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RESUMO 

 

MENDES, Iara Karise dos Santos. Metformina, fígado e tecido adiposo marrom: 
lições do modelo de dieta com frutose em camundongos. 2019. 88 f. Tese 
(Doutorado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto 
Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

O consumo contínuo de frutose causa alterações metabólicas adversas e pode 
levar à doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA). Aqui, nosso objetivo foi 
investigar o papel do cloridrato de metformina em um modelo animal alimentado com 
uma dieta rica em frutose, com foco nos marcadores moleculares de lipogênese, beta-
oxidação e defesas antioxidantes no fígado. Além disso, a estrutura e marcadores 
termogênicos do tecido adiposo marrom (TAM) foram estudados. Camundongos 
C57BL/6 machos, com três meses de idade, foram divididos em grupo controle (C, 
alimentado com dieta padrão para roedores) e frutose (F, alimentados com dieta rica 
em frutose) por dez semanas. Em seguida, cada grupo foi dividido, metade dos 
animais recebeu cloridrato de metformina (M, 250 mg/kg/dia), a outra metade recebeu 
veículo por mais oito semanas: controle (C), controle+metformina (CM), frutose (F) e 
frutose+metformina (FM). No fígado, a frutose aumentou a esteatose hepática, a 
resistência à insulina e diminuiu a sensibilidade à insulina, associada a elevadas 
expressões gênicas e proteicas relativas à lipogênese de novo e ao aumento da 
peroxidação lipídica. Além disso, a frutose diminuiu as expressões gênicas e proteicas 
de enzimas antioxidantes e de biogênese mitocondrial. A metformina reduziu a 
lipogênese de novo e aumentou a biogênese mitocondrial, aumentando assim a beta-
oxidação e reduzindo a peroxidação lipídica. A metformina regulou positivamente a 
expressão e atividade de enzimas antioxidantes, fornecendo uma defesa contra o 
aumento da geração de espécies reativas de oxigênio. Portanto, uma redução 
significativa no acúmulo de triglicérides hepáticos, esteatose e peroxidação lipídica foi 
observada no grupo FM. Os coxins gordurosos e a adiposidade não se alteraram 
significativamente nos grupos, embora o grupo F tenha apresentado redução do 
consumo energético, e ambos os grupos F e FM apresentaram redução do gasto 
energético. A metformina aumentou a massa do TAM em CM e FM, associada a uma 
maior proliferação e diferenciação de adipócitos, em parte pela ativação do pAMK. A 
metformina também aumentou os marcadores termogênicos no TAM, através de 
estímulos adrenérgicos e fator de crescimento de fibroblastos 21. No TAM, a 
metformina reforçou a biogênese mitocondrial, a lipólise e a absorção de ácidos 
graxos. Esses achados permitem concluir que uma dieta rica em frutose afeta o fígado 
e o TAM, aumentando a lipogênese de novo, reduzindo as defesas antioxidantes e 
diminuindo a biogênese mitocondrial. O tratamento com metformina, mesmo na 
continuação da ingestão de frutose, pode reverter, pelo menos parcialmente, a lesão 
hepática e impedir a progressão da DHGNA para estados mais graves. Os efeitos da 
metformina não estão ligados a alterações na massa corporal, mas afetam a 
termogênese do TAM, a biogênese mitocondrial e a absorção de ácidos graxos. 
 

Palavras-chave: Frutose. Esteatose hepática. Estresse oxidativo. Metformina. Tecido 

adiposo marrom.  



