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RESUMO

Evidéncias mostram a relacdo direta do consumo elevado de frutose com
alteracdes periféricas compativeis com a sindrome metabdlica e aumento de vias
lipogénicas e pro-inflamatorias, entretanto sdo poucas as evidéncias desses efeitos em
tecido hipotalamico. Assim, foi avaliado se o consumo de frutose por 8 semanas afeta a
expressdo de enzimas fatores de transcricdo das vias lipogénica e inflamatéria no
hipotdlamo de ratos Wistar. Aos 30 dias os animais foram divididos em grupos: Controle
(C) e Frutose (F) e mantidos com acesso livre a racdo e agua filtrada (C) ou solugdo
aquosa de frutose a 20% (F). Foram avaliados a ingestdo hidrica, de racdo e a massa
corporal. Aos 90 dias foi analisada a glicemia e triacilglicerolemia e o hipotalamo foi
coletado para quantificacao, por Western Blotting, das proteinas acetil-CoA carboxilase
(ACC), acido graxo sintase (AGS) e fator nuclear kappa B (NFkB) e, por qPCR a expressao
dos gene-alvo: proteina ligadora do elemento regulado por esterdis -1c; -2 (SREBP-1c,
SREBP-2), ACC, AGS e NFKkB. Os resultados mostraram no grupo F menor consumo de
racdo, 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 ndo houve diferenca no consumo hidrico 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 nao foram diferentes entre os grupos. Concluimos que
a frutose foi capaz de estimular passos iniciais da via lipogénica e inflamatéria no
hipotdlamo de forma semelhante aos tecidos periféricos, além disso, tais alteracoes
surgem antes de efetivas modificacbes na ingestdo alimentar, sugerindo acdo na

regulacdo da ingestdo alimentar.

Palavras Chaves: levulose - enzimas lipogénicas - inflamagao - hipotdlamo - 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 90t 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
gPCR expression of the target gene: Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP-
1c, SREBP-2), ACC, FAS and NFKkB. 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:
1,1340,15; 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. INTRODUCAO

Desde muito tempo, o ser humano busca entender os efeitos dos alimentos que
ingerimos sobre os sistemas organicos e vias metabdlicas que atuam na homeostase.
Nos tempos atuais, muitas descobertas ainda sdo necessdrias para determinar como
diferentes nutrientes e ndo nutrientes atuam nos 6rgaos e sistemas.

E de amplo conhecimento que o consumo de acticares pode favorecer o
desequilibrio de vias metabdlicas importantes nos tecidos periféricos, porém, pouco se
sabe como cada nutriente age no sistema nervoso central e as possiveis implicacdes
atreladas a essa acao.

A via de sintese de lipidios estda implicada na génese da obesidade, por converter
substratos energéticos em acidos graxos, promover depdsito destes no tecido adiposo,
favorecendo doencas cardiovasculares e o diabetes. Além disso, os fatores
transcricionais da via lipogénica parecem estar envolvidos nos passos iniciais de
distirbios metabdlicos em 6rgaos periféricos e no sistema nervoso central.

Ademais, a inflamacdo esta ligada diretamente a obesidade e complicacées como
a resisténcia a insulina e ja foi demonstrada que a ingestdo de determinados nutrientes
pode favorecer a transcricao e sintese de fatores pro-inflamatorios, que podem levar a
desregulacdo da homeostase em diferentes orgaos e promover o aparecimento de
doengas cronicas nao transmissiveis.

Sendo assim, o presente estudo avalia a ingestao de frutose no que tange as
alteracdes nos passos iniciais das vias lipogénica e inflamatdria no hipotalamo de ratos

apos serem submetidos a 8 semanas de solucao de frutose.



2. REVISAO DE LITERATURA

O perfil alimentar da populacao se modificou nas ultimas décadas, especialmente
em relagdo ao aumento do consumo de alimentos ultraprocessados em detrimento de
produtos in natura. (Vari e cols., 2016). Concomitante as mudang¢as na ingestdo
alimentar, a prevaléncia da obesidade aumentou ao redor do mundo e estes dados se
correlacionam, uma vez que o perfil alimentar contribui fortemente para alteragdes na
composicao corporal dos individuos (Apovian, 2016; Schmidt, 2015).

A obesidade é caracterizada pelo acimulo acentuado de tecido adiposo, o que
aumenta o risco para diversas complicacdes secundarias, como resisténcia a insulina,
hipertensdo e outras doencas cardiovasculares (Ogden e cols., 2016). De origem
multifatorial, o desenvolvimento da obesidade estd diretamente relacionado a interacdo
entre variaveis enddgenas e exdgenas, incluindo, o sedentarismo, o consumo de dietas
ricas em gorduras e carboidratos (Swinburn e cols, 2011). Esta génese pode ser
resultado também do desequilibrio entre os diversos fatores que integram o sistema de
regulacio da homeostase energética no organismo. A organizacdo do controle da
ingestdo alimentar se estabelece a partir de trés aspectos principais: a utilizacdo de
nutrientes como substratos metabodlicos, o armazenamento energético e, quando
necessario, a mobilizacdo desses estoques (Pattaranit e Van Den Berg, 2008).

Atualmente, pode se considerar a obesidade como estado sub-cronico de
inflamacdo, com alteracbes em diversos sistemas organicos, como mudan¢as na
microcirculacio no tecido adiposo branco, que leva a liberagdo em pequenas
quantidades de citocinas e adipocinas pré-inflamatorias, além de promover aumento de
infiltrado de macréfagos. Entre as citocinas e adipocinas/horménio secretados,
destacam-se interleucina-6, interleucina-8, leptina e adiponectina, que agem na
regulacdo da ingestdo alimentar, acao insulinica, metabolismo de lipideos e glicose (Guri
e Bassaganya-Riera, 2011; Athyros e cols., 2010; Skurk e cols., 2007).

No Brasil e em varios paises do mundo, a frutose vem sendo empregada na
inddstria como adogante de bebidas, constituindo de 4,0% a 8,0% de seu peso em
decorréncia da maior solubilidade em solu¢des aquosas e pelo fato de ser 1,7 vezes mais
doce que a sacarose. Alimentos produzidos em confeitarias tém, em média, 1,0% a 2,0%
de frutose, porém se esses alimentos apresentarem frutas na composicdo, a quantidade

de frutose pode aumentar para cerca de 11,0%. O mel fornece em média 42,4% do peso



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-Hgyer, 1986).

