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Resumo

O consumo de dieta hipercaldrica leva a um aumento de obesidade, podendo levar a um estado inflamatério. Assim, o
objetivo desse trabalho foi analisar a influéncia dessa inflamac¢do no comportamento de animais obesos. Para tanto,
camundongos swiss machos adultos mantidos sob alimentagéo controlada, foram divididos em 2 grupos; o Grupo
Dieta de Cafeteria, que recebeu alimentos de alto valor cal6rico e racdo padrdo e Grupo Controle tratado apenas ragao
comercial. Ap6s 30 dias, 2 horas antes da realizagdo dos testes, ambos os grupos foram subdivididos, de forma que,
metade dos animais de cada grupo recebeu injec&o intraperitoneal de LPS (100 g/kg; i.p.) e a outra metade injecdo de
salina (0.9% NaCl, 100g/Kg; i.p.) (GRUPOQOS: Dieta de CafeteriatLPS e Dieta de Cafeteria+Salina; Dieta
Normal+LPS e Dieta Normal+Salina). Os animais dos quatro grupos foram submetidos ao Teste do Campo Aberto e
Teste do Nado Forgado e em seguida eutanasiados e os tecidos adiposo epididimal e retroperitoneal removidos para
anélise. Observou-se aumento de peso, gordura epididimal e retroperitoneal nos camundongos tratados com dieta de
cafeteria. O LPS exerceu efeito mais acentuado no grupo de dieta de cafeteria, com diminui¢do do nimero de entradas
na periferia e no centro, além do nimero total de entradas e rearings, no teste de campo aberto. Houve também
aumento do tempo de imobilidade no teste de nado forg¢ado. Portanto, o acimulo de gordura corporal, pela ingestdo de
dieta hipercalérica, potencializa o estado inflamatdrio ocasionado pelo LPS, levando a um efeito ansiogénico.
Palavras-chave: Dieta de cafeteria; Obesidade; Comportamento doentio.

Abstract

The consumption of a hypercaloric diet leads to an increase in obesity, which can lead to an inflammatory state. Thus,
the objective of this work was to analyze the influence of this inflammation on the behavior of obese animals. For
this, male Swiss mice were kept under controlled feeding were divided into 2 groups; Group Cafeteria diet, which
received high calorie foods and standard chow for rodent, while the control group received only standard rat chow.
After 30 days, 2 hours before the behavioral tests, both groups were subdivided, so that half of the animals of each
group received LPS by intraperitoneal injection (100 g/kg; i.p.) and the other half received saline injection ( 0.9%
NaCl, 100g/kg; i.p.) (Groups: Cafeteria Diet + LPS and Cafeteria Diet + Saline; Normal Diet + LPS and Normal Diet
+ Saline). Afterwards, they were submitted to the Open Field Test and the Forced Swim Test and later euthanized for
collection and weighing of the epididymal and retroperitoneal adipose tissue. There was an increase in weight,
epididymal and retroperitoneal fat in mice treated with cafeteria diet compared to normal diet. LPS had a more
pronounced effect in the cafeteria diet group, with a decrease in the number of entries in the periphery and in the
center, in addition to the total number of entries and rearing, in the open field test. There was also an increase in time
floating in the forced swim test. Therefore, the accumulation of body fat, by the ingestion of a hypercaloric diet,
potentiates the inflammatory state caused by LPS, leading to an anxiogenic effect.
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Resumen

