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RESUMO 

 

Evidências mostram a relação direta do consumo elevado de frutose com 

alterações periféricas compatíveis com a síndrome metabólica e aumento de vias 

lipogênicas e pró-inflamatórias, entretanto são poucas as evidências desses efeitos em 

tecido hipotalâmico. Assim, foi avaliado se o consumo de frutose por 8 semanas afeta a 

expressão de enzimas fatores de transcrição das vias lipogênica e inflamatória no 

hipotálamo de ratos Wistar. Aos 30 dias os animais foram divididos em grupos: Controle 

(C) e Frutose (F) e mantidos com acesso livre à ração e água filtrada (C) ou solução 

aquosa de frutose à 20% (F). Foram avaliados a ingestão hídrica, de ração e a massa 

corporal. Aos 90 dias foi analisada a glicemia e triacilglicerolemia e o hipotálamo foi 

coletado para quantificação, por Western Blotting, das proteínas acetil-CoA carboxilase 

(ACC), ácido graxo sintase (AGS) e fator nuclear kappa B (NFkB) e, por qPCR a expressão 

dos gene-alvo: proteína ligadora do elemento regulado por esteróis -1c; -2 (SREBP-1c, 

SREBP-2), ACC, AGS e NFkB. Os resultados mostraram no grupo F menor consumo de 

ração, aumento na glicemia (146,20+6,09 vs. 102,32+4,58; n=9) e triacilglicerolemia 

(F:191,65+13,51 vs. C:131,69+6,49; n=9) e não houve diferença no consumo hídrico e 

energético. Identificamos maior teor de ACC (F: 133,93+5,58 vs. C: 100+0,0; n=9-10), 

NFkB (F: 125,5+8,85 vs. C: 100+0,0; n=14) e SREBP-1c (F: 4,08+0,44 vs. C: 1,13+0,15; 

n=5-6) no grupo F, enquanto AGS foi menor (F: 85,90+4,81 vs. C: 100+0,0; n=4-6). Os 

genes para ACC, SREBP-2 e NFkB não foram diferentes entre os grupos. Concluímos que 

a frutose foi capaz de estimular passos iniciais da via lipogênica e inflamatória no 

hipotálamo de forma semelhante aos tecidos periféricos, além disso, tais alterações 

surgem antes de efetivas modificações na ingestão alimentar, sugerindo ação na 

regulação da ingestão alimentar. 

 

Palavras Chaves: levulose – enzimas lipogênicas – inflamação - hipotálamo – SREBP – 

obesidade  
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ABSTRACT 

 

Evidence shows the direct relationship between high consumption of fructose 

with peripheral changes consistent with the metabolic syndrome and increased 

lipogenic and pro-inflammatory factors, however there is little evidence of these effects 

in hypothalamic tissue. We evaluated whether fructose intake for 8 weeks affects 

enzymes and transcription factors levels of the lipogenic and inflammatory pathways in 

the hypothalamus of Wistar rats. After 30 days old the animals were divided into groups: 

control (C) and fructose (F) and maintained with free access to food and filtered water 

(C) or aqueous solution of fructose at 20% (F). We evaluated weekly: water intake, feed 

and body mass. At 90th day, glycaemia and triacilglicerolemia were analyzed and 

hypothalamus was collected for quantification of proteins acetyl-CoA carboxylase (ACC), 

fatty acid synthase (FAS) and nuclear factor kappa-B (NFkB) by Western Blotting, and 

qPCR expression of the target gene: Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP-

1c, SREBP-2), ACC, FAS and NFkB. The results shown lower feed intake in F group, 

increased blood glucose levels (F: 146.20+6.09 vs. C: 102.32+4.58; n= 9) and 

triacilglicerolemia (F:191,65+13,51 vs. C:131,69+6,49; n=9) and no difference in water 

and energy intake. We identify high ACC content (F: 133,93+5,58 vs. C: 100+0,0; n=9-

10), NFkB (F: 125,5+8,85 vs. C: 100+0,0; n=14) and SREBP-1c (F: 4,08+0,44 vs. C: 

1,13+0,15; n=5-6) in F group, while FAS was lower (F: 85,90+4,81 vs. C: 100+0,0; n=4-

6). The genes for ACC, SREBP-2 and NFkB were not different between groups. We 

conclude that fructose was capable of stimulating the early steps of the hypothalamic 

lipogenic and inflammatory pathway similarly to peripheral tissues, in addition, such 

changes occur before actual changes in food intake, suggesting action in the regulation of 

food intake. 

 

Key words: levulose - lipogenic enzymes - inflammation - hypothalamus - SREBP - 

obesity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Desde muito tempo, o ser humano busca entender os efeitos dos alimentos que 

ingerimos sobre os sistemas orgânicos e vias metabólicas que atuam na homeostase. 

Nos tempos atuais, muitas descobertas ainda são necessárias para determinar como 

diferentes nutrientes e não nutrientes atuam nos órgãos e sistemas.  

É de amplo conhecimento que o consumo de açúcares pode favorecer o 

desequilíbrio de vias metabólicas importantes nos tecidos periféricos, porém, pouco se 

sabe como cada nutriente age no sistema nervoso central e as possíveis implicações 

atreladas à essa ação.  

A via de síntese de lipídios está implicada na gênese da obesidade, por converter 

substratos energéticos em ácidos graxos, promover depósito destes no tecido adiposo, 

favorecendo doenças cardiovasculares e o diabetes. Além disso, os fatores 

transcricionais da via lipogênica parecem estar envolvidos nos passos iniciais de 

distúrbios metabólicos em órgãos periféricos e no sistema nervoso central. 

Ademais, a inflamação está ligada diretamente à obesidade e complicações como 

a resistência à insulina e já foi demonstrada que a ingestão de determinados nutrientes 

pode favorecer a transcrição e síntese de fatores pró-inflamatórios, que podem levar à 

desregulação da homeostase em diferentes órgãos e promover o aparecimento de 

doenças crônicas não transmissíveis.  

Sendo assim, o presente estudo avalia a ingestão de frutose no que tange as 

alterações nos passos iniciais das vias lipogênica e inflamatória no hipotálamo de ratos 

após serem submetidos a 8 semanas de solução de frutose.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O perfil alimentar da população se modificou nas últimas décadas, especialmente 

em relação ao aumento do consumo de alimentos ultraprocessados em detrimento de 

produtos in natura. (Vari e cols., 2016). Concomitante às mudanças na ingestão 

alimentar, a prevalência da obesidade aumentou ao redor do mundo e estes dados se 

correlacionam, uma vez que o perfil alimentar contribui fortemente para alterações na 

composição corporal dos indivíduos (Apovian, 2016; Schmidt, 2015). 

A obesidade é caracterizada pelo acúmulo acentuado de tecido adiposo, o que 

aumenta o risco para diversas complicações secundárias, como resistência à insulina, 

hipertensão e outras doenças cardiovasculares (Ogden e cols., 2016). De origem 

multifatorial, o desenvolvimento da obesidade está diretamente relacionado à interação 

entre variáveis endógenas e exógenas, incluindo, o sedentarismo, o consumo de dietas 

ricas em gorduras e carboidratos (Swinburn e cols., 2011). Esta gênese pode ser 

resultado também do desequilíbrio entre os diversos fatores que integram o sistema de 

regulação da homeostase energética no organismo. A organização do controle da 

ingestão alimentar se estabelece a partir de três aspectos principais: a utilização de 

nutrientes como substratos metabólicos, o armazenamento energético e, quando 

necessário, a mobilização desses estoques (Pattaranit e Van Den Berg, 2008). 