Dados epidemiolégicos relacionam a prevaléncia de obesidade com dietas
palataveis, 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 ultimas
décadas verificou-se aumento da utilizacao do xarope de milho, rico em frutose, e ambos
contribuindo para a elevagdo do consumo deste carboidrato pela populagdo mundial
(Collino, 2011). Estima-se que a populagcdo americana tenha aumentado seu consumo
didrio de frutose no periodo de 1978 e 2004 em torno de 61% (Marriott e cols., 2009),
porém no Brasil ndo ha dados populacionais representativos sobre a situacdao do
consumo deste carboidrato, mas dados da POF (Pesquisa de Or¢amento Familiar)
mostram consumo médio de 23% da energia proveniente de agucares por adolescentes
brasileiros (IBGE, 2011).

Embora no passado, os estudos tenham mostrado ocorréncia de aumento da
prevaléncia de obesidade paralelo a elevacao do consumo de frutose (Bray e cols., 2004;
Rizkalla, 2010), recentemente novos estudos ndo apontam essa relacdo e revisdes
tendem a sinalizar uma ocorréncia que se sobrepos, mas ndo se associa (Bray e Popkin,
2013; Bray e Popkin, 2014). Entretanto, ha evidéncias de que o consumo elevado deste
carboidrato pode promover alteracdes periféricas importantes, como a resisténcia a
insulina, hiperglicemia, hipertriacilglicerolemia e especialmente, aumento nos depdsitos
viscerais de gordura (Bremer e cols., 2011).

O monossacarideo frutose é um edulcorante natural com alto poder adogante,
com estrutura quimica similar a da glicose (CéH1206). Sua absor¢do se da nos intestinos
por meio do transportador de glicose 5 (GLUT 5), que independe da acao da insulina e
possui maior afinidade com a frutose quando comparada a glicose (Douard e Ferraris,
2008). Vale ressaltar que a frutose, quando ingerida de forma isolada é mal absorvida,
porém, sua absorcdo é melhorada na presenca de glicose, como na sacarose, por
exemplo (Havel, 2005; Rumessen e Gudmand-Hgyer, 1986). Ao deixar os enterdcitos, 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 figado e

pode seguir diferentes vias metabolicas (Lé e Tappy, 2006).



Trés 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 ha a formacao das trioses fosfato, visto que a partir
desse ponto o metabolismo de ambos os monossacarideos sdo semelhantes. Os
principais produtos do metabolismo de frutose sdo: glicose, lactato, triacilglicerol e
glicogénio. Entretanto, a captagdo de glicose é negativamente regulada pelo teor da
enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK1), que catalisa a conversao de frutose-6-fosfato em
frutose-1,6-bifosfato, enquanto, a frutose nao é catalisada pela PFK1, o que gera
rapidamente produtos que sdo substratos para a lipogénese de novo (Mayes, 1993).

A lipogénese, via que integra as reacdoes de sintese de Aacidos graxos e,
posteriormente de triacilgliceréis, ocorre no tecido adiposo branco e figado,
principalmente no figado em humanos. O principal substrato para a via é o acimulo de
acetil-CoA na célula. A sintese endégena de lipidios é favorecida pela oferta de
substratos e energia que excedem a demanda do organismo em utiliza-la, de forma que a
ingestdo elevada de macronutrientes, incluindo a frutose, contribui para a lipogénese
nos tecidos hepatico e adiposo (Ameer e cols., 2014; McDevitt e cols., 2001; Hellerstein,
1999).

A biossintese de acidos graxos envolve varias reagoes, dentre as quais se incluem
a oxidacdo do piruvato a acetil-CoA. Esta tltima é carboxilada por a¢do da enzima acetil-
CoA carboxilase, gerando um novo composto, malonil-CoA. Desta forma, as duas enzimas
envolvidas nas primeiras etapas da lipogénese sdo a acetil-CoA carboxilase (ACC) e a
acido graxo sintase (AGS) e ambas atuam sob o estimulo da insulina (Vazquez-Vela,
Torres e Tovar, 2008). A ACC é importante na via de sintese de acidos graxos e ja foram
identificadas as isoformas 1 e 2. A isoforma 1 esta envolvida na génese de lipidio
propriamente dita, enquanto que a 2 atua inibindo o processo mitocondrial de -
oxidacdo. Assim, de forma ciclica, a interrupcao da oxidag¢do de acidos graxos provoca
aumento na concentracao de malonil-CoA, cujos niveis aumentados inibem a carnitina
palmitoil-transferase 1 (CPT-1) e consequentemente a -oxidacao (McGarry e Brown,
1997) e, nesta perspectiva, a lipogénese é entao ativada.

O SREBP compreende uma familia de fatores de transcricao que ativam genes que
sintetizam enzimas reguladoras da biossintese de acidos graxos (Osborne, 1995; Brown
e Goldstein, 1997; Horton e Shimomura, 1999). Dentre as isoformas do SREBP, a 1c

preferencialmente aumenta a transcricdo de genes associados com a sintese de acidos



graxos, enquanto a SREBP 2 ativa genes da via de sintese de colesterol (Horton e cols.,
2002).

Botezelli e cols (2012) demonstraram que a ingestdo de frutose estimula a taxa
de lipogénese no figado de ratos e sugerem que as intera¢des gene-dieta podem ter
papel peculiar na regulacdo transcripcional e secretéria de adipocinas e, apesar da
frutose ter efeito direto sobre a adiposidade, ainda nao esta claro como este agucar
participa na ativacdao do principal fator regulador transcripcional da lipogénese, o
SREBP-1c (Samuel, 2011).

O balango energético é monitorado por neurdnios hipotalamicos, que respondem
a sinais periféricos (nutricionais e hormonais) e neurais, de forma que a condicdo de
energia de um organismo determina modificacées na sintese de neuropeptidios para
promover respostas que estimulam (orexigenas) ou inibem (anorexigenas) a ingestdo
alimentar (Schwartz e cols., 2000).

O hipotalamo representa o comando central que controla ndo apenas o apetite,
mas também o metabolismo de glicose e lipidios em drgados periféricos. Portanto, o
controle hipotalamico do balanco energético tem papel central no desenvolvimento da
obesidade (Schwartz e cols., 2000; Zigman e Elmquist, 2003; Niswender e cols., 2004) e
esta constatagdo tem levado a investigacdes que evidenciem se o metabolismo lipidico
central participa na sinalizacao hipotalamica de regulacao da ingestao.