 
 

ABSTRACT 

 

MENDES, Iara Karise dos Santos. Metformin, liver and brown adipose tissue: 
lessons from the dietary model with fructose in mice. 2019. 88 f. Tese (Doutorado em 
Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 
 

The continuous consumption of fructose causes adverse metabolic changes 
and might lead to nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Here, we aimed to 
investigate the role of metformin hydrochloride in an animal model fed a fructose rich 
diet, focusing on the molecular markers of lipogenesis, beta-oxidation, and antioxidant 
defenses in the liver. Also, the structure and thermogenic markers of the brown adipose 
tissue (BAT) were studied. Male C57BL/6 mice, three months old were divided into a 
control group (C, fed a standard diet for rodents) and fructose group (F, fed a fructose 
rich diet) for ten weeks. Then, each group was divided, half of the animals received 
metformin hydrochloride (M, 250 mg/kg/day), the other half received vehicle for an 
additional eight weeks: control (C), control+metformin (CM), fructose (F), and 
fructose+metformin (FM). In the liver, fructose increased hepatic steatosis, insulin 
resistance and decreased insulin sensitivity in association with higher gene and protein 
expressions associated with de novo lipogenesis and increased lipid peroxidation. 
Also, fructose diminished gene and protein expressions of antioxidant enzymes and 
mitochondrial biogenesis. Metformin reduced de novo lipogenesis and increased 
mitochondrial biogenesis, thereby increasing beta-oxidation and reducing lipid 
peroxidation. Metformin upregulated the expression and activity of antioxidant 
enzymes, providing a defense against increased reactive oxygen species generation. 
Therefore, a significant reduction in hepatic triglyceride accumulation, steatosis and 
lipid peroxidation was observed in the FM group. The fat pads and adiposity did not 
change significantly in the groups, although the F group showed a reduction of energy 
intake, and both groups F and FM showed reduction of energy expenditure. Metformin 
led to a more massive BAT in CM and FM, associated with a higher adipocyte 
proliferation and differentiation, in part by activating pAMK. Metformin also enhanced 
thermogenic markers in the BAT through adrenergic stimuli and fibroblast growth factor 
21. In the BAT, metformin might improve mitochondrial biogenesis, lipolysis, and fatty 
acid uptake. These findings allow us to conclude that a fructose rich diet affects the 
liver and BAT, increasing de novo lipogenesis, reducing the antioxidant defenses, and 
diminishing mitochondrial biogenesis. Metformin treatment, even in continuing the 
fructose intake, can reverse, at least partially, the liver injury and prevents NAFLD 
progression to more severe states. Metformin effects are not linked to body mass 
changes, but affect BAT thermogenesis, mitochondrial biogenesis, and fatty acid 
uptake. 
 
Keywords: Fructose. Fatty liver. Oxidative stress. Metformin. Brown adipose tissue. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O consumo de frutose pela população aumentou drasticamente nos últimos 

anos principalmente porque é incorporada a produtos industriais e bebidas 

açucaradas (o xarope de milho, rico em frutose, é a principal forma adicionada a 

refrigerantes e alimentos processados) (Softic et al. 2016). O efeito do consumo 

excessivo de frutose na saúde humana está apenas começando a ser entendido. A 

frutose induz várias complicações associadas à síndrome metabólica e pode induzir 

alterações na permeabilidade do intestino e promover a liberação de fatores 

inflamatórios no fígado (com implicações potenciais no aumento da inflamação 

hepática). Além disso, a ingestão de frutose tem sido associada ao câncer de colo, 

pâncreas e fígado, o que reforça a indicação de que o consumo de frutose deve ser 

reduzido, pois é prejudicial para a saúde humana a longo prazo (Charrez et al. 2015). 

A frutose é metabolizada nos hepatócitos, enterócitos e células tubulares renais 

em triose-fosfato e posterior descarte desses compostos, levando ao aumento da 

produção de ácido lático, gliconeogênese e lipogênese de novo (Stanhope 2012). 

Com isso, o consumo contínuo de frutose pode levar à doença hepática gordurosa 

não alcoólica (DHGNA) em humanos (Le et al. 2009) e em roedores (Schultz et al. 

2013). DHGNA é uma condição altamente prevalente em humanos e estudos 

populacionais indicam que 10 a 50% da população mundial possui uma forma 

reversível de esteatose hepática (Tappy et al. 2010). No entanto, numa pequena 

percentagem de indivíduos, DHGNA pode progredir para inflamação hepatocelular, 

uma condição conhecida como esteatohepatite não alcoólica (EHNA) e, nos casos 

mais graves, cirrose e carcinoma hepatocelular (Michelotti et al. 2013). 