Atualmente, pode se considerar a obesidade como estado sub-crônico de 

inflamação, com alterações em diversos sistemas orgânicos, como mudanças na 

microcirculação no tecido adiposo branco, que leva à liberação em pequenas 

quantidades de citocinas e adipocinas pró-inflamatórias, além de promover aumento de 

infiltrado de macrófagos. Entre as citocinas e adipocinas/hormônio secretados, 

destacam-se interleucina-6, interleucina-8, leptina e adiponectina, que agem na 

regulação da ingestão alimentar, ação insulínica, metabolismo de lipídeos e glicose (Guri 

e Bassaganya-Riera, 2011; Athyros e cols., 2010; Skurk e cols., 2007). 

No Brasil e em vários países do mundo, a frutose vem sendo empregada na 

indústria como adoçante de bebidas, constituindo de 4,0% a 8,0% de seu peso em 

decorrência da maior solubilidade em soluções aquosas e pelo fato de ser 1,7 vezes mais 

doce que a sacarose. Alimentos produzidos em confeitarias têm, em média, 1,0% a 2,0% 

de frutose, porém se esses alimentos apresentarem frutas na composição, a quantidade 

de frutose pode aumentar para cerca de 11,0%. O mel fornece em média 42,4% do peso 
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de frutose. O xarope de milho pode aumentar o consumo deste carboidrato para 

100g/dia e até 150g/dia se contabilizada a frutose proveniente da sacarose (Barreiros e 

cols., 2007; Rumessen e Gudmand-Høyer, 1986).  

Dados epidemiológicos relacionam a prevalência de obesidade com dietas 

palatáveis, ricas em carboidratos e gorduras (Wright e Aronne, 2012; Malik e cols., 2010; 

Popkin e Nielsen, 2003). De fato, além do consumo elevado de sacarose, nas últimas 

décadas verificou-se aumento da utilização do xarope de milho, rico em frutose, e ambos 

contribuindo para a elevação do consumo deste carboidrato pela população mundial 

(Collino, 2011). Estima-se que a população americana tenha aumentado seu consumo 

diário de frutose no período de 1978 e 2004 em torno de 61% (Marriott e cols., 2009), 

porém no Brasil não há dados populacionais representativos sobre a situação do 

consumo deste carboidrato, mas dados da POF (Pesquisa de Orçamento Familiar) 

mostram consumo médio de 23% da energia proveniente de açúcares por adolescentes 

brasileiros (IBGE, 2011). 

Embora no passado, os estudos tenham mostrado ocorrência de aumento da 

prevalência de obesidade paralelo à elevação do consumo de frutose (Bray e cols., 2004; 

Rizkalla, 2010), recentemente novos estudos não apontam essa relação e revisões 

tendem a sinalizar uma ocorrência que se sobrepôs, mas não se associa (Bray e Popkin, 

2013; Bray e Popkin, 2014). Entretanto, há evidências de que o consumo elevado deste 

carboidrato pode promover alterações periféricas importantes, como a resistência à 

insulina, hiperglicemia, hipertriacilglicerolemia e especialmente, aumento nos depósitos 

viscerais de gordura (Bremer e cols., 2011). 

O monossacarídeo frutose é um edulcorante natural com alto poder adoçante, 

com estrutura química similar à da glicose (C6H12O6). Sua absorção se dá nos intestinos 

por meio do transportador de glicose 5 (GLUT 5), que independe da ação da insulina e 

possui maior afinidade com a frutose quando comparada à glicose (Douard e Ferraris, 

2008). Vale ressaltar que a frutose, quando ingerida de forma isolada é mal absorvida, 

porém, sua absorção é melhorada na presença de glicose, como na sacarose, por 

exemplo (Havel, 2005; Rumessen e Gudmand-Høyer, 1986). Ao deixar os enterócitos, a 

frutose é direcionada para a veia porta por meio do transportador de glicose 2 (GLUT 2) 

(Barreiros e cols., 2005). Grande parte da frutose absorvida é metabolizada no fígado e 

pode seguir diferentes vias metabólicas (Lê e Tappy, 2006). 
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Três enzimas principais participam nos primeiros passos do metabolismo da 

frutose: frutoquinase; aldolase B e trioquinase (Heinz e cols.,1968). O metabolismo de 

glicose e frutose converge quando há a formação das trioses fosfato, visto que a partir 

desse ponto o metabolismo de ambos os monossacarídeos são semelhantes. Os 

principais produtos do metabolismo de frutose são: glicose, lactato, triacilglicerol e 

glicogênio. Entretanto, a captação de glicose é negativamente regulada pelo teor da 

enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK1), que catalisa a conversão de frutose-6-fosfato em 

frutose-1,6-bifosfato, enquanto, a frutose não é catalisada pela PFK1, o que gera 

rapidamente produtos que são substratos para a lipogênese de novo (Mayes, 1993). 

A lipogênese, via que integra as reações de síntese de ácidos graxos e, 

posteriormente de triacilgliceróis, ocorre no tecido adiposo branco e fígado, 

principalmente no fígado em humanos. O principal substrato para a via é o acúmulo de 

acetil-CoA na célula. A síntese endógena de lipídios é favorecida pela oferta de 

substratos e energia que excedem a demanda do organismo em utilizá-la, de forma que a 

ingestão elevada de macronutrientes, incluindo a frutose, contribui para a lipogênese 

nos tecidos hepático e adiposo (Ameer e cols., 2014; McDevitt e cols., 2001; Hellerstein, 

1999). 

A biossíntese de ácidos graxos envolve várias reações, dentre as quais se incluem 

a oxidação do piruvato à acetil-CoA. Esta última é carboxilada por ação da enzima acetil-

CoA carboxilase, gerando um novo composto, malonil-CoA. Desta forma, as duas enzimas 

envolvidas nas primeiras etapas da lipogênese são a acetil-CoA carboxilase (ACC) e a 

ácido graxo sintase (AGS) e ambas atuam sob o estímulo da insulina (Vázquez-Vela, 

Torres e Tovar, 2008). A ACC é importante na via de síntese de ácidos graxos e já foram 

identificadas as isoformas 1 e 2. A isoforma 1 está envolvida na gênese de lipídio 

propriamente dita, enquanto que a 2 atua inibindo o processo mitocondrial de -

oxidação. Assim, de forma cíclica, a interrupção da oxidação de ácidos graxos provoca 

aumento na concentração de malonil-CoA, cujos níveis aumentados inibem a carnitina 

palmitoil-transferase 1 (CPT-1) e consequentemente a -oxidação (McGarry e Brown, 

1997) e, nesta perspectiva, a lipogênese é então ativada.  

O SREBP compreende uma família de fatores de transcrição que ativam genes que 

sintetizam enzimas reguladoras da biossíntese de ácidos graxos (Osborne, 1995; Brown 

e Goldstein, 1997; Horton e Shimomura, 1999). Dentre as isoformas do SREBP, a 1c 

preferencialmente aumenta a transcrição de genes associados com a síntese de ácidos 
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graxos, enquanto a SREBP 2 ativa genes da via de síntese de colesterol (Horton e cols., 

2002). 

Botezelli e cols (2012) demonstraram que a ingestão de frutose estimula a taxa 

de lipogênese no fígado de ratos e sugerem que as interações gene-dieta podem ter 

papel peculiar na regulação transcripcional e secretória de adipocinas e, apesar da 

frutose ter efeito direto sobre a adiposidade, ainda não está claro como este açúcar 

participa na ativação do principal fator regulador transcripcional da lipogênese, o 

SREBP-1c (Samuel, 2011).  

O balanço energético é monitorado por neurônios hipotalâmicos, que respondem 

a sinais periféricos (nutricionais e hormonais) e neurais, de forma que a condição de 

energia de um organismo determina modificações na síntese de neuropeptídios para 

promover respostas que estimulam (orexígenas) ou inibem (anorexígenas) a ingestão 

alimentar (Schwartz e cols., 2000).  