Dowell e cols. (2005) sugerem que a sintese de acidos graxos pode estar
envolvida na expressdao hipotalamica de neuropeptidios que regulam a ingestdo
alimentar e apontam a molécula de malonil-CoA como possivel intermediario da via
lipogénica que participa deste mecanismo, sendo este considerado um dos fatores que
participa no controle central da ingestao alimentar (Lopez e Vidal-Puig, 2008; Hu e cols.,
2005). Foi demonstrado ainda que embora a glicose e a frutose utilizem a mesma via de
sinaliza¢do hipotalamica para controlar a ingestdao de alimentos, esses substratos atuam
de forma inversa e tém efeitos reciprocos sobre a concentracdo de malonil-CoA no
hipotalamo. De forma que o aumento no seu conteudo promove acdo anorexigena e sua
diminuicdo gera resposta orexigena (Lopaschuk e cols., 2010; Wolfgang e Lane, 2008),

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

Os dados acima ilustrados na figura 1 suportam a ideia de que o hipotalamo
utiliza o malonil-CoA como sinalizador do nivel de energia no organismo e esta molécula
pode, por sua vez, regular o fluxo de substratos intracelulares de forma a promover
resposta anorexigena (Ruderman e cols., 2003). Além disso, a AGS é descrita com a
capacidade de integrar sinais hormonais e nutricionais no hipotalamo e assim participa
no controle da ingestdo alimentar (Loftus e cols., 2000). E uma enzima que age sobre a
molécula de malonil-CoA promovendo a sintese de acidos graxos, de forma que sua
inibicao tem efeito anorexigeno no hipotalamo, resultante do acimulo de malonil-CoA.

Estudos em ratos demonstraram que a infusao do inibidor da AGS, o C75, leva ao
aumento dos teores de malonil-CoA, resultando em resposta anorexigena, enquanto a
infusdo intracerebroventricular de frutose reduz os seus teores, suprimindo a expressao
do RNAm para proopiomelanocortina (POMC), potente peptideo anorexigeno, levando a
resposta orexigena (Hu e cols., 2003; Cha e cols., 2008). Juntas, estas informacdes
apontam para o envolvimento das enzimas lipogénicas na regulacdo da ingestdo

alimentar.



Sabe-se que a frutose é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica (Cha e
Lane, 2009; Thurston e cols.,1972) e que o sistema nervoso central (SNC) possui
enzimas necessarias para sua metabolizacdo (Funari e cols., 2005; Miller e cols., 2002).
Além disso, as enzimas e fatores de transcricao lipogénicos também sao encontrados em
areas importantes do SNC (Okamoto e cols., 2006), levando a sugerir que o consumo de
frutose pode influenciar a lipogénese central pelo aumento da expressdo de SREBP-1c
no tecido hipotalamico.

A expressao de SREBP-1c no cérebro ndo responde as alteracdes metabdlicas
periféricas, como o estado nutricional e teores de insulina e leptina (Okamoto e cols.,
2006), entretanto o consumo de frutose parece favorecer a expressio do RNAm para
SREBP-1c no figado, e a ativacao exacerbada desse fator de transcri¢do pode ter papel
importante na patogénese de muitas alteracdes metabdlicas, tais como esteatose
hepatica e disfuncdo hepatica e estimulo a fatores proé-inflamatérios (Ruscica e cols.,
2016; Mastrocola e cols., 2016; Nagata e cols., 2004; Nagai e cols., 2002).

O efeito da ativacdo da SREBP-1c sobre a regulacdao da ingestao alimentar e a
influéncia dos nutrientes circulantes sobre a expressdao desse fator de transcricao no
SNC ainda é controverso, uma vez que existem poucos estudos acerca desse assunto.
Sabe-se que a realimentacdo nao influencia tal expressao (Okamoto e cols., 2006), mas
nada se sabe sobre o consumo cronico ou prolongado de nutrientes sobre essa ativag¢ao.

A expressao do fator SREBP-1c pode ser regulada pela AMPK em células
hepaticas (You e cols., 2004), a qual é expressa em altos niveis no cérebro (Stapleton,
1996), sugerindo que em neuroénios hipotalamicos a atividade da acetil-CoA carboxilase
parece ser controlada por mudangas na atividade da AMPK. Além disso, a acetil-CoA
carboxilase catalisa a formacdo de malonil-CoA, que é substrato para formacao de acidos
graxos pela enzima AGS (Wolfgang e Lane, 2006). Entretanto, ainda é discutida a
possibilidade da AMPK regular enzimas lipogénicas no cérebro e, apesar da segura
participacdo de sua fracdo hipotalamica na homeostase energética, ndo é claro a
relevancia desta proteina no desenvolvimento da obesidade.

Como dito anteriormente, embora Okamoto e cols. (2006) sugiram que a
expressao de SREBP-1c no cérebro ndo seja regulada pelas condi¢des nutricionais, foi
demonstrado que acidos graxos poliinsaturados da série n-3 afetam a expressdo 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 repercussao das condi¢cbes



nutricionais e efeitos da frutose sobre a génese de gordura no SNC e, mais
especificamente, sobre a regulacdo da expressdo dessa proteina e atividades de enzimas
lipogénicas no cérebro.

Além da acdo na via lipogénica, a frutose apresenta potente efeito pro-
inflamatdrio em tecidos periféricos (Castro e cols., 2015), porém poucas evidéncias
mostram sua acdo inflamatéria no hipotalamo. Sabe-se que a inflamag¢do hipotalamica
estd envolvida na alteracao de peptideos que participam da regulacdo da ingestao
alimentar, como a POMC e a Agouti-Related Peptide (AgRP) e que existem sinais de que a
“hiperalimentacao” pode ativar vias inflamatérias em regides hipotalamicas (Valdearcos
e cols., 2015).

A ativacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) esta associada com a fosforilacao e
liberacdo do Fator Nuclear kappa B (NFkB), que por sua vez possui efeito proé-
inflamatério no hipotdlamo e provoca resposta inflamatéria no tecido (Zhang e cols.,
2008).

Evidéncias indicam que a frutose pode suprimir a via de sinaliza¢do hipotalamica
e exercer efeito orexigeno (Cha e cols., 2008; Miller e cols., 2002). Entretanto, estudos
sustentam a hipétese de que a frutose exerce seu efeito no SNC, através da via malonil-
CoA, com consequente repercussdo sobre a atividade de enzimas lipogénicas (Lane e
Cha, 2009; Cha e cols., 2008). Porém nao foram encontrados estudos que demonstraram
se o efeito do consumo prolongado de frutose na dieta promove resposta semelhante, e
se a a¢do da frutose no hipotalamo passa pela regulacdo gene-dieta, podendo alterar a

expressao do fator de transcricdo SREBP ou levar a inflamagdo hipotalamica.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar no hipotalamo de ratos apdés administracdo crdnica e prolongada de
solucao oral de frutose, teores proteicos e expressao génica de vias lipogénicas e

inflamatorias.