O aumento do estresse oxidativo é um dos principais fatores a desencadear a 

inflamação do fígado e a progressão DHGNA - EHNA (Tappy e Le 2012). Uma dieta 

rica em frutose aumenta a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Aronis 

et al. 2005), ao mesmo tempo em que reduz o potencial antioxidante (Schultz et al. 

2015). 

Os mecanismos envolvidos na continuação do insulto hepático não são 

completamente conhecidos, mas aceita-se que existam dois eventos distintos. O 

primeiro evento é o aumento do influxo lipídico e a redução da depuração lipídica no 

fígado, levando ao acúmulo de gordura (esteatose) (Lim et al. 2010). O segundo 
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evento é um processo inflamatório causado pelo aumento da ativação de EROs e de 

citocinas no fígado (Peverill et al. 2014), provavelmente resultante da exposição dos 

hepatócitos a uma maior concentração de lipídios e/ou carboidratos. 

A metformina melhora a hiperglicemia principalmente através da supressão da 

gliconeogênese hepática, juntamente com a melhora da sinalização da insulina. No 

entanto, seu mecanismo de ação é apenas compreendido parcialmente e, por isso, 

controverso (Aw et al. 2014). Portanto, ao estudarmos o fígado neste trabalho 

analisaremos três ações principais envolvidas na lesão hepática da DHGNA: 

lipogênese e biogênese mitocondrial, beta-oxidação e estresse oxidativo. 

O tecido adiposo marrom (TAM) dissipa energia na forma de calor, promovendo 

a termogênese através da ação da proteína desacopladora (UCP) 1 (Cannon e 

Nedergaard 2004). Hoje sabemos que o TAM pode ser ativado em humanos adultos 

(Cypess et al. 2009, Cypess et al. 2015, Nedergaard et al. 2007) e essa ativação pode 

ter relevância metabólica, como visto em casos onde há perda de massa corporal 

(Vijgen et al. 2012). Além disso, a exposição ao frio pode melhorar a atividade do TAM 

(Chondronikola et al. 2014, Yoneshiro et al. 2013). 

Quando há recrutamento do TAM os adipócitos marrons proliferam e iniciam a 

adipogênese marrom, em um processo sob controle adrenérgico envolvendo dois 

mediadores chave, o coativador do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 

(PGC)-1α e domínio de PR (PRDM)-16. Adipócitos marrons diferenciados aumentam 

a expressão de genes ligados ao metabolismo lipídico e à função mitocondrial e, em 

última análise, de UCP-1 (Bargut et al. 2016, Cannon e Nedergaard 2004). 

A frutose além de estar associada à resistência à insulina, dislipidemia e outras 

doenças metabólicas (como já citado) (Stanhope 2016), também promove hipertrofia 

dos adipócitos brancos, com resistência à insulina local, inflamação (Bargut et al. 

2017, Magliano et al. 2015), e desregulação da lipólise (Legeza et al. 2014). No 

entanto, quando o consumo de frutose é incluído em uma dieta isoenergética (com a 

dieta controle), não causa obesidade (Schultz et al. 2013). Com base nisso, estudos 

demonstraram que um modelo animal com alta ingestão de frutose apresenta 

mudanças no metabolismo de carboidratos e lipídios, bem como na função do fígado 

e do tecido adiposo, sem causar aumento na massa corporal (Bargut et al. 2017, 

Magliano et al. 2015, Schultz et al. 2013). 

A literatura é limitada ao avaliar os efeitos da metformina no TAM, 

especialmente quando se considera a associação com uma dieta rica em frutose. No 
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trabalho atual vamos estudar o TAM, principalmente a possível ação da metformina 

na proliferação, diferenciação e em marcadores termogênicos em um modelo com 

metabolismo alterado devido a ingestão crônica de dieta rica em frutose. Até onde 

sabemos, o estudo é pioneiro em investigar o TAM como alvo da metformina em um 

modelo de dieta rica em frutose. 