O hipotálamo representa o comando central que controla não apenas o apetite, 

mas também o metabolismo de glicose e lipídios em órgãos periféricos. Portanto, o 

controle hipotalâmico do balanço energético tem papel central no desenvolvimento da 

obesidade (Schwartz e cols., 2000; Zigman e Elmquist, 2003; Niswender e cols., 2004) e 

esta constatação tem levado a investigações que evidenciem se o metabolismo lipídico 

central participa na sinalização hipotalâmica de regulação da ingestão.  

Dowell e cols. (2005) sugerem que a síntese de ácidos graxos pode estar 

envolvida na expressão hipotalâmica de neuropeptídios que regulam a ingestão 

alimentar e apontam a molécula de malonil-CoA como possível intermediário da via 

lipogênica que participa deste mecanismo, sendo este considerado um dos fatores que 

participa no controle central da ingestão alimentar (López e Vidal-Puig, 2008; Hu e cols., 

2005). Foi demonstrado ainda que embora a glicose e a frutose utilizem a mesma via de 

sinalização hipotalâmica para controlar a ingestão de alimentos, esses substratos atuam 

de forma inversa e têm efeitos recíprocos sobre a concentração de malonil-CoA no 

hipotálamo. De forma que o aumento no seu conteúdo promove ação anorexígena e sua 

diminuição gera resposta orexígena (Lopaschuk e cols., 2010; Wolfgang e Lane, 2008), 

como pode ser observado na figura abaixo. 
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Figura 1. Vias de sinalização hipotalâmica para glicose (A) e frutose (B) no controle da ingestão de 
alimentos. Adaptado de Lane e Cha, 2009. * Fosfofrutoquinase; ** Ácido Graxo Sintase 

 

Os dados acima ilustrados na figura 1 suportam a ideia de que o hipotálamo 

utiliza o malonil-CoA como sinalizador do nível de energia no organismo e esta molécula 

pode, por sua vez, regular o fluxo de substratos intracelulares de forma a promover 

resposta anorexígena (Ruderman e cols., 2003). Além disso, a AGS é descrita com a 

capacidade de integrar sinais hormonais e nutricionais no hipotálamo e assim participa 

no controle da ingestão alimentar (Loftus e cols., 2000). É uma enzima que age sobre a 

molécula de malonil-CoA promovendo a síntese de ácidos graxos, de forma que sua 

inibição tem efeito anorexígeno no hipotálamo, resultante do acúmulo de malonil-CoA.  

Estudos em ratos demonstraram que a infusão do inibidor da AGS, o C75, leva ao 

aumento dos teores de malonil-CoA, resultando em resposta anorexígena, enquanto a 

infusão intracerebroventricular de frutose reduz os seus teores, suprimindo a expressão 

do RNAm para proopiomelanocortina (POMC), potente peptídeo anorexígeno, levando à 

resposta orexígena (Hu e cols., 2003; Cha e cols., 2008). Juntas, estas informações 

apontam para o envolvimento das enzimas lipogênicas na regulação da ingestão 

alimentar.  
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Sabe-se que a frutose é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefálica (Cha e 

Lane, 2009; Thurston e cols.,1972) e que o sistema nervoso central (SNC) possui 

enzimas necessárias para sua metabolização (Funari e cols., 2005; Miller e cols., 2002). 

Além disso, as enzimas e fatores de transcrição lipogênicos também são encontrados em 

áreas importantes do SNC (Okamoto e cols., 2006), levando a sugerir que o consumo de 

frutose pode influenciar a lipogênese central pelo aumento da expressão de SREBP-1c 

no tecido hipotalâmico. 

A expressão de SREBP-1c no cérebro não responde às alterações metabólicas 

periféricas, como o estado nutricional e teores de insulina e leptina (Okamoto e cols., 

2006), entretanto o consumo de frutose parece favorecer a expressão do RNAm para 

SREBP-1c no fígado, e a ativação exacerbada desse fator de transcrição pode ter papel 

importante na patogênese de muitas alterações metabólicas, tais como esteatose 

hepática e disfunção hepática e estímulo à fatores pró-inflamatórios (Ruscica e cols., 

2016; Mastrocola e cols., 2016; Nagata e cols., 2004; Nagai e cols., 2002). 

O efeito da ativação da SREBP-1c sobre a regulação da ingestão alimentar e a 

influência dos nutrientes circulantes sobre a expressão desse fator de transcrição no 

SNC ainda é controverso, uma vez que existem poucos estudos acerca desse assunto. 

Sabe-se que a realimentação não influencia tal expressão (Okamoto e cols., 2006), mas 

nada se sabe sobre o consumo crônico ou prolongado de nutrientes sobre essa ativação.  

A expressão do fator SREBP-1c pode ser regulada pela AMPK em células 

hepáticas (You e cols., 2004), a qual é expressa em altos níveis no cérebro (Stapleton, 

1996), sugerindo que em neurônios hipotalâmicos a atividade da acetil-CoA carboxilase 

parece ser controlada por mudanças na atividade da AMPK. Além disso, a acetil-CoA 

carboxilase catalisa a formação de malonil-CoA, que é substrato para formação de ácidos 

graxos pela enzima AGS (Wolfgang e Lane, 2006). Entretanto, ainda é discutida a 

possibilidade da AMPK regular enzimas lipogênicas no cérebro e, apesar da segura 

participação de sua fração hipotalâmica na homeostase energética, não é claro a 

relevância desta proteína no desenvolvimento da obesidade. 

Como dito anteriormente, embora Okamoto e cols. (2006) sugiram que a 

expressão de SREBP-1c no cérebro não seja regulada pelas condições nutricionais, foi 

demonstrado que ácidos graxos poliinsaturados da série n-3 afetam a expressão da 

SREBP-1c em cérebro de camundongos (Zhu e cols., 2010). Assim, apesar da SREBP-1c 

ser expressa no cérebro, existem poucos estudos sobre a repercussão das condições 
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nutricionais e efeitos da frutose sobre a gênese de gordura no SNC e, mais 

especificamente, sobre a regulação da expressão dessa proteína e atividades de enzimas 

lipogênicas no cérebro. 

Além da ação na via lipogênica, a frutose apresenta potente efeito pró-

inflamatório em tecidos periféricos (Castro e cols., 2015), porém poucas evidências 

mostram sua ação inflamatória no hipotálamo. Sabe-se que a inflamação hipotalâmica 

está envolvida na alteração de peptídeos que participam da regulação da ingestão 

alimentar, como a POMC e a Agouti-Related Peptide (AgRP) e que existem sinais de que a 

“hiperalimentação” pode ativar vias inflamatórias em regiões hipotalâmicas (Valdearcos 

e cols., 2015). 

A ativação do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) está associada com a fosforilação e 

liberação do Fator Nuclear kappa B (NFkB), que por sua vez possui efeito pró-

inflamatório no hipotálamo e provoca resposta inflamatória no tecido (Zhang e cols., 

2008).  

Evidências indicam que a frutose pode suprimir a via de sinalização hipotalâmica 

e exercer efeito orexígeno (Cha e cols., 2008; Miller e cols., 2002). Entretanto, estudos 

sustentam a hipótese de que a frutose exerce seu efeito no SNC, através da via malonil-

CoA, com consequente repercussão sobre a atividade de enzimas lipogênicas (Lane e 

Cha, 2009; Cha e cols., 2008). Porém não foram encontrados estudos que demonstraram 

se o efeito do consumo prolongado de frutose na dieta promove resposta semelhante, e 

se a ação da frutose no hipotálamo passa pela regulação gene-dieta, podendo alterar a 

expressão do fator de transcrição SREBP ou levar à inflamação hipotalâmica. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

 

Avaliar no hipotálamo de ratos após administração crônica e prolongada de 

solução oral de frutose, teores proteicos e expressão gênica de vias lipogênicas e 

inflamatórias.      