3.2. Especificos

Nos ratos apos 8 semanas de tratamento com e sem solucdo oral de frutose:

- Avaliar o consumo alimentar, a massa corporal e a ingestao de liquidos;
- Analisar a glicemia e triacilglicerolemia de jejum;
- Quantificar o teor hipotalamico das proteinas da via:
a) lipogénica: acetil-CoA carboxilase (ACC) e acido graxo sintase (AGS) e;
b) inflamatdria: NFkB (p65);
- Avaliar a expressdo hipotalamica dos RNAm para:
a) os fatores de transcricdo: SREBP (isoformas 1c e 2) e NFkB (p65);
b) a proteina acetil-CoA carboxilase (ACC).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condigdes e grupos experimentais

Para o desenvolvimento, o projeto foi submetido a analise e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFR]) (Protocolo Macaé030 - Anexo 1). Foram utilizados machos Wistar, recém-
desmamados (30 dias), distribuidos em gaiolas individuais e mantidos no biotério sob
ciclo de luz de 12 horas (6h00 as 18h00) em temperatura constante (24 + 1°C) com livre
acesso a agua ou solucdo de frutose e alimentagdo até o 902 dia de vida, quando foram
eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e o hipotdlamo rapidamente dissecado e
tratado com tampdes para coleta de material e avaliagdes.

No 302 dia de vida os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais:
Controle (C) e Frutose (F), tratados com livre acesso a dieta e fonte hidrica (agua ou
solucao aquosa de frutose a 20%).

A solugdo aquosa de frutose oferecida a 20% (Shu e cols., 2006) foi a tnica fonte
hidrica para os animais do grupo frutose. A oferta da frutose em solugdo aquosa teve
como objetivo reproduzir os tipos de fontes comumente utilizadas pela populagao, como

refrigerantes e sucos adogados.

4.2. Avaliagdo da ingestdo alimentar de 24 horas, ganho de massa corporal e estimativa do
consumo de frutose e energia.

O consumo de ragdo e solugao de frutose em 24h e a avaliagdo semanal da massa
corporal foram realizados individualmente. Para a estimativa do consumo foi avaliado o
resto-ingestdo das ofertas de racdo e solucao aquosa de frutose em 24h. Semanalmente,
quantidade de racao e solugdo de frutose eram disponibilizados aos animais e, no dia
posterior no mesmo horario, pesava-se o resto de solugdo e racdo. O teor de frutose foi
calculado a partir do volume ingerido em 24h, por conversdo em gramas do volume
(20% v/v) suplementado. Na conversao a energia foi computado o consumo de ragdo e
frutose, e considerados os valores de 9 kcal/g de lipidios e 4 kcal/g de proteinas e

carboidratos, incluindo a frutose de adigao.
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4.3. Avaliagdes bioquimicas - glicose e triacilglicerol

Apoés jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados em guilhotina e o sangue
coletado e centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos a 42 C. Em seguida, o soro foi
separado e aliquotado, permanecendo estocado a -802 C até a realizacdo das dosagens, a
excecdo da glicose que foi dosada imediatamente apds a obtencdo da amostra para
evitar erros na leitura.

A glicose foi determinada pelo método enzimatico utilizando kit comercial com
limite de deteccao de 0,41mg/dL (Glicose PAP Liquiform, Labtest Diagnostica, BH-MG).
Neste método a glicose oxidase catalisa a oxidacao da glicose de acordo com a seguinte
reacao:

Glicose + 02 + HHO —— > Acido Gluc6nico + H202

O perdxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a¢do
catalisadora da peroxidase, por meio de uma reacao oxidativa de acoplamento,
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracao da glicose na amostra.

Os teores séricos de triacilglicerdis foram determinados por meio de método
colorimétrico, utilizando kit comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest Diagnoéstica, MG,
Brasil). Esse método baseia-se na hidrélise dos triacilglicerdis pela acdo da lipase
lipoproteica e fosforilagdo do glicerol liberado pela enzima glicerol quinase. O glicerol
fosfato resultante é oxidado por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase resultando na
liberacdo de dihidroxiacetona e agua oxigenada. Por intermédio de reacdo oxidativa,
catalisada pela peroxidase, a 4gua oxigenada reage com os compostos 4-aminoantipirina
(4-AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina (vermelha), cuja intensidade da cor
vermelha é diretamente proporcional a concentragao dos triacilglicer6is na amostra.

Para os dois ensaios, tanto glicose quanto triacilglicerol, foram pipetados 2pL de
amostra do soro de cada animal e 200uL de reagente nas placas de microensaio. Apos
incubacao a 37°C durante 15 minutos, a leitura das absorbancias 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. Avaliagdo do teor hipotaldmico de proteinas das vias lipogénica e inflamatdria por

Western Blotting

4.4.1. Extragdo de proteinas

A quantificacdo das proteinas acetil-CoA carboxilase, acido graxo sintase e NFkB
foi realizada por Western blotting (Towbin e cols., 1979) em amostras de extrato total do
hipotalamo. O tecido de cada animal foi rapidamente homogeneizado em 1mL de
tampdo de extracdo (Trizma base 100mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1mg/mL; PMSF - 2mM;
Ortovanadato de s6dio 10mM; Fluoreto de s6dio 100mM; Pirofosfato de s6dio 10mM e
EDTA - 10mM). Apés homogeneizacgdo, as amostras foram adicionadas de Triton X-100
(1%), mantidas em gelo por 30 minutos e centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram coletados e mantidos em freezer a -80°C até o momento
das analises.

O teor de proteina 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 100pug de proteina por poco.

4.4.2. Eletroforese

Para a separacao das proteinas por eletroforese, foi adicionado as aliquotas igual
volume de tampdo Laemmli (Azul de bromofenol 0,01%; Fosfato de sédio 50mM,;
Glicerol 25%; SDS 1%) (Laemmli, 1970) contendo (-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 proteinas ACC e AGS e 10% para a
proteina NFkB. As proteinas investigadas foram identificadas comparativamente ao
padrao de peso molecular compativel (RPN8OOE - GE Healthcare, Piscataway, EUA)
aplicado em todos os géis (SDS-PAGE).

Apbés a separagdo por eletroforese, as amostras foram transferidas em
refrigeracdo a 70V, por 120 minutos, para membrana de nitrocelulose (RPN303E -
Amershan Biosciences, Piscataway, EUA). Logo apds a transferéncia, as membranas
foram bloqueadas em 5 mL de solucdo de bloqueio (solugcdo basal contendo albumina
1%; Trizma base 100mM; NaCl 1,5M; Tween 20 a 4%). Ap6s o bloqueio, cada membrana
foi incubada overnight em refrigeracdo, com os anticorpos primarios contra as proteinas

de interesse, diluidos em solug¢do de bloqueio a 1:1.000. Apés 3 lavagens de 10 minutos
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com solucdo basal, a membrana foi incubada com anticorpo secundario associado a
peroxidase (A5420; A0545 - Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por 1 hora diluidos a
1:20.000. Apds a incubagdo com anticorpo secundario, a membrana foi lavada e revelada
por quimiluminescéncia. Para a revelagao, foram aplicados 400 pL da mistura dos
reagentes de revelacdo ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, EUA) em cada
membrana, em seguida filmes de raio-x Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences,
Piscataway, EUA) foram expostos a rea¢do de luminosidade e impressa nos filmes as
bandas correspondentes as proteinas marcadas. As bandas das proteinas de interesse
foram quantificadas por densitometria utilizando-se software Image ] (NIH Image,
Bethesda, Maryland, EUA) e padronizadas com as bandas de a-tubulina.