Os dados mostrados nessa tese deram origem a dois artigos publicados em 

revistas científicas indexadas internacionais com impacto (ANEXOS B e C). 

Apresentamos aqui o compilado desses achados. 

Nas seções “materiais e métodos” e “resultados” apresentaremos primeiro os 

dados comuns aos dois trabalhos e, em seguida, os dados particulares do fígado 

(publicados no primeiro artigo), e os dados particulares do tecido adiposo marrom 

(publicado em um segundo artigo): 

 

a) Karise I, Ornellas F, Barbosa-da-Silva S, Matsuura C, Del Sol M, 

Aguila MB, Mandarim-de-Lacerda CA. Liver and Metformin: 

Lessons of a fructose diet in mice. Biochim Open 2017; 4: 19-30; 

b) Karise I, Bargut TC, Del Sol M, Aguila MB, Mandarim-de-Lacerda 

CA. Metformin enhances mitochondrial biogenesis and 

thermogenesis in brown adipocytes of mice. Biomed 

Pharmacother 2019; 111;1156-1165. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

 

1.1 Cloridrato de Metformina 

 

 

O cloridrato de metformina é um derivado da guanidina, composto ativo da 

Galega officinalis. Essa planta medicinal, conhecida popularmente como Lilac francês, 

foi usada por séculos na Europa como tratamento do diabetes desde a época medieval 

(Bailey e Day 1989). O uso das guanidinas e de seus derivados (fenformina, buformina 

e metformina) como agentes terapêuticos para diabetes mellitus tipo 2 (DM2) data de 

meados do século 20. A metformina e a fenformina foram introduzidas em 1957, e a 

buformina, em 1958. Esta última foi uso limitado, enquanto a metformina e a 

fenformina foram amplamente usadas (Freemark e Bursey 2001, Thomas e Gregg 

2017). 

A metformina é o fármaco de primeira escolha para tratamento de DM2, sendo 

o hipoglicemiante oral mais amplamente prescrito, devido ao seu perfil de toxicidade 

favorável e eficácia clínica (Thomas e Gregg 2017). O fármaco reduz os níveis de 

glicose principalmente diminuindo a gliconeogênese hepática, o que leva a um 

declínio médio nos níveis de insulina, e também promove a captação de glicose no 

músculo (Bahrambeigi et al. 2019). 

Apesar da longa história e de décadas de sucesso no uso clínico de metformina 

como tratamento para DM2, seu mecanismo de ação permanece parcialmente 

desconhecido. Contrastando com as sulfonilureias e a insulina, a metformina não está 

associada com risco de hipoglicemia e nem ganho de massa corporal. Além disso, 

quando comparada com as alternativas anteriormente citadas, a metformina está 

associada com um risco menor de desenvolvimento de câncer, que depois da doença 

cardiovascular é a segunda maior causa de morte em pacientes com diabetes (Bailey 

e Day 1989). 
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1.1.1 Farmacocinética 

 

 

O cloridrato de metformina é administrado por via oral, absorvido incompleto e 

lentamente pela parte superior do intestino delgado tendo sua absorção retardada, 

mas não prejudicada, pela presença de alimentos no estomago (Kim et al. 2014; Kim 

et al. 2018b). No epitélio intestinal, a metformina é absorvida na borda em escova e é 

um importante substrato da proteína PMAT (plasma membrane monoamine 

transporter). Os transportadores de cátions orgânicos OCT1 e OCT2 estão envolvidos 

com a entrada da metformina no fígado e rins, respectivamente (Kim et al. 2018b). 