 

3.2. Específicos 

  

Nos ratos após 8 semanas de tratamento com e sem solução oral de frutose: 

 

- Avaliar o consumo alimentar, a massa corporal e a ingestão de líquidos; 

- Analisar a glicemia e triacilglicerolemia de jejum; 

- Quantificar o teor hipotalâmico das proteínas da via: 

 a) lipogênica: acetil-CoA carboxilase (ACC) e ácido graxo sintase (AGS) e; 

 b) inflamatória: NFkB (p65); 

- Avaliar a expressão hipotalâmica dos RNAm para: 

a) os fatores de transcrição: SREBP (isoformas 1c e 2) e NFkB (p65); 

b) a proteína acetil-CoA carboxilase (ACC).
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1. Condições e grupos experimentais 

Para o desenvolvimento, o projeto foi submetido à análise e aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ) (Protocolo Macaé030 – Anexo 1). Foram utilizados machos Wistar, recém-

desmamados (30 dias), distribuídos em gaiolas individuais e mantidos no biotério sob 

ciclo de luz de 12 horas (6h00 às 18h00) em temperatura constante (24 + 1°C) com livre 

acesso a água ou solução de frutose e alimentação até o 90º dia de vida, quando foram 

eutanasiados por decapitação em guilhotina e o hipotálamo rapidamente dissecado e 

tratado com tampões para coleta de material e avaliações.  

 No 30º dia de vida os animais foram distribuídos em dois grupos experimentais: 

Controle (C) e Frutose (F), tratados com livre acesso à dieta e fonte hídrica (água ou 

solução aquosa de frutose à 20%).  

A solução aquosa de frutose oferecida a 20% (Shu e cols., 2006) foi a única fonte 

hídrica para os animais do grupo frutose. A oferta da frutose em solução aquosa teve 

como objetivo reproduzir os tipos de fontes comumente utilizadas pela população, como 

refrigerantes e sucos adoçados.  

 

4.2. Avaliação da ingestão alimentar de 24 horas, ganho de massa corporal e estimativa do 

consumo de frutose e energia. 

O consumo de ração e solução de frutose em 24h e a avaliação semanal da massa 

corporal foram realizados individualmente.  Para a estimativa do consumo foi avaliado o 

resto-ingestão das ofertas de ração e solução aquosa de frutose em 24h. Semanalmente, 

quantidade de ração e solução de frutose eram disponibilizados aos animais e, no dia 

posterior no mesmo horário, pesava-se o resto de solução e ração. O teor de frutose foi 

calculado a partir do volume ingerido em 24h, por conversão em gramas do volume 

(20% v/v) suplementado. Na conversão à energia foi computado o consumo de ração e 

frutose, e considerados os valores de 9 kcal/g de lipídios e 4 kcal/g de proteínas e 

carboidratos, incluindo a frutose de adição. 
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4.3. Avaliações bioquímicas – glicose e triacilglicerol 

Após jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados em guilhotina e o sangue 

coletado e centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos a 4º C. Em seguida, o soro foi 

separado e aliquotado, permanecendo estocado a -80º C até a realização das dosagens, à 

exceção da glicose que foi dosada imediatamente após a obtenção da amostra para 

evitar erros na leitura.  

A glicose foi determinada pelo método enzimático utilizando kit comercial com 

limite de detecção de 0,41mg/dL (Glicose PAP Liquiform, Labtest Diagnóstica, BH-MG). 

Neste método a glicose oxidase catalisa a oxidação da glicose de acordo com a seguinte 

reação:   

Glicose + O2 + H2O   Ácido Glucônico + H2O2 

O peróxido de hidrogênio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob ação 

catalisadora da peroxidase, por meio de uma reação oxidativa de acoplamento, 

formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional à 

concentração da glicose na amostra. 

Os teores séricos de triacilgliceróis foram determinados por meio de método 

colorimétrico, utilizando kit comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest Diagnóstica, MG, 

Brasil). Esse método baseia-se na hidrólise dos triacilgliceróis pela ação da lipase 

lipoproteica e fosforilação do glicerol liberado pela enzima glicerol quinase. O glicerol 

fosfato resultante é oxidado por ação da glicerol-3-fosfato oxidase resultando na 

liberação de dihidroxiacetona e água oxigenada. Por intermédio de reação oxidativa, 

catalisada pela peroxidase, a água oxigenada reage com os compostos 4-aminoantipirina 

(4-AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina (vermelha), cuja intensidade da cor 

vermelha é diretamente proporcional à concentração dos triacilgliceróis na amostra. 

Para os dois ensaios, tanto glicose quanto triacilglicerol, foram pipetados 2µL de 

amostra do soro de cada animal e 200µL de reagente nas placas de microensaio. Após 

incubação a 37°C durante 15 minutos, a leitura das absorbâncias foi realizada em leitor 

de microplacas (Asys Expert96, Biochrom, Cambridge, Reino Unido) em comprimento de 

onda de 505nm. Os resultados de glicemia e triacilglicerolemia foram apresentados em 

miligramas por decilitro (mg/dL). 
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4.4. Avaliação do teor hipotalâmico de proteínas das vias lipogênica e inflamatória por 

Western Blotting  

 

4.4.1. Extração de proteínas 

A quantificação das proteínas acetil-CoA carboxilase, ácido graxo sintase e NFkB 

foi realizada por Western blotting (Towbin e cols., 1979) em amostras de extrato total do 

hipotálamo. O tecido de cada animal foi rapidamente homogeneizado em 1mL de 

tampão de extração (Trizma base 100mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1mg/mL; PMSF - 2mM; 

Ortovanadato de sódio 10mM; Fluoreto de sódio 100mM; Pirofosfato de sódio 10mM e 

EDTA – 10mM). Após homogeneização, as amostras foram adicionadas de Triton X-100 

(1%), mantidas em gelo por 30 minutos e centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos à 

4°C. Os sobrenadantes foram coletados e mantidos em freezer a -80°C até o momento 

das análises.  

O teor de proteína dos extratos foi determinado utilizando-se kit Bradford (LGC 

Biotecnologia, Cotia, Brasil) e a quantidade de amostra a ser aplicada foi normalizada 

entre 50 e 100µg de proteína por poço.  

 
4.4.2. Eletroforese 

Para a separação das proteínas por eletroforese, foi adicionado às alíquotas igual 

volume de tampão Laemmli (Azul de bromofenol 0,01%; Fosfato de sódio 50mM; 

Glicerol 25%; SDS 1%) (Laemmli, 1970) contendo β-mercaptoetanol a 1M. Os tubos 

contendo as amostras foram aquecidos em banho-maria a 100°C durante 5 minutos e 

aplicados em gel de poliacrilamida a 7% para as proteínas ACC e AGS e 10% para a 

proteína NFkB. As proteínas investigadas foram identificadas comparativamente ao 

padrão de peso molecular compatível (RPN800E - GE Healthcare, Piscataway, EUA) 

aplicado em todos os géis (SDS-PAGE). 