El consumo de una dieta hipercalérica conlleva un aumento de la obesidad, lo que puede derivar en un estado
inflamatorio. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo era analizar la influencia de esta inflamaciéon en el
comportamiento de los animales obesos. Para ello, los animales se dividieron en 2 grupos; El grupo que recibié dieta
de la cafeteria y el grupo de control que recibi¢ solo alimento comercial. Después de 30 dias, ambos grupos se
subdividieron, de modo que la mitad de los animales en cada grupo recibieron inyeccion intraperitoneal de LPS (100
g/kg; i.p.) y la otra mitad inyeccion de salina (0,9% de NaCl, 100 g/100 g/kg; i.p.) (Grupos: dieta de cafeteria+LPS;
dieta de cafeteria+Salina; dieta normal+LPS; dieta normal+Salina). Posteriormente, fueron sometidos al Test de
Campo Abierto y al Test de Nado Forzado y sacrificados para la colecta y pesaje del tejido adiposo epididimario y
retroperitoneal. Hubo un aumento de peso, epididimo y grasa retroperitoneal en los ratones tratados con dieta de
cafeteria. LPS tuvo un efecto méas pronunciado en el grupo de dieta de cafeteria, con una disminucién en el nimero de
entradas en la periferia, en el centro y del nimero total de entradas y rearings, en la prueba de campo abierto.
También hubo un aumento en el tiempo de flotacién en la prueba de nado forzado. Por tanto, la acumulacion de grasa
corporal, por la ingestion de una dieta hipercal6rica, potencia el estado inflamatorio provocado por el LPS, dando
lugar a un efecto ansiogénico.

Palabras clave: Dieta de cafeteria; Obesidad; Comportamiento enfermo.

1. Introducéo

A obesidade € uma doenca crbnica considerada como um dos principais problemas de satde puablica e continua sendo
uma questdo de grande preocupagdo. Enfrentamos o surgimento da obesidade como um fendmeno mundial, e os fatores
implicados em sua ocorréncia tém sido a oferta de alimentos industrializados e a pronta disponibilidade de alimentos ricos em
gordura para consumo em casa e fora de casa, desde os primeiros anos de vida, juntamente com mudangas nos padrfes de
atividade fisica no trabalho e lazer (Correa et al., 2020).

Essa mudanca na alimentacéo inclui um grande aumento no consumo de gordura e agUcar adicionado a dieta, além de
um aumento acentuado de produtos de origem animal em contraste com uma queda na ingestdo total de cereais e fibras
(Popkin, 2001, Correa et al, 2020).Nesse contexto, a obesidade esta associada a varios fatores de risco para doengas cardiacas e
outras doencas cronicas, incluindo diabetes tipo Il e cancer (Lashinger et al., 2014).0Observou-se que uma das principais fontes
de mediadores inflamatdrios é o tecido adiposo que tradicionalmente era considerado o tecido de armazenamento passivo de
triacilglicerois e de liberacdo de acidos graxos livres. Atualmente, o tecido adiposo € reconhecido como um drgdo enddcrino
ativo, sendo fonte de um grande nimero de citocinas e mediadores bioativos, geralmente referidos como adipocinas (Lashinger
etal., 2014).

A inflamagdo do tecido adiposo é caracterizada por um infiltrado linfocitario difuso que inclui macréfagos, células T e
outros subconjuntos de linfécitos (Kintscher et al., 2008). Dentro desse infiltrado diversificado, os macréfagos do tecido
adiposo estdo aumentados em ndmero e predispostos a um fenétipo inflamat6rio na obesidade em animais e humanos, sendo
fonte dominante de muitas citocinas inflamatdrias, cuja expressao é alterada na obesidade, incluindo niveis teciduais elevados
de TNF-a, IL-6, IL-1 e CCL-2 (De Jesus Pinto, 2014; Lacerda et al., 2016).

A obesidade também esta associada a alteragbes nos niveis de adipocinas no tecido adiposo, incluindo leptina,
adiponectina, resistina e varfarina, que compartilham diversas fun¢6es imunorreguladoras, cujo efeito € um estado cronico de
baixo grau de inflamagdo aumentada no tecido adiposo (O’rourke, 2009; De Jesus Pinto, 2014). Comportamento doentio € um
termo que se refere a sintomas tipo-depressivos prolongados e mudangas comportamentais as quais incluem anedonia, fadiga,
letargia, depressdo, sonoléncia e anorexia. Estudos relatam que esse estado € desencadeado pela ativagdo do sistema imune
inato periférico, sendo caracterizada pela reducéo da atividade locomotora e dos comportamentos exploratérios (Veloso et al,
2010; Paiva et al, 2010).
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Conhecendo a relacdo entre obesidade e tecido adiposo como fonte de um grande nimero de citocinas, mediadores
bioativos e desenvolvimento de condicdo inflamatéria, o objetivo do estudo foi investigar a influéncia da obesidade induzida

pela dieta de cafeteria em camundongos com comportamento doentio induzido por LPS.