As membranas foram submetidas ao descarregamento (stripping), para extracao
dos anticorpos anteriormente ligados as proteinas e permitir a rehibridizagdo com
anticorpo a-tubulina (2144 - Cell Signaling, Boston, EUA). O descarregamento consiste
na incubacdo da membrana com solu¢do (Trizma base 0,75g; SDS 0,2g -
mercaptoetanol 0,2M em 100 mL de agua deionizada) por 30 minutos, com agitacdo a
cada 5 minutos a 48°C em estufa. Todas as membranas descarregadas foram bloqueadas
e incubadas com anticorpo primario a-tubulina e anticorpo secundario como descrito
acima. A marcacdo das membranas com o anticorpo a-tubulina teve como propésito

normalizar a carga de proteinas aplicadas nos géis.

4.5. Avaliagdo da expressdo dos genes por que codificam as proteinas envolvidas nas vias

lipogénicas e inflamatdrias no hipotdlamo

4.5.1. Extragdo de RNA

Apoés a eutandsia, o hipotdlamo de cada animal foi rapidamente dissecado e
homogeneizado em 1 mL de Trizol (Thermo Scientific). Apés homogeneizacdo, as
amostras foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
coletados e adicionados de 200uL de cloroférmio e centrifugados a 12000g por 15
minutos a 4°C para separacdo de fases. Nesta etapa foram formadas 3 fases: fenolica,
interfase e aquosa, sendo esta dltima, a fase que contém o RNA.

Coletada a fase aquosa, cada amostra foi adicionada de 500 pL de isopropanol,
incubadas por 10 minutos e centrifugadas a 12000g por 10 minutos em refrigeracao

para precipitacdo do RNA, que se torna visivel com a formacao de pellet no fundo do
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microtubo. Uma vez precipitado, o sobrenadante foi descartado por inversao e os pellets
foram lavados com etanol 75% (diluido com agua ultrapura livre de DNAse e RNAse),
secados em temperatura ambiente e suspendidos em 20 pL de agua.

A qualidade e concentracido de RNAm foram avaliadas com a utilizagdo de
aparelho Nanodrop (Thermo Scientific), considerada melhor relagdo nos comprimentos
de onda A260/280 entre 1,9 e 2,09. As amostras de RNA foram estocadas em freezer até

a sintese de cDNA.

4.5.2. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado por meio de kit comercial High-Capacity cDNA (Applied
Biosystems), com a adi¢ao de 10 pl de mastermix (2 pl de 10X RT Buffer, 0,8 ul de 25X
dNTP mix, 2 pl de 10X RT Random primers, 1ul de MultScribe RT e 4,2 pl de dgua livre de
nuclease) e 10 pl de amostras de RNA normalizada entre 1 e 3 pg/RNA por amostra.
Apés o preparo das reagoes, a placa foi colocada em termociclador com as especificacdes
do Quadro 1:

Quadro 1. Tempo e temperatura para sintese 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 o)

4.5.3. Amplificagdo do RNAm

Uma vez obtido o cDNA, foi quantificada a expressao génica mediante a amplificacéo
pela técnica de PCR (Real Time PCR ou reacdo 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 amplificacdo do RNA foi
realizada por uso de mastermix TagMan (Applied Biosystems). Apds o preparo das
reacoes, as placas foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos para eliminagao de
bolhas de ar e carregadas no aparelho com os parametros descritos no Quadro 2.

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

AACT, utilizando-se o gene 18S como controle endégeno.
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Quadro 2. Parametros para a amplificacdo do mRNA no StepOne

Plus, utilizando-se reagente TagMan com probes personalizados.

Parametro Ativacio da PCR (40 ciclos)
polimerase Desnaturar | Anelar/Estender
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tempo (mm:ss) 10:00 00:15 01:00

4.6. Andlise dos dados

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Excel
versdo 365 (Microsoft Office, EUA) e, a partir desses, foi realizada a andlise estatistica no
programa GraphPad Prism versao 6 (GraphPad Prism Software Inc., EUA).

Inicialmente, todas as varidveis foram avaliadas quanto a normalidade de sua
distribuicao pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e, assumindo normalidade, submetidos
ao teste “t” de Student. No entanto, em situagdes em que os resultados nao apresentaram
distribuicao gaussiana, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram
expressos como média *+ erro padrdao da média (EPM). O nivel de significancia 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 periodico para publicacao. Desta forma, os resultados e

discussdo foram apresentados como artigo.
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Resumo

Nos dltimos anos, estudos apontam que o metabolismo intermediario pode participar da
regulacdo hipotalamica da ingestdo alimentar. Entretanto, ainda nao esta claro como
alguns nutrientes, como a frutose, pode participar da ativacdo de enzimas da via
lipogénica e dos passos iniciais da via inflamatoria. Assim, foi avaliado se o consumo de
frutose por 8 semanas afeta enzimas e fatores de transcricdo das vias lipogénica e
inflamatéria no hipotadlamo de ratos Wistar. Aos 30 dias os animais foram divididos em
grupos: Controle (C) e Frutose (F) e mantidos com acesso livre a racdo e agua filtrada (C)
ou solucao aquosa de frutose a 20% (F). Os resultados mostraram no grupo F menor
consumo de racdo, 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 ndo houve diferenca no
consumo hidrico 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 ndo foram diferentes entre os grupos.
Concluimos que a frutose altera fatores lipogénicos e inflamatérios importantes no
hipotalamo de ratos e leva a regulacao de fatores de transcricao antes das alteracdes na
massa corporal se evidenciarem.

Palavras Chaves: Frutose - enzimas lipogénicas - Inflamac¢do - hipotalamo - SREBP -
Obesidade
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INTRODUCAO

Ao longo das ultimas trés décadas pesquisas mostram alarmante
aumento na incidéncia de obesidade e diabetes tipo 2 na populagdo mundial (Johnson e
cols.,, 2013). Paralelamente a este aumento evidéncias apontam que o consumo elevado
de frutose pode promover alteracdes metabdlicas periféricas importantes, como a
resisténcia a insulina, alteracdes no metabolismo de colesterol e especialmente,
aumento nos depdsitos viscerais de gordura (Sharawy e cols., 2016; Bremer e cols.,
2011). Muitas dessas alteracdes associam-se com o efeito lipogénico atribuido a este
carboidrato, com a ativagdo de fatores de transcricdo como o SREBP-1c e enzimas da via
lipogénica no figado (Samuel, 2011).