Após a separação por eletroforese, as amostras foram transferidas em 

refrigeração a 70V, por 120 minutos, para membrana de nitrocelulose (RPN303E - 

Amershan Biosciences, Piscataway, EUA). Logo após a transferência, as membranas 

foram bloqueadas em 5 mL de solução de bloqueio (solução basal contendo albumina 

1%; Trizma base 100mM; NaCl 1,5M; Tween 20 à 4%). Após o bloqueio, cada membrana 

foi incubada overnight em refrigeração, com os anticorpos primários contra as proteínas 

de interesse, diluídos em solução de bloqueio a 1:1.000. Após 3 lavagens de 10 minutos 



13 
 

com solução basal, a membrana foi incubada com anticorpo secundário associado à 

peroxidase (A5420; A0545 - Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 1 hora diluídos a 

1:20.000. Após a incubação com anticorpo secundário, a membrana foi lavada e revelada 

por quimiluminescência. Para a revelação, foram aplicados 400 µL da mistura dos 

reagentes de revelação ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, EUA) em cada 

membrana, em seguida filmes de raio-x Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, 

Piscataway, EUA) foram expostos a reação de luminosidade e impressa nos filmes as 

bandas correspondentes às proteínas marcadas. As bandas das proteínas de interesse 

foram quantificadas por densitometria utilizando-se software Image J (NIH Image, 

Bethesda, Maryland, EUA) e padronizadas com as bandas de α-tubulina. 

As membranas foram submetidas ao descarregamento (stripping), para extração 

dos anticorpos anteriormente ligados às proteínas e permitir a rehibridização com 

anticorpo α-tubulina (2144 - Cell Signaling, Boston, EUA). O descarregamento consiste 

na incubação da membrana com solução (Trizma base 0,75g; SDS 0,2g; β-

mercaptoetanol 0,2M em 100 mL de água deionizada) por 30 minutos, com agitação a 

cada 5 minutos a 48°C em estufa. Todas as membranas descarregadas foram bloqueadas 

e incubadas com anticorpo primário α-tubulina e anticorpo secundário como descrito 

acima. A marcação das membranas com o anticorpo α-tubulina teve como propósito 

normalizar a carga de proteínas aplicadas nos géis.  

 

4.5. Avaliação da expressão dos genes por que codificam as proteínas envolvidas nas vias 

lipogênicas e inflamatórias no hipotálamo 

 
4.5.1. Extração de RNA 

 Após a eutanásia, o hipotálamo de cada animal foi rapidamente dissecado e 

homogeneizado em 1 mL de Trizol (Thermo Scientific). Após homogeneização, as 

amostras foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram 

coletados e adicionados de 200µL de clorofórmio e centrifugados à 12000g por 15 

minutos a 4°C para separação de fases. Nesta etapa foram formadas 3 fases: fenólica, 

interfase e aquosa, sendo esta última, a fase que contém o RNA.  

 Coletada a fase aquosa, cada amostra foi adicionada de 500 µL de isopropanol, 

incubadas por 10 minutos e centrifugadas à 12000g por 10 minutos em refrigeração 

para precipitação do RNA, que se torna visível com a formação de pellet no fundo do 
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microtubo. Uma vez precipitado, o sobrenadante foi descartado por inversão e os pellets 

foram lavados com etanol 75% (diluído com água ultrapura livre de DNAse e RNAse), 

secados em temperatura ambiente e suspendidos em 20 µL de água.  

 A qualidade e concentração de RNAm foram avaliadas com a utilização de 

aparelho Nanodrop (Thermo Scientific), considerada melhor relação nos comprimentos 

de onda A260/280 entre 1,9 e 2,09. As amostras de RNA foram estocadas em freezer até 

a síntese de cDNA.  

 
4.5.2. Síntese de cDNA 

 O cDNA foi sintetizado por meio de kit comercial High-Capacity cDNA (Applied 

Biosystems), com a adição de 10 µl de mastermix (2 µl de 10X RT Buffer, 0,8 µl de 25X 

dNTP mix, 2 µl de 10X RT Random primers, 1µl de MultScribe RT e 4,2 µl de água livre de 

nuclease) e 10 µl de amostras de RNA normalizada entre 1 e 3 µg/RNA por amostra. 

Após o preparo das reações, a placa foi colocada em termociclador com as especificações 

do Quadro 1: 

Quadro 1. Tempo e temperatura para síntese de cDNA, 

utilizando-se kit High-Capacity cDNA. 

 Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4 

Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C 

Tempo 10 min 120 min 5 min ∞ 

 

4.5.3. Amplificação do RNAm 

Uma vez obtido o cDNA, foi quantificada a expressão gênica mediante a amplificação 

pela técnica de PCR (Real Time PCR ou reação em cadeia de polimerase) em tempo real por 

meio do aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems). Foram usados sondas 

customizadas para os genes SREBP-1c, SREBP2 e 18S e amplificação do RNA foi 

realizada por uso de mastermix TaqMan (Applied Biosystems). Após o preparo das 

reações, as placas foram centrifugadas à 2.500 rpm por 5 minutos para eliminação de 

bolhas de ar e carregadas no aparelho com os parâmetros descritos no Quadro 2.  

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram analisados em 

ΔΔCT, utilizando-se o gene 18S como controle endógeno. 



15 
 

Quadro 2. Parâmetros para a amplificação do mRNA no StepOne 

Plus, utilizando-se reagente TaqMan com probes personalizados. 

Parâmetro Ativação da 

polimerase 

PCR (40 ciclos) 

Desnaturar Anelar/Estender 

Temperatura 95°C 95°C 60°C 

Tempo (mm:ss) 10:00 00:15 01:00 

 

4.6. Análise dos dados 

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Excel 

versão 365 (Microsoft Office, EUA) e, a partir desses, foi realizada a análise estatística no 

programa GraphPad Prism versão 6 (GraphPad Prism Software Inc., EUA).     

Inicialmente, todas as variáveis foram avaliadas quanto à normalidade de sua 

distribuição pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e, assumindo normalidade, submetidos 

ao teste “t” de Student. No entanto, em situações em que os resultados não apresentaram 

distribuição gaussiana, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). O nível de significância adotado 

foi p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

 Os dados obtidos no presente estudo foram organizados de forma a construir 

manuscrito a ser submetido em periódico para publicação. Desta forma, os resultados e 

discussão foram apresentados como artigo.  
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Resumo  

Nos últimos anos, estudos apontam que o metabolismo intermediário pode participar da 
regulação hipotalâmica da ingestão alimentar. Entretanto, ainda não está claro como 
alguns nutrientes, como a frutose, pode participar da ativação de enzimas da via 
lipogênica e dos passos iniciais da via inflamatória. Assim, foi avaliado se o consumo de 
frutose por 8 semanas afeta enzimas e fatores de transcrição das vias lipogênica e 
inflamatória no hipotálamo de ratos Wistar. Aos 30 dias os animais foram divididos em 
grupos: Controle (C) e Frutose (F) e mantidos com acesso livre à ração e água filtrada (C) 
ou solução aquosa de frutose à 20% (F). Os resultados mostraram no grupo F menor 
consumo de ração, aumento na glicemia (146,20+6,09 vs. 102,32+4,58; n:9) e 
triacilglicerolemia (F:191,65+13,51 vs. C:131,69+6,49; n:9) e não houve diferença no 
consumo hídrico e energético. Identificamos maior teor de ACC (F: 133,93+5,58 vs. C: 
100+0,0; n:9-10), NFkB (F: 125,5+8,85 vs. C: 100+0,0; n:14) e SREBP-1c (F: 4,08+0,44 vs. 
C: 1,13+0,15; n:5-6) no grupo F, enquanto AGS foi menor (F: 85,90+4,81 vs. C: 100+0,0; 
n:4-6). Os genes para ACC, SREBP-2 e NFkB não foram diferentes entre os grupos. 
Concluímos que a frutose altera fatores lipogênicos e inflamatórios importantes no 
hipotálamo de ratos e leva à regulação de fatores de transcrição antes das alterações na 
massa corporal se evidenciarem.  
 