2. Metodologia
2.1 Animais

Camundongos Swiss machos adultos (22-25 g) foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de
Alfenas. Os animais foram alojados sob condi¢des controladas de luz e temperatura (ciclo claro-escuro de 12:12 h; luzes acesas
as 06:00; temperatura de 23+1 °C) com acesso a dgua e comida ad libitum. Os animais foram mantidos em habituacéo por pelo
menos 1 semana antes do inicio dos experimentos. Os estudos comportamentais foram realizados em uma sala silenciosa entre
09:00 e 11:00 para evitar variacao circadiana. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com a aprovacéo do Comité
de Etica da Universidade Federal de Alfenas (0178/2008).

2.2 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos controle (Dieta normal ou DN, n = 16) ou dieta de cafeteria
(DC, n = 16). Os camundongos do grupo controle receberam racdo padrdo ad libitum, enquanto os camundongos do grupo de
dieta de cafeteria receberam uma dieta contendo biscoitos com recheio de chocolate, queijo, bacon, chocolate, salgadinhos de
batata (83%) e racdo padrdo para roedor (17%). Os animais tiveram seu peso aferido semanalmente. Apds 30 dias, metade dos
animais do controle recebeu LPS (100 g/kg; i.p.) e a outra metade salina (0.9% NaCl, 100g/Kg; i.p.). A metade dos animais do
grupo de dieta de cafeteria também recebeu LPS (100 g/kg; i.p.) e a outra metade salina (0.9% NacCl, 100g/Kg; i.p.). Assim
obteve-se 4 grupos: DN + LPS; DN + salina; DC + salina; DC + LPS (n=8 cada grupo).

2.3 Teste de Campo Aberto

A atividade locomotora foi quantificada por 5 minutos em uma arena de campo aberto, composta por acrilico branco
de 60x60 cm de didmetro com piso dividido em 16 quadrantes. Estudos anteriores indicaram que este periodo de tempo foi
suficiente para produzir diferencas entre os grupos de tratamento. Quatro quadrantes foram definidos como o centro e 0s 12 ao
longo das paredes foram considerados a periferia. Cada camundongo foi gentilmente colocado no centro exato do aparato. A
atividade foi pontuada como um cruzamento de linha quando um camundongo retirou todas as quatro patas de um quadrante e
entrou em outro. Os cruzamentos de linhas entre os quatro quadrantes centrais ou entre os 12 quadrantes periféricos do campo

aberto foram contados separadamente (Paiva et al., 2010).

2.4 Teste de Nado Forcado

Este teste foi realizado de acordo com o método desenvolvido por Porsolt et al. (1997). Os camundongos (n=8 por
grupo) foram colocados em um cilindro de vidro vertical (26 cm de altura, 12 cm de diametro) preenchido com agua a 25°C
até uma profundidade de 16 cm. A profundidade da agua foi escolhida para garantir que os animais nadassem ou flutuassem
sem que seus membros posteriores ou cauda tocassem o fundo. Cada camundongo foi colocado no cilindro por 6 minutos, e a
duracdo da flutuagdo (ou seja, o tempo durante o qual os camundongos fizeram apenas 0s menores movimentos Necessarios

para manter a cabeca acima da agua) foi contabilizada (Porsolt et al., 1977; Paiva et al., 2010).
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2.5 Peso corporal
O peso dos animais foi aferido semanalmente em balanca digital.

2.6 Peso do tecido adiposo
Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por inalagdo com halotano. Em seguida, foi realizada uma
incisdo abdominal para retirada e pesagem do tecido adiposo epididimal (Silva et al., 2005), e retroperitoneal (Bueno et al.,

2005).