A biodisponibilidade dos comprimidos de cloridrato de metformina é da ordem 

de 50-60%. A metformina não é metabolizada, circulando em forma livre (McCreight 

et al. 2018). A fração ligada a proteínas plasmáticas pode ser considerada como 

insignificante sendo distribuída rapidamente para os tecidos periféricos, mas 

lentamente em eritrócitos (He e Wondisford 2015). Concentrações mais elevadas do 

cloridrato de metformina são encontradas nas glândulas salivares, rins e fígado. O 

volume de distribuição aparente do cloridrato de metformina, após doses únicas orais 

de 850 mg é, em média, de 654 ± 358 L. Em função do tempo, o cloridrato de 

metformina se compartimentaliza nos eritrócitos. Nas doses clínicas e esquemas de 

dosagem usuais, as concentrações plasmáticas do cloridrato de metformina no estado 

de equilíbrio são alcançadas dentro de 24-48 horas e são geralmente <1 μg/mL. Em 

estudos clínicos controlados, os níveis plasmáticos máximos de cloridrato de 

metformina não excederam 5 μg/mL, mesmo nas doses máximas (He e Wondisford 

2015, McCreight et al. 2016). 

A metformina é excretada por via urinária inalterada e de forma muito rápida. 

Seu clearance é, em uma pessoa sadia, de cerca de 400 ml/min (4 a 5 vezes maior 

que o da creatinina), o que indica filtração glomerular seguida por secreção tubular 

(Kim et al. 2014, McCreight et al. 2018). 
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1.1.2 Farmacodinâmica 

 

 

A redução glicêmica provocada pela metformina ocorre principalmente por suas 

ações no fígado e músculo esquelético, que têm efeito sensibilizador da insulina. No 

hepatócito o cloridrato de metformina causa a inibição da gliconeogênese e da 

glicogenólise, assim como a estimulação da glicogênese, enquanto nos tecidos 

periféricos insulinodependentes, principalmente na musculatura esquelética, aumenta 

a captação de glicose provocando rápida redução da glicemia (Wen et al. 2019). Em 

contraste com outros fármacos, o cloridrato de metformina não aumenta os níveis 

séricos de insulina, portanto não causa hipoglicemia, mesmo em doses consideráveis 

(Markowicz-Piasecka et al. 2017, Mazza et al. 2012). 

O cloridrato de metformina também diminui a absorção gastrointestinal de 

glicose, aumenta a sensibilidade à insulina no músculo e no tecido adiposo e os níveis 

de ácidos graxos livres (AGL) (Resuli et al. 2012, Spruss et al. 2012). Nos tecidos 

periféricos, o cloridrato de metformina intensifica o transporte de glicose ao 

potencializar a atividade da tirosina quinase nos receptores de insulina. Em nível 

molecular, gera efeitos a partir da ativação da proteína quinase ativada por adenosina 

monofosfato (AMPK). O mecanismo pelo qual o cloridrato de metformina ativa essa 

enzima não foi totalmente elucidada. Entretanto, demonstrou-se que as biguanidas 

ativam a AMPK indiretamente (Takayama et al. 2014). 

AMPK é uma enzima que induz uma cascata de eventos intracelulares em 

resposta a mudança da carga elétrica celular, tendo a AMPK o papel de manutenção 

da homeostasia energética no metabolismo celular. Todas as células necessitam 

manter alta relação entre ATP e ADP continuadamente para realizar suas funções. 

Essa relação nas células geralmente permanece constante, indicando a eficiência do 

mecanismo que regulador, sendo a AMPK um componente chave desse equilíbrio 

fisiológico (Aw et al. 2014, Takayama et al. 2014). Ao ser ativada, AMPK exerce efeitos 

sobre a expressão gênica e síntese proteica relacionados ao metabolismo de glicose 

e lipídios. AMPK atua em diversos órgãos, incluindo fígado, músculo esquelético, 

coração, tecido adiposo e pâncreas. No fígado ocorre a inibição da transcrição das 

enzimas relacionadas a gliconeogênese, consequentemente reduzindo-a (Stephenne 

et al. 2011, Zhang et al. 2012). AMPK também é responsável pela melhora do 

metabolismo lipídico durante o tratamento com cloridrato de metformina, pois inibe 
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enzimas chaves na síntese de triglicérides e colesterol. No músculo, a ativação da 

AMPK pelo cloridrato de metformina promove a utilização de glicose devido ao 

aumento da translocação do transportador de glicose GLUT4 para a membrana 

plasmática e aumento do conteúdo de glicogênio nas células musculares. Além disso, 

ocorre diminuição da síntese e aumento da oxidação de ácidos graxos (Ferreira et al. 