Palavras Chaves: Frutose – enzimas lipogênicas – Inflamação - hipotálamo – SREBP – 
Obesidade  
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INTRODUÇÃO 

Ao longo das últimas três décadas pesquisas mostram alarmante 

aumento na incidência de obesidade e diabetes tipo 2 na população mundial (Johnson e 

cols., 2013). Paralelamente a este aumento evidências apontam que o consumo elevado 

de frutose pode promover alterações metabólicas periféricas importantes, como a 

resistência à insulina, alterações no metabolismo de colesterol e especialmente, 

aumento nos depósitos viscerais de gordura (Sharawy e cols., 2016; Bremer e cols., 

2011). Muitas dessas alterações associam-se com o efeito lipogênico atribuído a este 

carboidrato, com a ativação de fatores de transcrição como o SREBP-1c e enzimas da via 

lipogênica no fígado (Samuel, 2011). 

No entanto, pouco é conhecido sobre o efeito da ingestão de frutose no 

hipotálamo. É sabido que o hipotálamo representa o comando central que controla não 

apenas o apetite, mas o metabolismo de carboidratos e lipídios em órgãos periféricos. 

Portanto, o controle hipotalâmico do balanço energético tem papel fundamental no 

desenvolvimento da obesidade e esta constatação tem motivado investigações de como 

o metabolismo central participa na sinalização hipotalâmica de regulação da ingestão 

alimentar (Schwartz e cols., 2000; Zigman e Elmquist, 2003; Niswender e cols., 2004).  

Estudos apontam que tanto a glicose como a frutose utilizam da mesma via de 

sinalização hipotalâmica de regulação da ingestão alimentar, ainda que atuam de 

maneira inversa e com efeitos recíprocos na concentração hipotalâmica de Malonil-CoA, 

um intermediário chave na cascata de sinalização hipotalâmica que regula o balanço 

energético (Rizkalla, 2010; Cha e cols., 2008). Nos animais que receberam infusão 

intracerebroventricular de frutose ocorreu aumento da ingestão alimentar associada 

com reduzido teores hipotalâmico de Malonil-CoA, enquanto infusão de glicose na 

mesma concentração aumentou o teor de Malonil-CoA  e reduziu o apetite e a ingestão 

de alimentos (Miller et al, 2002). As enzimas lipogênicas acetil-CoA carboxilase (ACC) e a 

ácido graxo sintase (AGS), envolvidas na regulação hipotalâmica da ingestão alimentar 

por intermédio da molécula malonil-CoA, também foram alteradas após a infusão 

intracerebroventricular de frutose (Lane e Cha, 2009; e Cha e cols., 2008). 

 Estes dados apontam que o acúmulo ou declínio celular de malonil-CoA sinaliza o 

estado metabólico do indivíduo e parece modular a liberação de fatores orexígenos ou 

anorexígenos, regulando a ingestão alimentar.  
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Além da ação na via lipogênica, a frutose apresenta potente efeito pró-

inflamatório em tecidos periféricos (Castro e cols., 2015), porém poucas evidências 

mostram este efeito no sistema nervoso central. Sabe-se que a inflamação hipotalâmica 

altera peptídeos envolvidos na regulação da ingestão alimentar, como a 

proopiomelanocortina (POMC) e a agouti-related peptide (AgRP) e que evidências 

sugerem que a hiperalimentação pode ativar vias inflamatórias em regiões 

hipotalâmicas (Valdearcos e cols, 2015, Milanski e cols., 2012; Cintra e cols., 2011) 

Na obesidade, a infiltração de macrófagos e outras células do sistema inato no 

tecido adiposo levam à liberação desregulada de adipocinas, provocando inflamação de 

grau leve a moderado e consequente alteração do perfil de citocinas pró-inflamatórias 

circulantes (Lumeng e Saltiel, 2011; Ouichi e cols., 2011; Xu e cols., 2003), entretanto 

não se tem claro se este mecanismo se reproduz no tecido hipotalâmico. O NFkB 

(nuclear factor kappa B) possui efeito pró-inflamatório, e no hipotálamo a ativação do 

Toll-like Receptor 4 (TLR4) está associada com a fosforilação e liberação deste fator de 

transcrição, resultando em resposta inflamatória no tecido (Zhang e cols, 2008).  

Considerando a relação entre o potencial lipogênico e inflamatório da frutose, o 

seu crescente e elevado consumo populacional e a ausência de investigação desses 

efeitos no sistema nervoso central, o presente trabalho avaliou se a ingestão de frutose 

em concentrações elevadas na dieta, altera atividade hipotalâmica das enzimas ACC, AGS 

e os fatores de transcrição SREBP-1c, SREBP-2 e NFkB. Tais avaliações tem por base 

científica a estimativa de consumo médio de 20% da energia total ingerida como 

açúcares por indivíduos adultos no mundo (Newens e Walton, 2016), o que é 

considerado elevado e pode determinar repercussões lipogênica e inflamatória no 

hipotálamo. 



20 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Condições e grupos experimentais  

Machos Wistar, recém-desmamados (30 dias) foram distribuídos nos grupos: 

Controle (C) e Frutose (F) e tratados com livre acesso à dieta e fonte hídrica. A solução 

aquosa de frutose oferecida a 20% (Shu e cols., 2006) foi a única fonte hídrica para os 

animais do grupo frutose. Os animais foram mantidos no biotério em condições 

adequadas de luz (6h00 às 18h00 claro/escuro) e temperatura (24 + 1°C) até o 90º dia 

de vida, quando foram eutanasiados por decapitação em guilhotina e o hipotálamo 

rapidamente dissecado para as avaliações. O protocolo utilizado foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Instituição. 

 

Avaliação da ingestão alimentar (ração e frutose), energia e massa corporal 

O consumo de 24h de ração e solução de frutose e a avaliação semanal da massa 

corporal foram realizados individualmente.  Para a estimativa do consumo foi avaliado o 

resto-ingestão das ofertas de ração e solução aquosa de frutose em 24h. O teor de 

frutose foi calculado a partir do volume ingerido em 24h, por conversão em gramas do 

volume (20% v/v) suplementado. Na conversão à energia foi computado o consumo de 

ração e frutose, e considerados os valores de 9 kcal/g de lipídios e 4 kcal/g de proteínas 

e carboidratos, incluindo a frutose de adição. 

 
Avaliações bioquímicas 

Após jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados em guilhotina e o sangue 

coletado e centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos a 4º C. Em seguida, o soro foi 

separado e aliquotado, permanecendo estocado a -80º C até a realização das dosagens, à 

exceção da glicose que foi dosada imediatamente após a obtenção da amostra para 

evitar erros na leitura. A glicose foi determinada pelo método enzimático utilizando kit 

comercial com limite de detecção de 0,41mg/dL (Glicose PAP Liquiform, Labtest 

Diagnóstica, BH-MG). Os níveis de triacilgliceróis foram determinados por meio de 

método colorimétrico, utilizando kit comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest 

Diagnóstica, MG, Brasil).  
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Avaliação do teor hipotalâmico de proteínas das vias lipogênicas e inflamatórias por 

Western Blotting  

Para a avaliação das enzimas ácido graxo sintase, acetil-CoA carboxilase, e NFkB 

cada hipotálamo foi retirado e homogeneizado individualmente em tampão de extração 

de proteínas à 4°C (Trizma base 100mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1mg/mL; PMSF - 2mM; 

Ortovanadato de sódio 10mM; Fluoreto de sódio 100mM; Pirofosfato de sódio 10mM e 

EDTA – 10mM), adicionadas de 100µL de Triton X-100 10%, mantidas em gelo por 30 

minutos e centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O teor de proteína dos 

extratos foi determinado utilizando-se método de Bradford e a quantidade de amostra 

aplicada foi normalizada entre 50-100µg de proteína. Foi adicionado às alíquotas 

tampão Laemmli (v/v) (Azul de bromofenol 0,01%; Fosfato de sódio 50mM; Glicerol 

25%; SDS 1%) (Laemmli, 1970) contendo 2-mercaptoetanol a 1M. As amostras foram 

aquecidas em banho-maria a 100°C durante 5 minutos e aplicados em gel de 

poliacrilamida a 10% e depois transferidas para membranas de nitrocelulose. As 

membranas então foram bloqueadas com 5% de solução basal contendo albumina de 

soro bovina (0,1% Tween 20 em tampão TBS) e incubada com anticorpo primário 

contra ACC, AGS (Cell Signalling) e NFkB (Sabiotech) à 1:1000 overnight sob 

refrigeração. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo secundário 

conjugado à peroxidase (Sigma-Aldrich) à 1:20000 por 1h em temperatura ambiente. As 

bandas foram detectadas por reação de quimiluminescência em filme. A intensidade das 

bandas foi analisada por densitometria em software ImageJ. 