No entanto, pouco é conhecido sobre o efeito da ingestdo de frutose no
hipotalamo. E sabido que o hipotidlamo representa o comando central que controla ndo
apenas o apetite, mas o metabolismo de carboidratos e lipidios em 6rgaos periféricos.
Portanto, o controle hipotalamico do balanco energético tem papel fundamental no
desenvolvimento da obesidade e esta constatacao tem motivado investigacdes de como
o metabolismo central participa na sinalizacdo hipotalamica de regulacdo da ingestao
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
sinalizacdo hipotalamica de regulacdo da ingestdo alimentar, ainda que atuam de
maneira inversa e com efeitos reciprocos na concentragdo hipotalamica de Malonil-CoA,
um intermediario chave na cascata de sinalizacdo hipotalamica que regula o balanco
energético (Rizkalla, 2010; Cha e cols., 2008). Nos animais que receberam infusao
intracerebroventricular de frutose ocorreu aumento da ingestdo alimentar associada
com reduzido teores hipotalamico de Malonil-CoA, enquanto infusdao de glicose na
mesma concentracao aumentou o teor de Malonil-CoA e reduziu o apetite e a ingestao
de alimentos (Miller et al, 2002). As enzimas lipogénicas acetil-CoA carboxilase (ACC) e a
acido graxo sintase (AGS), envolvidas na regulacdo hipotalamica da ingestdo alimentar
por intermédio da molécula malonil-CoA, também foram alteradas apds a infusdo
intracerebroventricular de frutose (Lane e Cha, 2009; e Cha e cols., 2008).

Estes dados apontam que o acimulo ou declinio celular de malonil-CoA sinaliza o
estado metabolico do individuo e parece modular a liberacao de fatores orexigenos ou

anorexigenos, regulando a ingestdo alimentar.
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Além da acdo na via lipogénica, a frutose apresenta potente efeito pro-
inflamatério em tecidos periféricos (Castro e cols.,, 2015), porém poucas evidéncias
mostram este efeito no sistema nervoso central. Sabe-se que a inflamacdo hipotaldmica
altera peptideos envolvidos na regulagio da ingestdo alimentar, como a
proopiomelanocortina (POMC) e a agouti-related peptide (AgRP) e que evidéncias
sugerem que a hiperalimentacdo pode ativar vias inflamatérias em regides
hipotalamicas (Valdearcos e cols, 2015, Milanski e cols., 2012; Cintra e cols., 2011)

Na obesidade, a infiltracdo de macroéfagos e outras células do sistema inato no
tecido adiposo levam a liberacao desregulada de adipocinas, provocando inflamacado de
grau leve a moderado e consequente alteracdo do perfil de citocinas proé-inflamatérias
circulantes (Lumeng e Saltiel, 2011; Ouichi e cols., 2011; Xu e cols., 2003), entretanto
ndo se tem claro se este mecanismo se reproduz no tecido hipotalamico. O NFkB
(nuclear factor kappa B) possui efeito pro-inflamatério, e no hipotdlamo a ativacdo do
Toll-like Receptor 4 (TLR4) esta associada com a fosforilacdo e liberacdo deste fator de
transcricao, resultando em resposta inflamatéria no tecido (Zhang e cols, 2008).

Considerando a relacao entre o potencial lipogénico e inflamatorio da frutose, o
seu crescente e elevado consumo populacional e a auséncia de investigacdo desses
efeitos no sistema nervoso central, o presente trabalho avaliou se a ingestao de frutose
em concentragOes elevadas na dieta, altera atividade hipotaldmica das enzimas ACC, AGS
e os fatores de transcricdo SREBP-1c, SREBP-2 e NFkB. Tais avaliacdes tem por base
cientifica a estimativa de consumo médio de 20% da energia total ingerida como
acucares por individuos adultos no mundo (Newens e Walton, 2016), o que ¢é
considerado elevado e pode determinar repercussdes lipogénica e inflamatéria no

hipotalamo.
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MATERIAL E METODOS

Condigées e grupos experimentais

Machos Wistar, recém-desmamados (30 dias) foram distribuidos nos grupos:
Controle (C) e Frutose (F) e tratados com livre acesso a dieta e fonte hidrica. A solugdo
aquosa de frutose oferecida a 20% (Shu e cols., 2006) foi a Unica fonte hidrica para os
animais do grupo frutose. Os animais foram mantidos no biotério em condigdes
adequadas de luz (6h00 as 18h00 claro/escuro) e temperatura (24 + 1°C) até o 902 dia
de vida, quando foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e o hipotadlamo
rapidamente dissecado para as avaliacdes. O protocolo utilizado foi aprovado pela

Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Instituicio.

Avaliagdo da ingestdo alimentar (ragdo e frutose), energia e massa corporal

O consumo de 24h de ragao e solugdo de frutose e a avaliagdo semanal da massa
corporal foram realizados individualmente. Para a estimativa do consumo foi avaliado o
resto-ingestdo das ofertas de racdo e solucdao aquosa de frutose em 24h. O teor de
frutose foi calculado a partir do volume ingerido em 24h, por conversdo em gramas do
volume (20% v/v) suplementado. Na conversdo a energia foi computado o consumo de
racdo e frutose, e considerados os valores de 9 kcal/g de lipidios e 4 kcal/g de proteinas

e carboidratos, incluindo a frutose de adigao.

Avaliagbes bioquimicas

Apoés jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados em guilhotina e o sangue
coletado e centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos a 42 C. Em seguida, o soro foi
separado e aliquotado, permanecendo estocado a -802 C até a realizacdo das dosagens, a
excecdo da glicose que foi dosada imediatamente apds a obtencdo da amostra para
evitar erros na leitura. A glicose foi determinada pelo método enzimatico utilizando kit
comercial com limite de deteccdo de 0,41mg/dL (Glicose PAP Liquiform, Labtest
Diagnoéstica, BH-MG). Os niveis de triacilglicerdis foram determinados por meio de
método colorimétrico, utilizando kit comercial (Triglicérides Liquiform, Labtest

Diagnéstica, MG, Brasil).
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Avaliagdo do teor hipotaldmico de proteinas das vias lipogénicas e inflamatdrias por
Western Blotting

Para a avaliacdo das enzimas acido graxo sintase, acetil-CoA carboxilase, e NFkB
cada hipotalamo foi retirado e homogeneizado individualmente em tampao de extracao
de proteinas a 4°C (Trizma base 100mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1mg/mL; PMSF - 2mM;
Ortovanadato de s6dio 10mM; Fluoreto de s6dio 100mM; Pirofosfato de s6dio 10mM e
EDTA - 10mM), adicionadas de 100puL 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 proteina dos
extratos foi determinado utilizando-se método de Bradford e a quantidade de amostra
aplicada foi normalizada entre 50-100pg de proteina. Foi adicionado as aliquotas
tampdo Laemmli (v/v) (Azul de bromofenol 0,01%; Fosfato de s6dio 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 entdo foram bloqueadas com 5% de solucdo basal contendo albumina de
soro bovina (0,1% Tween 20 em tampdo TBS) e incubada com anticorpo primario
contra ACC, AGS (Cell Signalling) e NFkB (Sabiotech) a 1:1000 overnight sob
refrigeracdo. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich) a 1:20000 por 1h em temperatura ambiente. As
bandas foram detectadas por reacdo de quimiluminescéncia em filme. A intensidade das

bandas foi analisada por densitometria em software Image].