2014, Wu et al. 2018). 

 

 

1.2 Frutose  

 

 

Dietas com alto teor de açúcares e/ou alto teor de gorduras, participam da 

gênese de diversas doenças e estão associadas a mudança no hábito alimentar em 

humanos, uma vez que o estilo de vida dos indivíduos nas sociedades modernas, 

principalmente nas ocidentais, é caracterizado pela predominância de uma 

alimentação rica em lipídeos e carboidratos e pobre em nutrientes (Luque et al. 2018). 

A frutose é um monossacarídeo encontrado em frutas, sendo também um 

subproduto do xarope de milho, que tem baixo custo, e, por isso, é adicionado em 

alimentos e bebidas como adoçantes (Choi et al. 2017). É um açúcar simples, do 

grupo das hexoses, que se assemelha a glicose (diferindo apenas pela posição do 

grupo carbonila, que na frutose encontra-se no carbono 2 e na glicose no carbono 1).  

Os alimentos que contem xarope de milho incluem refrigerantes, bebidas 

adoçadas, condimentos como ketchup e mostarda, pães e bolos industrializados, 

entre outros. O aumento na ingestão de frutose está associado com o surgimento e 

prevalência de diversos distúrbios metabólicos, como o DM2, hipertensão arterial 

sistêmica, gota, dislipidemias e DHGNA (Caliceti et al. 2017, Chen et al. 2017), mesmo 

sem causar significativo aumento da massa corporal (Schultz et al. 2013). 

O intestino delgado desempenha um papel importante no metabolismo da 

frutose, convertendo frutose em glicose e outros metabólitos circulantes. Desta forma, 

o intestino delgado protege o fígado da exposição à frutose. Altas doses de frutose 

sobrecarregam essa capacidade de proteção do intestino delgado alterando o 

equilíbrio entre o consumo e a capacidade de eliminação da frutose intestinal, que 

leva à maior exposição do fígado à frutose da dieta e, portanto, à toxicidade da frutose 

(Jang et al. 2018). 
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O consumo excessivo de frutose aumenta os níveis de ácidos graxos que estão 

associados a alterações nas vias clássicas da sinalização insulínica, podendo causar 

um quadro de resistência à insulina. Os ácidos graxos desencadeiam a fosforilação 

dos resíduos serina dos receptores de insulina, inativando-os e diminuindo a ativação 

da PI3-K, o que promove a diminuição no transporte de glicose para dentro da célula 

estimulado pela insulina (Vos e Lavine 2013). Essa diminuição na captação de glicose 

estimula ainda mais a secreção de insulina na tentativa de compensar os níveis 

aumentados de glicose e piora a situação de “resistência” (Jang et al. 2018, Vos e 

Lavine 2013). 

 

 

1.3 Modelo animal  

 

 

Usamos camundongos de linhagens isogênicas (ou inbred C57BL/6) 

alimentados com dieta rica em frutose. Essa dieta, já amplamente testada, não altera 

a massa corporal do animal quando é isoenergética com a dieta controle, mas altera 

o metabolismo de carboidratos, levando a hiperglicemia, hiperinsulinemia, 

hipertrigliceridemia (Schultz et al. 2013, Schultz et al. 2015) e aumento da pressão 

arterial (Magliano et al. 2015). 

 

 

1.4 Esteatose hepática 

 

 

O termo “doença gordurosa hepática não alcoólica” (DGHNA, como já 

mencionamos) foi utilizado pela primeira vez em 1980 para designar o achado 

histopatológico semelhante a esteatose hepática induzida pelo consumo de álcool, 

porém acometendo pacientes sem consumo significativo de álcool (Ludwig et al. 