 

Avaliação da expressão gênica – qPCR (quantitative Polimerase Chain Reaction) 

 O hipotálamo de cada animal foi rapidamente dissecado e homogeneizado em 

1mL de Trizol (Thermo Scientific) e o RNA foi extraído de acordo com o protocolo do 

fabricante. Após a extração do RNA, o cDNA foi sintetizado por meio de kit comercial 

High-Capacity cDNA (Applied Biosystems) e sintetizado de acordo com os parâmetros 

fornecidos pelo fabricante.Os níveis de RNAm dos genes alvo foram avaliados por meio 

do aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems). Foram usados probes customizados 

para os genes SREBP-1c, SREBP-2, ACC, NFkB e 18S, e a amplificação do RNA foi 

realizada por uso de mastermix TaqMan (Applied Biosystems). As análises foram 

realizadas em triplicata e os resultados foram analisados em ΔΔCT, utilizando-se o gene 

18S como controle endógeno. 
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Análise dos resultados 

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Excel 

versão 365 (Microsoft Office, EUA) e, a partir desses, foi realizada a análise estatística no 

programa GraphPad Prims versão 6 (GraphPad Prism Software Inc., EUA).     

Inicialmente, todas as variáveis foram avaliadas quanto à normalidade de sua 

distribuição pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e, assumindo normalidade, submetidos 

ao teste “t” de Student. No entanto, em situações em que os resultados não apresentaram 

distribuição gaussiana, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). O nível de significância adotado 

foi p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

Avaliação da ingestão alimentar (24h), massa corporal e estimativa do consumo de frutose 

e energia. 

Inicialmente, avaliamos a massa corporal semanal (Figura 2A). O ganho total 

também foi avaliado (dados não mostrados), entretanto, não obtivemos diferenças nos 

dados analisados. O grupo frutose demonstrou menor consumo de ração durante todo o 

período de tratamento (Figura 2B) e apresentou maior consumo (p=0,004) hídrico na 1ª 

semana (Figura 2C) e de ingestão energética (p=0,005) (Figura 2D) na 5ª semana. O 

consumo diário médio estimado de frutose em solução foi de 5,12 g/100g de massa 

corporal. 
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Figura 2. Peso semanal (A), ingestão de ração (B), ingestão hídrica (C) e ingestão energética (D) 
dos grupos Controle e Frutose. Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs. Controle. n=10.  
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Avaliações bioquímicas  
 

 Observou-se que o grupo frutose, mesmo em jejum, apresentou maior glicemia 

(p<0,0001) e triacilglicerolemia comparado ao grupo controle (p=0,0019) (Figura 3). 

 

Figura 3. Glicemia e triacilglicerolemia dos grupos Controle e 

Frutose. Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs 

Controle. n=9.  

 

Avaliação hipotalâmica de proteínas por Western Blotting 

Os teores das proteínas hipotalâmicas estavam alterados no grupo frutose, com 

maior teor da enzima acetil-CoA carboxilase (p<0,0001) (Figura 4A) e do fator nuclear 

NFkB (p=0,042) (Figura 4B) e menor teor da ácido graxo sintase (p=0,006) (Figura 4A). 
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Figura 4. Teor hipotalâmico relativo (%) das proteínas Acetil-
CoA Carboxilase (n=10), Ácido Graxo Sintase (A) (n=6) e do 
fator de transcrição NFkB (B) (n=14) dos grupos Controle e 
Frutose após 8 semanas de tratamento. Valores expressos 
como Média + EPM. *p<0,05 vs Controle. 
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Avaliação da expressão gênica dos RNAm das vias lipogênica e inflamatória – qPCR  

A ingestão de frutose estimulou a expressão (Figura 5A) do SREBP-1c versus o 

grupo controle (p=0,0005). Não houve diferença entre os grupos, na expressão do 

SREBP-2 (p=0,42) (5A), do fator de transcrição NFkB e do gene para ACC (Figura 5B). 

 

Figura 4. Expressão dos RNAm do proteína ligadora do 
elemento regulado por esteróis 1c (n=6) e proteína ligadora 
do elemento regulado por esteróis 2 (n=9) (A), Acetil-CoA 
Carboxilase (n=4) e NFkB (n=9) (B) dos grupos Controle e 
Frutose após 8 semanas de tratamento. Valores expressos 
como Unidades Arbitrárias (UA) + EPM.  *p<0,05 vs Controle.        
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DISCUSSÃO 

  

 Este é o primeiro estudo que mostra que o tratamento prolongado com solução 

oral de frutose, em ratos por 8 semanas, apresenta alterações nas vias lipogênicas e 

inflamatórias do hipotálamo, promovendo aumento nos teores da proteína acetil-Coa 

carboxilase (ACC) e do fator de transcrição NFkB (p65) e redução do teor da proteína 

AGS. Adicionalmente, observamos também aumento da expressão (mRNA) do fator de 

transcrição SREBP-1c no hipotálamo, fator este, responsável pela ativação de genes que 

codificam enzimas da via lipogênica. 

 Após absorção, a frutose presente na circulação portal é rápida e eficientemente 

extraída pelo fígado (mediada pelo GLUT5), sendo metabolizada em frutose-1-fosfato 

(P) pela enzima frutoquinase (Samuel, 2011). A frutose-1-P pode depois ser convertida 

em várias trioses-P, nomeadamente, gliceraldeído, dihidroxiacetona-P e gliceraldeído-3-

P, gerando rapidamente produtos que são substratos para a lipogênese de novo (Mayes, 

1993).  Adicionalmente, o aumento de frutose inibe a oxidação lipídica hepática, 

favorecendo assim a reesterificação dos ácidos graxos com o glicerol para formar TAG, e 

a síntese de VLDL ricas em TAG (VLDL-TAG) que são liberadas para a corrente 

sanguínea podendo ocasionar triacilglicerolemia (Samuel, 2011). No presente estudo 

encontramos também triacilglicerolemia no grupo de animais que receberam solução 

oral de frutose em comparação com o controle. Este resultado pode constituir indício da 

existência da ocorrência de aumento da ativação da lipogênese hepática, em decorrência 

da elevada ingestão de frutose no presente estudo. Além disso, foi previamente relatado 

por Janevski e cols. (2012) que a substituição na dieta de glicose para frutose ocasionou 

alterações hepáticas na ACC, AGS e SREBP-1c, porém sem acréscimos na massa corporal.  

Assim, é possível considerar que o excesso de acetil-CoA proveniente do metabolismo de 

frutose possa estimular as enzimas ACC e AGS em tecidos lipogênicos, como o fígado, 

porém, sua ação no SNC sobre essas enzimas ainda não está totalmente elucidada.  