2.7 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa GraphPad Versdo 8.0 e expressos como médiatS.E.M. Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos foram calculadas pela aplicagdo de uma analise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida do teste de Newman-Keuls. Também foi utilizado a ANOVA de duas vias para compara¢des com mais de duas

varidveis dependentes. O nivel de significAncia usado foi de 5% (p<0,05).

3. Resultados
3.1 Ganho de peso

Observou-se efeitos significativos da dieta ao longo dos dias no ganho de peso, mas ndo houve interagdo entre os dois
fatores no ganho de peso (fator dieta: F1.117= 19,47, p <0,001; fator dia: F4117 = 40,74, p < 0,001; interacdo dieta x dia: Fa117 =
1,43, p = 0,28; Fig. 1).

Figura 1: Efeito da ingestdo de dieta normal ou dieta de cafeteria em relacdo ao ganho de peso dos animais. Os animais foram

alimentados durante 30 dias com dieta de cafeteria ou normal e os respectivos pesos aferidos semanalmente. **p<0,01 quando

comparado ao controle (animais alimentados com dieta normal). DN= Dieta normal. DC= dieta de cafeteria.
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Fonte: Autores.
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Observe o que o grupo tratado com dieta de cafeteria apresentam maior peso corporal ja na primeira semana apds o
inicio da dieta em relacdo aos animais controle e essa diferenca permanece aumentada durante todo periodo do experimento.
Além do ganho de peso, pode-se observar maior quantidade de gordura retroperitoneal (& esquerda) e epididimal (a direita) nos

animais da dieta de cafeteria quando comparado ao grupo controle (p<0,001; Fig. 2).

Figura 2: Efeito da ingestdo da dieta de cafeteria em relagdo as quantidades de gordura retroperitonial (grafico a esq.) e
epididimal (gréafico a dir.) respectivamente. ***p<0,001 quando comparado ao controle (animais alimentados com dieta
normal). DN= Dieta normal. DC= dieta de cafeteria.
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Fonte: Autores.

3.2 Atividade no teste de Campo Aberto

No teste de campo aberto foram observados efeito do LPS na diminui¢do das entradas na periferia, com interacdo
entre os dois fatores na diminuicdo das entradas na periferia (fator dieta: F1,44 = 0,28, p=0,59; fator LPS: F1 ,44 = 32,58, p <
0,0001; interagdo dieta X LPS: F1,44 = 4,04, p = 0,0505; Fig. 3A).

No grupo de LPS e dieta de cafeteria também observou-se diminui¢do de entradas no centro, com interacdo entre 0s
dois fatores na diminuicdo de entradas no centro (fator dieta: F1,44 = 4,10, p=0,0489; fator LPS: F1, 44 = 36,54, p < 0,0001;
interacdo dieta X LPS: F1,44 = 4,50, p = 0,0394; Fig. 3B).

Observou-se ainda diminuicdo das entradas totais no tratamento LPS, com interacdo entre os dois fatores na
diminuicdo das entradas totais (fator dieta: F1,44 = 1,50 , p=0,22; fator LPS: F1,44 = 43,21, p < 0,0001; dieta X interacdo LPS:
F1,44 = 5,34, p = 0,0255; Fig. 3C).

O tratamento com dieta de cafeteria e LPS também diminuiu o ndmero de entradas no centro/nimero de entradas
totais, com interacdo entre os dois fatores na diminui¢cdo do nimero de entradas no centro/nimero de entradas totais (fator
dieta: F1,44 = 10,35, p = 0,0024; fator LPS: F1,44 = 10,86, p = 0,0019; interacdo dieta X LPS: F1,44 = 7,00, p = 0,0113; Fig.
3D).
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Figura 3: Em A-D: Numero de entradas na periferia (A), nimero de entradas no centro (B) nimero total de entradas (C),

relacdo entra nimero de entradas no centro e nimero total de entradas (D). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 quando

comparado ao controle (animais alimentados com dieta normal e tratados com salina); #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001

quando comparado ao grupo DN+LPS (animais alimentados com dieta normal e tratados com LPS). DN = dieta normal e DC =

dieta de cafeteria.
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Como esperado, o LPS induziu comportamento tipo ansioso nos animais em relacdo aos seus controles tratados com

salina. Note, porém, que no grupo tratado com dieta de cafeteria e LPS (barra mista preta e cinza) esse efeito do LPS foi

acentuado.