1980). Desde 1800 os patologistas descrevem a associação da esteatose e cirrose, 

mas considerando o álcool como desencadeante do processo. Posteriormente se 

observou que um grupo de indivíduos que não consumia álcool também apresentava 

esteatose seguida de fibrose hepática sem causa aparente. Os casos pareciam estar 

associados com obesidade, sexo feminino e diabetes (Moran et al. 1983). 
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Um aspecto importante a ser observado é o aumento na incidência de DGHNA 

na população, tornando-se um problema emergente de saúde pública (Michelotti et al. 

2013). DGHNA inclui um amplo espectro de alterações no fígado que se iniciam com 

infiltração hepática de gordura (esteatose) (Brunt 2010, Musso et al. 2011), podendo 

evoluir com atividade inflamatória e necrose, com ou sem fibrose perissinusoidal 

(esteatohepatite), fibrose avançada e cirrose (Bernsmeier e Albano 2017, Brunt et al. 

2011). Estudos recentes observaram que 20% dos pacientes com DGHNA 

desenvolvem cirrose e/ou carcinoma hepatocelular, o que ressalta a importância de 

haver um diagnóstico precoce (Bruzzi et al. 2018). 

As tentativas de esclarecimento da patogênese da DGHNA tiveram início com 

a compreensão do metabolismo dos lipídeos no organismo normal de pessoas 

saudáveis (Neuschwander-Tetri e Bacon 1996). A gordura é absorvida pela mucosa 

intestinal e passa à circulação na forma de quilomícrons, que contêm triglicérides que 

são depositados no tecido adiposo, servindo como reserva para os gastos metabólicos 

quando há privação de alimentos (Bernsmeier e Albano 2017). O tecido adiposo libera 

a gordura na forma de AGL mediante o estímulo da adrenalina, corticosteroides e 

outros hormônios. AGL têm dois destinos após a entrada nos hepatócitos: são 

oxidados pelas mitocôndrias para gerar energia (ATP), ou são convertidos novamente 

em triglicérides acoplados às lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) e 

transportados ao tecido adiposo (Tang et al. 2016, Wu et al. 2011).r 

DGHNA surge da disponibilidade, mobilização, síntese hepática aumentada e 

da esterificação de AGL em triglicérides e do decréscimo do transporte destes para 

fora do hepatócito, com um desvio dos mecanismos de lipólise em favor da lipogênese 

(Choi et al. 2017, Peverill et al. 2014). A deposição aguda ou crônica de gordura no 

fígado está associada à peroxidação de lipídeos e o grau de peroxidação é 

proporcional à gravidade da esteatose (Baldridge et al. 1995). O estresse oxidativo 

gera radicais hidroxila e superóxidos que reagem com o excesso de lipídeos para 

formar os peróxidos. O aumento da peroxidação de lipídeos estaria relacionado com 

a dieta, o meio ambiente, infecções, drogas, toxinas e com a predisposição genética 

(Konishi et al. 2006). 

Já mencionamos que DHGNA é uma das principais doenças crônicas do fígado 

em todo o mundo (prevalência global de aproximadamente 25% na população adulta 

e 50-70% em pacientes com obesidade e DM2) (Stefanescu et al. 2016). DHGNA é 

um fator de risco para cirrose e carcinoma hepatocelular. Além disso, os pacientes 
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com DM2 e DHGNA têm pior controle glicêmico e desenvolvem doenças 

cardiovasculares mais prontamente do que aqueles sem DHGNA (Sorrentino et al. 

2015, Stefanescu et al. 2016). Consequentemente, os tratamentos com foco tanto no 

DM2 quanto em DHGNA são indicados para esses doentes. 

Até o presente momento não se conseguiu correlacionar o grau de indução de 

citocinas com o estágio da doença hepática, mas há crescentes evidências de que o 

mecanismo comum de lesão na esteatose alcoólica e na não alcoólica seria o aumento 

da peroxidação de lipídeos, o que explicaria os mesmos achados histopatológicos nas 

duas doenças (Choi et al. 2017, Miquilena-Colina et al. 2011). Sabe-se também que o 

fígado com esteatose é mais susceptível às agressões em geral, do que o fígado 

normal (daí ser muito importante avaliar a infiltração gordurosa em fígados 

selecionados para transplante) (Peverill et al. 2014). 