Avaliagdo da expressdo génica - qPCR (quantitative Polimerase Chain Reaction)

O hipotalamo de cada animal foi rapidamente dissecado e homogeneizado em
1mL de Trizol (Thermo Scientific) e o RNA foi extraido de acordo com o protocolo do
fabricante. Ap6s a extracao do RNA, o cDNA foi sintetizado por meio de kit comercial
High-Capacity cDNA (Applied Biosystems) e sintetizado de acordo com os parametros
fornecidos pelo fabricante.Os niveis 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 amplificacdo do RNA foi
realizada por uso de mastermix TagMan (Applied Biosystems). As andlises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram analisados em AACT, utilizando-se o gene

18S como controle endégeno.
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Andlise dos resultados

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do programa Excel
versao 365 (Microsoft Office, EUA) e, a partir desses, foi realizada a analise estatistica no
programa GraphPad Prims versdo 6 (GraphPad Prism Software Inc., EUA).

Inicialmente, todas as variaveis foram avaliadas quanto a normalidade de sua
distribuicao pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e, assumindo normalidade, submetidos
ao teste “t” de Student. No entanto, em situagoes em que os resultados nao apresentaram
distribuicao gaussiana, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdao da média (EPM). O nivel de significancia adotado

foi p<0,05.
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RESULTADOS

Avaliagdo da ingestdo 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 nao mostrados), entretanto, nao obtivemos diferencas nos
dados analisados. O grupo frutose demonstrou menor consumo de racao durante todo o
periodo de tratamento (Figura 2B) e apresentou maior consumo (p=0,004) hidrico na 12
semana (Figura 2C) e de ingestao energética (p=0,005) (Figura 2D) na 52 semana. O
consumo diario médio estimado de frutose em solucdo foi de 5,12 g/100g de massa

corporal.
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Figura 2. Peso semanal (A), ingestdo de racdo (B), ingestdo hidrica (C) e ingestdo energética (D)
dos grupos Controle e Frutose. Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs. Controle. n=10.
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Avaliagbes bioquimicas

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).
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Figura 3. Glicemia e triacilglicerolemia dos grupos Controle e

Frutose. Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs
Controle. n=9.

Avaliagdo hipotaldmica de proteinas por Western Blotting

Os teores das proteinas hipotalamicas 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 acido graxo sintase (p=0,006) (Figura 4A).
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Figura 4. Teor hipotalamico relativo (%) das proteinas Acetil-
CoA Carboxilase (n=10), Acido Graxo Sintase (A) (n=6) e do
fator de transcrigdo NFkB (B) (n=14) dos grupos Controle e
Frutose ap6s 8 semanas de tratamento. Valores expressos
como Média + EPM. *p<0,05 Vs Controle.
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Avaliagdo da expressdo génica dos RNAm das vias lipogénica e inflamatéria - qPCR
A ingestdo de frutose estimulou a expressao (Figura 5A) do SREBP-1c versus o
grupo controle (p=0,0005). Nao houve diferenca entre os grupos, na expressdo do

SREBP-2 (p=0,42) (5A), do fator de transcrigao NFkB e do gene para ACC (Figura 5B).
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Figura 4. Expressdo dos RNAm do proteina ligadora do
elemento regulado por esterdis 1c (n=6) e proteina ligadora
do elemento regulado por esterédis 2 (n=9) (A), Acetil-CoA
Carboxilase (n=4) e NFkB (n=9) (B) dos grupos Controle e
Frutose apdés 8 semanas de tratamento. Valores expressos
como Unidades Arbitrarias (UA) + EPM. *p<0,05 vs Controle.
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DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que mostra que o tratamento prolongado com solugao
oral de frutose, em ratos por 8 semanas, apresenta alteracdes nas vias lipogénicas e
inflamatoérias do hipotadlamo, promovendo aumento nos teores da proteina acetil-Coa
carboxilase (ACC) e do fator de transcricdo NFkB (p65) e redugdo do teor da proteina
AGS. Adicionalmente, observamos também aumento da expressdao (mRNA) do fator de
transcricao SREBP-1c no hipotalamo, fator este, responsavel pela ativacao de genes que
codificam enzimas da via lipogénica.

Apés absorcdo, a frutose presente na circulacao portal é rapida e eficientemente
extraida pelo figado (mediada pelo GLUT5), sendo metabolizada em frutose-1-fosfato
(P) pela enzima frutoquinase (Samuel, 2011). A frutose-1-P pode depois ser convertida
em varias trioses-P, nomeadamente, gliceraldeido, dihidroxiacetona-P e gliceraldeido-3-
P, gerando rapidamente produtos que sao substratos para a lipogénese de novo (Mayes,
1993). Adicionalmente, o aumento de frutose inibe a oxidacdo lipidica hepatica,
favorecendo assim a reesterificacao dos acidos graxos com o glicerol para formar TAG, e
a sintese de VLDL ricas em TAG (VLDL-TAG) que sdo liberadas para a corrente
sanguinea podendo ocasionar triacilglicerolemia (Samuel, 2011). No presente estudo
encontramos também triacilglicerolemia no grupo de animais que receberam solucdo
oral de frutose em comparacao com o controle. Este resultado pode constituir indicio da
existéncia da ocorréncia de aumento da ativacdo da lipogénese hepatica, em decorréncia
da elevada ingestao de frutose no presente estudo. Além disso, foi previamente relatado
por Janevski e cols. (2012) que a substituicao na dieta de glicose para frutose ocasionou
alteracdes hepaticas na ACC, AGS e SREBP-1c, porém sem acréscimos na massa corporal.
Assim, é possivel considerar que o excesso de acetil-CoA proveniente do metabolismo de
frutose possa estimular as enzimas ACC e AGS em tecidos lipogénicos, como o figado,
porém, sua acao no SNC sobre essas enzimas ainda nao esta totalmente elucidada.