A diminuicdo dos rearings foi observada apenas no tratamento LPS, sem interacdo entre os dois fatores (fator dieta:
F1,44 = 0,29, p=0,59; fator LPS: F1,44 = 29,35, p < 0,0001; interacdo dieta X LPS: F1,44 = 1,54, p = 0,2207; Fig. 4).
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Figura 4: Rearings realizados durante teste de campo aberto. **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado ao controle
(DN+Salina). DN= Dieta normal. DC= dieta de cafeteria.
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Fonte: Autores.

Dessa forma, podemos observar nos resultados mostrados que a atividade exploratéria, avaliada pelo nimero de
rearings no teste de campo aberto, foi reduzida pelo LPS de maneira similar entre os grupos DN e DC, ndo havendo nenhum

efeito da dieta de cafeteria neste comportamento.

3.3 Atividade no teste de Nado Forcado

Aumento do tempo de imobilidade foi observado no tratamento com dieta de cafeteria e LPS (Grupo DC+LPS), mas
ndo houve interacdo entre os dois fatores no aumento do tempo de imobilidade (fator dieta: F1,43 =5,97 , p=0,018; fator LPS:
F1,43 = 15,86, p = 0,0003; interacdo dieta X LPS: F1,43 = 0,14, p= 0,7043; Fig. 5). Os animais tratados com DN + LPS e DC
+ LPS apresentaram maior tempo de imobilidade (p<0,05; Fig. 05) quando comparados aos seus respectivos controles. Os

animais do grupo DC + LPS apresentaram tempo de imobilidade maior comparado ao grupo DN + LPS (p<0,05; Fig. 5).

Figura 5: Tempo de imobilidade durante teste de nado forcado. *P<0,05 quando comparado ao controle (DN+Salina);

#p<0,05 quando comparado ao grupo DN+LPS. DN= Dieta normal. DC= dieta de cafeteria.
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Portanto, como espereado o LPS induziu o comportamento tipo depressivo nos grupos de animais tratados tanto com
dieta normal como com dieta de cafeteria. E interessante notar que, assim como no teste anterior, no animais tratados com dieta

de cafeteria (barra mista preta e cinza) esse efeito foi ainda mais acentuado.

4. Discussao

Os resultados mostram que os animais alimentados com dieta de cafeteria apresentaram maior peso corporal e
aumento da gordura retroperitoneal e epididimal. Quando esses animais foram tratados com LSP, apresentaram reducdo da
locomoc&o no teste de campo aberto e aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forgado.

A dieta de cafeteria administrada aos camundongos no presente estudo promoveu o desenvolvimento da obesidade,
caracterizada pelo aumento de peso corporal e tecido adiposo, assim como no estudo desenvolvido por Moraes Mewels e
colaboradores (2019). Trata-se de uma alimentacdo caracteristica do estilo ocidental, particularmente rica em gordura e
carboidratos que normalmente leva a hiperfagia e ganho de peso e é amplamente empregada para induzir a obesidade
experimental. Portanto, esse modelo se assemelha a obesidade humana, na qual dietas com alto valor lipidico e sobrecarga de
carboidratos sdo o fator causador do desenvolvimento da obesidade (Scoaris et al., 2010; Maeda Junior et al., 2018; Morais
Mewes et al., 2019). O peso do tecido adiposo também é um indicador de obesidade. Como citado acima, no presente estudo, a
dieta de cafeteria levou ao aumento do peso do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, assim como no estudo
desenvolvido por Morais Mewels e colaboradores (2019). Esse aumento esta diretamente relacionado a celularidade tecidual,
pois uma dieta rica em carboidratos e lipidios promove aumento do tamanho celular e do nimero de adipécitos (Scoaris et al,
2010, Morais Mewes et al., 2019).