 Um dos poucos estudos existentes sobre os efeitos da frutose no hipotálamo 

demonstraram que a infusão intracerebroventricular de frutose foi capaz de diminuir a 

razão AMP/ATP celular, a fosforilação e inativação da ACC, com consequente aumento 

da ACC fosforilada, levando à diminuição dos teores de malonil-CoA e aumento da 

expressão (mRNA) de neuropeptídios orexígenos e portanto, aumento da ingestão 

alimentar (Cha e cols. 2008) Estes resultados foram importantes porque mostraram, 
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pela primeira vez, que a frutose é capaz de alterar o metabolismo lipídico e a ativação da 

acetil-CoA carboxilase no sistema nervoso central, similarmente como ocorre em tecidos 

periféricos. Nossos resultados também corroboram com esses dados, considerando que 

a ingestão de frutose aumentou o teor da enzima ACC, porém não observamos aumento 

significativo da expressão de seu RNAm em relação ao grupo controle. É provável que o 

aumento da quantidade da ACC observado em nosso estudo no hipotálamo seja 

representado por alterações pós-traducionais. No entanto, investigação complementar 

da quantificação fosforilada/desfosforilada da ACC faz-se necessário em futuros estudos 

para comprovar essa hipótese.  

 A AGS foi relacionada com a ingestão alimentar a partir do estudo de Loftus e 

cols. (2000), no qual infundiram C75, um inibidor de AGS, que levou à redução da 

ingestão alimentar e diminuição da massa corporal. Este efeito foi atribuído ao fato de 

que a inibição de AGS provoca acúmulo de malonil-CoA no hipotálamo, sinalizando 

saciedade e aumento na expressão de efetores anorexígenos. No estudo de Cha e cols. 

(2008) a infusão de frutose levou à diminuição de malonil-CoA, porém, os teores de AGS 

não foram avaliados.  

Durante o tratamento o grupo frutose regulou a ingestão de energia, consumindo 

menos ração que o controle e compensando com a suplementação de frutose em 

solução, ainda que sem alterar a ingestão de líquidos. Estes dados sugerem que ou a 

energia proveniente da frutose ou a frutose per se promove saciedade, visto que não foi 

observado compulsão alimentar e nem hídrica. Adicionalmente a frutose parece regular 

a ingestão alimentar. Reforçando esse estímulo, o grupo frutose apresentou maior 

expressão do RNAm para a SREBP-1c, que está relacionado aos primeiros passos da 

lipogênese (Eberlé e cols., 2004; Horton, 2002) e isso pode significar que a frutose 

participa da regulação transcripcional no SNC como age em tecidos periféricos. 

No presente estudo, avaliamos a expressão dos RNAm para duas isoformas 1c e 2 

do sterol-element regulatory binding protein. O grupo frutose apresentou aumento na 

expressão de SREBP-1c sem alteração na expressão de SREBP-2. Além disso, o teor de 

ACC foi maior no grupo frutose, evidenciando ação do fator de transcrição SREBP 1c 

sobre os passos iniciais da via lipogênica. Foi demonstrado em camundongos knockout 

para SREBP-1c, aumento nos níveis de SREBP-2, sugerindo possível efeito 

compensatório da isoforma 2 para a isoforma 1c (Horton e cols., 2002; Shimano e cols., 

1997).  
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Suzuki e cols. (2010) mostraram que camundongos com diabetes mellitus 

apresentaram prejuízos no metabolismo de colesterol no hipotálamo, com diminuição 

na expressão de SREBP-2 e sinalização sináptica. Além disso, a infusão 

intracerebroventricular de insulina reverteu a supressão de SREBP-2 promovida pelo 

diabetes, o que sugere influência do estado nutricional e circulação de hormônios sobre 

a expressão de SREBP-2. No presente estudo, os animais apresentaram alterações no 

metabolismo de glicose, porém não mostraram mudanças na expressão de SREBP-2, tal 

fato nos leva a supor que o SNC é resistente a efeitos provocados pela frutose na 

glicemia no que condiz ao metabolismo de colesterol. 

O acúmulo de lipídios em diversos tecidos, como no tecido adiposo, promove 

resposta inflamatória de graus variados. Investigamos se a frutose como fator altamente 

lipogênico é capaz de alterar passos iniciais da resposta inflamatória hipotalâmica.  A 

ingestão de frutose por 8 semanas aumentou o teor de NFkB-p65, porém a expressão do 

RNAm não sofreu modificação, permitindo considerar que a ação da frutose ocorre pós-

transcrição e tradução da proteína. Dados de Li e cols. (2015a) corroboram com o 

aumento no teor de NFkB encontrado no grupo frutose, pois demonstraram que o 

consumo de frutose, também por 8 semanas, levou ao aumento na circulação de 

citocinas inflamatórias e no teor de NFkB e TLR4 no hipotálamo de ratos, mostrando que 

a frutose possui potente efeito pró-inflamatório em tecidos periféricos e no SNC. Além 

disso, Li e cols. (2015b) sugerem que além do efeito per se da frutose sobre a via 

inflamatória, parece haver sinergia entra a ativação do fator de transcrição SREBP-1c 

com estímulo da via inflamatória mediada pelo NFkB.  

A alteração inflamatória aqui observada pode ter implicações na regulação da 

ingestão alimentar, visto que a inflamação hipotalâmica pode estar envolvida com o 

desequilíbrio na secreção de efetores anorexígenos e orexígenos, podendo levar ao 

favorecimento da liberação de AgRP e NPY em detrimento da liberação de POMC e CART, 

além de desencadear diversas alterações nos tecidos periféricos como disfunção das 

ilhotas pancreáticas e alterações no metabolismo periférico de glicose (Valdearcos e 

cols., 2015). Entretanto, mesmo com alterações no teor de NFkB, o grupo frutose 

manteve normal a regulação da ingestão de ração, mostrando que os efeitos sobre o 

controle da ingestão alimentar são posteriores à exposição ao carboidrato.  

Tais resultados apontam a relevância de dois aspectos, o efeito da frutose 

propriamente dito e suas consequências; e a quantidade de frutose consumida para que 
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este efeito seja evidenciado. Estabelecendo paralelo com humanos, entre a estimativa 

atual do consumo de frutose e o que foi observado neste estudo com ratos, verifica-se 

que os ratos tiveram uma ingestão na ordem de 15-20g/dia, enquanto em humanos, no 

Brasil, essa estimativa é de 10g/dia (IBGE, 2011). Esses dados comparados podem 

evidenciar que a população apresenta consumo dose-efeito compatível e que 

investigações fisiológicas devem ser realizadas em populações que apresentam consumo 

elevado de frutose. 

Esses dados nos fazem refletir sobre a quantidade de frutose ingerida por 

humanos e os seus possíveis efeitos no SNC, e evidenciamos a necessidade emergente de 

investigações em humanos. Dessa forma, concluímos que a frutose ao provocar 

alterações na expressão gênica e de proteínas hipotalâmicas, foi capaz de estimular 

passos iniciais da via lipogênica no hipotálamo de forma semelhante aos tecidos 

periféricos. Como tais alterações surgem antes de efetivas modificações na ingestão 

alimentar sugere-se que a frutose tem ação hipotalâmica na regulação da ingestão 

alimentar. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A ingestão de frutose durante 8 semanas por ratos Wistar promoveu: 

 Regulação na ingestão alimentar, uma vez que os animais diminuíram o consumo 

de ração durante todo o tratamento; 

 Alterações na homeostase glicêmica e aumento na triacilglicerolemia; 

 Estímulo à lipogênese no tecido hipotalâmico, pelo menos nos passos iniciais da 

via, com aumento no teor de ACC e expressão no SREBP-1c; 

 Estímulo ao NFkB, o que sugere ação pró-inflamatória. 
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