Um dos poucos estudos existentes sobre os efeitos da frutose no hipotalamo
demonstraram que a infusdo intracerebroventricular de frutose foi capaz de diminuir a
razdao AMP/ATP celular, a fosforilacdo e inativacdo da ACC, com consequente aumento
da ACC fosforilada, levando a diminuicdo dos teores de malonil-CoA e aumento da
expressio (mRNA) de neuropeptidios orexigenos e portanto, aumento da ingestao

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 lipidico e a ativacao da
acetil-CoA carboxilase no sistema nervoso central, similarmente como ocorre em tecidos
periféricos. Nossos resultados também corroboram com esses dados, considerando que
a ingestdo de frutose aumentou o teor da enzima ACC, porém nao observamos aumento
significativo da expressdo de seu RNAm em relagio ao grupo controle. E provavel que o
aumento da quantidade da ACC observado em nosso estudo no hipotdlamo seja
representado por alteragdes pos-traducionais. No entanto, investigacdo complementar
da quantificacao fosforilada/desfosforilada da ACC faz-se necessario em futuros estudos
para comprovar essa hipotese.

A AGS foi relacionada com a ingestao alimentar a partir do estudo de Loftus e
cols. (2000), no qual infundiram C75, um inibidor de AGS, que levou a reducdo da
ingestdo alimentar e diminuicdo da massa corporal. Este efeito foi atribuido ao fato de
que a inibicdo de AGS provoca acumulo de malonil-CoA no hipotalamo, sinalizando
saciedade e aumento na expressao de efetores anorexigenos. No estudo de Cha e cols.
(2008) a infusao de frutose levou a diminuicdo de malonil-CoA, porém, os teores de AGS
nao foram avaliados.

Durante o tratamento o grupo frutose regulou a ingestao de energia, consumindo
menos racdo que o controle e compensando com a suplementacdo de frutose em
solucdo, ainda que sem alterar a ingestdo de liquidos. Estes dados sugerem que ou a
energia proveniente da frutose ou a frutose per se promove saciedade, visto que nao foi
observado compulsdo alimentar e nem hidrica. Adicionalmente a frutose parece regular
a ingestdo alimentar. Reforcando esse estimulo, o grupo frutose apresentou maior
expressao do RNAm para a SREBP-1c, que esta relacionado aos primeiros passos da
lipogénese (Eberlé e cols., 2004; Horton, 2002) e isso pode significar que a frutose
participa da regulacdo transcripcional no SNC como age em tecidos periféricos.

No presente estudo, avaliamos a expressao dos RNAm para duas isoformas 1c e 2
do sterol-element regulatory binding protein. O grupo frutose apresentou aumento na
expressao de SREBP-1c sem alteracdo na expressao de SREBP-2. Além disso, o teor de
ACC foi maior no grupo frutose, evidenciando acao do fator de transcricio SREBP 1c
sobre os passos iniciais da via lipogénica. Foi demonstrado em camundongos knockout
para SREBP-1c, aumento nos niveis de SREBP-2, sugerindo possivel efeito
compensatorio da isoforma 2 para a isoforma 1c (Horton e cols., 2002; Shimano e cols.,

1997).



30

Suzuki e cols. (2010) mostraram que camundongos com diabetes mellitus
apresentaram prejuizos no metabolismo de colesterol no hipotalamo, com diminuicdo
na expressio de SREBP-2 e sinalizacdo sindptica. Além disso, a infusao
intracerebroventricular de insulina reverteu a supressdao de SREBP-2 promovida pelo
diabetes, o que sugere influéncia do estado nutricional e circulacao de hormonios sobre
a expressao de SREBP-2. No presente estudo, os animais apresentaram alteracdes no
metabolismo de glicose, porém ndao mostraram mudangas na expressao 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 acumulo de lipidios em diversos tecidos, como no tecido adiposo, promove
resposta inflamatdria de graus variados. Investigamos se a frutose como fator altamente
lipogénico é capaz de alterar passos iniciais da resposta inflamatdéria hipotaldmica. A
ingestdo de frutose por 8 semanas aumentou o teor de NFkB-p65, porém a expressao do
RNAm nao sofreu modificacdo, permitindo considerar que a a¢do da frutose ocorre pos-
transcricao e traducdo da proteina. 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 circulagcdo de
citocinas inflamatoérias e no teor de NFkB e TLR4 no hipotadlamo de ratos, mostrando que
a frutose possui potente efeito pré-inflamatério em tecidos periféricos e no SNC. Além
disso, Li e cols. (2015b) sugerem que além do efeito per se da frutose sobre a via
inflamatdria, parece haver sinergia entra a ativacdo do fator de transcricio SREBP-1c
com estimulo da via inflamatéria mediada pelo NFkB.

A alteracdo inflamatéria aqui observada pode ter implicacdes na regulacdo da
ingestao alimentar, visto que a inflamacao hipotalamica pode estar envolvida com o
desequilibrio na secre¢cdo de efetores anorexigenos e orexigenos, podendo levar ao
favorecimento da liberagdao de AgRP e NPY em detrimento da liberagao de POMC e CART,
além de desencadear diversas alteracdes nos tecidos periféricos como disfuncao das
ilhotas pancreaticas e alteracdes no metabolismo periférico de glicose (Valdearcos e
cols., 2015). Entretanto, mesmo com altera¢cdes no teor de NFkB, o grupo frutose
manteve normal a regulacdo da ingestdo de racao, mostrando que os efeitos sobre o
controle da ingestdo alimentar sdo posteriores a exposi¢cdo ao carboidrato.

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

propriamente dito e suas consequéncias; 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 ingestdo 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 populacdo apresenta consumo dose-efeito compativel e que
investigacdes fisioldgicas devem ser realizadas em populagdes que apresentam consumo
elevado de frutose.

Esses dados nos fazem refletir sobre a quantidade de frutose ingerida por
humanos e os seus possiveis efeitos no SNC, e evidenciamos a necessidade emergente de
investigagdes em humanos. Dessa forma, concluimos que a frutose ao provocar
alteracdes na expressdo génica e de proteinas hipotalamicas, foi capaz de estimular
passos iniciais da via lipogénica no hipotdlamo de forma semelhante aos tecidos
periféricos. Como tais alteragdes surgem antes de efetivas modificacdes na ingestdo
alimentar sugere-se que a frutose tem acdo hipotaldmica na regulacdo da ingestdo

alimentar.
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6. CONCLUSAO

A ingestao de frutose durante 8 semanas por ratos Wistar promoveu:
Regula¢do na ingestdo alimentar, uma vez que os animais diminuiram o consumo
de racao durante todo o tratamento;

Alteracdes na homeostase glicémica e aumento na triacilglicerolemia;
Estimulo a lipogénese no tecido hipotalamico, pelo menos nos passos iniciais da
via, com aumento no teor de ACC e expressdao no SREBP-1c;

Estimulo ao NFKB, o que sugere acdo proé-inflamatdria.
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