Sabe-se que os adipdcitos, além da fungdo de armazenamento de energia na forma de triglicerideos, tem importantes
fungdes enddcrinas, produzindo diversos hormdnios e moléculas sinalizadoras (Lashinger et al., 2014). Portanto, esse aumento
do tecido adiposo pode estar diretamente associado ao desenvolvimento de inflamag&o no organismo com base em mediadores
como citocinas, adipocitocinas e seus produtos presentes no tecido adiposo (Bassols et al., 2010; Lashinger et al., 2014;
Lacerda; Malheiros; Abreu, 2016).

No presente estudo, a administragdo de LPS aumentou o tempo de flutuagcdo no teste de nado forgado e diminuiu a
atividade locomotora no teste de campo aberto. Esses efeitos sdo tipicos de tratamentos que que induzem comportamentos tipo
depressivos. Além disso, o LPS é mais amplamente usado para induzir o comportamento doentio, uma vez que induz
inflamacdo (Paiva et al., 2010; Veloso et al., 2010).

O campo aberto é um teste que utiliza a tendéncia dos roedores em explorar novos ambientes e, portanto, € utilizado
como uma medida de locomocdo (Lamprea et al., 2008). Presume-se que um ambiente estranho, ndo familiar, cause sintomas
semelhantes ao de ansiedade no animal, bem como reducéo de entradas no centro do campo, optando por ficar em areas mais
afastadas e que indiquem maior seguran¢a (Lamprea et al., 2008). A diminui¢do das entradas na periferia e no centro, além da
diminuicdo das entradas totais apresentadas pelos animais alimentados com dieta de cafeteria e tratados com LPS indicam que
esses animais apresentaram atividade exploratéria diminuida e presenca de atividade ansiogénica. Estes dados corroboram
estudos anteriores que também observaram uma reducgdo da locomocéo de animais tratados com dieta de cafeteria (Cigarroa et
al., 2016).

O mesmo ocorre quando quando o grupo DC+LPS foi submetido ao teste do nado forcado, apresentando maior
imobilidade. Acredita-se que o aumento do tempo de imobilidade (tempo gasto flutuando) é devido a desisténcia de tentativa
de fuga, vista como perda de esperanca ou reducgdo da motivagdo do animal, caracteristicas do estado tipo depressivo (Cryan et
al., 2005; Thyerry et al., 1984; Petit-Demouliere et al., 2005; Scopinho et al., 2010).
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Em nossos estudos o comportamento doentio induzido pelo LPS é acentuado pela dieta de cafeteria, provavelmente
pela presenca de grande quantidade de tecido adiposo. Os mecanismos subjacentes aos comportamentos doentio ndo foram
totalmente elucidados, mas foi sugerido que as citocinas estejam envolvidas, tais como, a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas pré inflamatérias as quais podem ser secretados em resposta a infeccbes
e endotoxemia (Paiva et al., 2010).

Portanto, sugerimos que a dieta cafeteria foi capaz de acentuar o comportamento tipo doentio induzido pelo LPS nos
animais devido ao seu efeito no aumento do tecido adiposo corporal, levando ao aumento da liberacdo de componentes pro-
inflamatorios. Como ja havia um comportamento de doenca gerado pelo LPS, o processo inflamatorio gerado pela grande
quantidade de tecido adiposo presente nos animais tratados com dieta de cafeteria pode ter sido suficiente para intensificar o

comportamento doentio.

5. Concluséo

Em concluséo, nossos resultados demonstram que a dieta cafeteria acentuou o comportamento doentio induzido pelo
LPS. Esse efeito pode estar relacionado a inflamagéo causada pela quantidade excessiva de tecido adiposo gerado pela dieta de
cafeteria. Experimentos futuros com o objetivo de investigar os mediadores inflamatérios centrais que possam estar envolvidos
com a acentuagdo do comportamento doentio nos animais obesos trardo luz para a elucidacdo das vias e mecanismos

envolvidos nesse efeito e contribuirdo para a elaboracéo de futuras abordagens terapéuticas.
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