da enzima
EPO foi maior apds o consumo de frutose, sugerindo que o infiltrado de macrofagos ou
eosinofilos foi nutriente dependente. Embora o nimero de neutrofilos no intestino tenha
sido maior no periodo pos-prandial, ndo foi possivel detectarmos, por meio da técnica
utilizada, as citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a. Nossa hipotese é de que
estas células estejam ativadas no estado anti-inflamatorio, pois sabe-se que o contato
do tecido linféide da mucosa intestinal com antigenos da dieta leva, em condicdes
fisiolégicas, a resposta néo inflamatoria conhecida como tolerancia oral. Na tolerancia
oral, ha supressédo da resposta inflamatéria a um antigeno que tenha sido administrado
pela via oral, ocorrendo diferenciacdo de células TCD4+ virgens a um perfil regulador
que permite a reproducdo de resposta com perfil anti-inflamatério e assim, nédo
desencadeando respostas inflamatdrias aos antigenos da dieta. As células T
reguladoras exercem papel supressivo pela secre¢do de citocinas anti-inflamatorias
como TGF-B e IL-10 (FARIA e WEINER, 2005). Assim, dosar citocinas anti-
inflamatorias no intestino de animais alimentados seria importante para comprovar tal

hipotese.

Apesar da evidéncia do aumento de neutrofilos no intestino dos animais
alimentados, a quimiocina KC também néo foi detectada. Entretanto, sabe-se que a
producdo das quimiocinas antecede o recrutamento de neutréfilos para o tecido alvo
(ROSSI & ZLOTNIK, 2000) o que poderia explicar a ndo deteccado da quimiocina KC
nos tempos avaliados. Contudo, estudos para elucidar os mecanismos pelos quais
ocorre recrutamento de neutrofilos no estado alimentado séo necesséarios, bem como
para avaliar o porqué da frutose potencializar o aumento do numero destas células no
periodo pés-prandial. Sdo necessarios, também, estudos que investiguem a resposta
inflamatéria no periodo pés-prandial localizada no intestino, uma vez que a literatura

ainda ndo descreve esse evento.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o presente trabalho, conclui-se que animais
alimentados apresentam inflamacdo pds-prandial sistémica e localizada nos sitios
adiposo e hepatico. Carboidratos dietéticos especificos, como a frutose, intensificam

esse efeito além de causar hipercolesterolemia pds-prandial.

1‘Leucocno

< "“"‘n
e 'T‘Neutrofllo
\ TPTX3

T‘Resistina

l, Adiponectina

INFLAMACAO
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1
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4 TNF-a

il o o

Hipercolesterolemia

Figura 11 — Representacdo esquematica da inflamacdo pés-prandial sistémica e nos sitios
adiposo e hepético, intensificada pelo consumo de frutose. Resposta inflamatéria pds-prandial
sistémica e localizada evidenciada por alteragBes na concentracdo de marcadores inflamatérios (em

preto) e intensificada pelo consumo de frutose (em vermelho).
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8. PESPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar se o consumo de diferentes carboidratos interfere na concentracdo
plasmatica de insulina e associar esse efeito a concentracdo dos diferentes
metabdlicos plasmaticos;

¢ Analisar a Proteina C Reativa (PCR), outro marcador da ocorréncia da inflamacéao
sistémica,

e Verificar se citocinas com perfil anti-inflamatério como IL-10 e TGF-B também sao
moduladas pelo consumo de dietas e de diferentes carboidratos nos diferentes sitios
metabolicos;

e Verificar se 0 estresse oxidativo também poderia estar associado a ocorréncia da
inflamacdo poés-prandial sistémica e localizada. Com esse propdsito analisaremos
TBARS (do inglés ThioBarbituric Acid Reactive Substances) para averiguar oxidacéo
lipidica, bem como GSH (Glutationa na forma reduzida) e SOD (Superoxido dismutase)
enzimas importantes na defesa antioxidante na maioria das células expostas ao
oxigénio;

e Avaliar, por meio da coloracdo de Oil Red, se o consumo de diferentes carboidratos
dietéticos interfere no contetdo hepatico de gordura no periodo pés-prandial;

e Avaliar, por meio da dosagem de citocinas anti e pré-inflamatérias nas diferentes
porcdes intestinais, se a ingestdo alimentar provoca mudancas na integridade da
mucosa intestinal;

¢ Avaliar, por meio de citometria de fluxo, os tipos celulares envolvidos na inflamacéo
pos-prandial localizada nos sitios metabdlicos;

e Auvaliar, em culturas de adipdcitos, se diferentes carboidratos (glicose e frutose) séo
capazes de promover lipdlise e se esse efeito é dependente do aumento de

mediadores inflamatdérios, como IL-6.
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We hereby certify that the Protocol n® 63/2010, related to the project entitled
“Postprandial inflammation: Effect of obesity and diets rich in fructose’,
under the supervisiors of Adaliene Versiani Matos Ferreira, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee
in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in May 26,
2010.

This certificate expires in May 26, 2015.
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