Reduções na adiposidade e resistência à insulina através de dieta e exercício 

são a base do tratamento da DHGNA (Green et al. 2018, Motta et al. 2017, Schultz et 

al. 2012). Também os antidiabéticos que levam a redução de massa corporal aliviam 

concomitantemente a esteatose hepática (Zhuang et al. 2015, Xu et al. 2016). 

Entretanto, não há tratamento farmacológico que tenha sido aprovado para pacientes 

com DHGNA. Atualmente, as recomendações para tratar DHGNA abrange tanto 

mudanças no estilo de vida e uso de medicamentos inespecíficos. Os estudos que 

avaliam a eficácia de drogas no tratamento de DHGNA analisam marcadores da 

função hepática, transaminases e análise histológica de material de biópsias 

hepáticas, onde é possível caracterizar a estrutura do fígado (Loria et al. 2010, Woo 

et al. 2014, Zhuang et al. 2015). 

Considerando que é forte a associação entre DHGNA e síndrome metabólica, 

os medicamentos mais usados para tratamento de DHGNA visam à diminuição da 

resistência à insulina nos pacientes (Aguila et al. 2010). Entretanto, não se sabe bem 

os mecanismos envolvidos na resistência à insulina que facilitam o acúmulo de 

gordura nos hepatócitos (Malin e Kashyap 2014). Com isso, os medicamentos 

utilizados no tratamento da DHGNA são principalmente antidiabéticos orais dos 

grupos das tiazolidinedionas e das biguanidas. No primeiro grupo se enquadra a 

pioglitazona e no segundo o cloridrato de metformina, droga que é o foco desse 

estudo. 
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1.5 Tecido adiposo marrom 

 

 

O tecido adiposo é o principal regulador da homeostase energética, porém o 

acúmulo de gordura corporal, geralmente causado pelo consumo excessivo de 

calorias acima do valor gasto nas atividades do organismo, pode levar a um 

desequilíbrio. Isso acontece quando a ingestão alimentar é maior que o gasto 

energético correspondente (Chang et al. 2016, Seidell e Halberstadt 2015). 

O tecido adiposo branco (TAB) é capaz de secretar diferentes adipocinas, as 

quais desempenham um papel na resistência à insulina devido ao perfil pró-

inflamatório observado na obesidade (van Baak e Mariman 2019). Inversamente, 

como já descrevemos antes, o TAM realiza a termogênese adaptativa que consiste 

na liberação da energia na forma de calor através da ação da UCP-1, induzida pela 

exposição ao frio, tendo como fonte principal os AGL do próprio tecido ou provenientes 

da lipólise do TAB (Chondronikola et al. 2014, Khedoe et al. 2015). 

O TAM foi descrito no século 16 por Conrad Gesner como sendo “nem gordura 

nem carne” (nec pinguitudo nec caro). A constatação de que TAM está presente em 

todos os mamíferos só ocorreu no século 20, por isso, apenas estudos relativamente 

recentes têm o TAM como alvo. De fato, importantes descobertas sobre TAM 

(identificação da UCP-1) só aconteceram nos últimos anos (Cannon e Nedergaard 

2004, Richard et al. 2010). 

A parte predominante do TAM em roedores tem localização interescapular e 

está organizado em dois lóbulos (Martins et al. 2017). É densamente inervado para 

garantir a oferta suficiente de oxigênio e substratos, além de redistribuir rapidamente 

o calor produzido para o corpo (Bhanu Prakash et al. 2016). 

O adipócito marrom (diferente do adipócito branco) tem aparência poligonal e 

contém inúmeros vacúolos de gordura (por isso é chamado multilocular), cercado por 

citoplasma rico em mitocôndrias (Cannon e Nedergaard 2004, Oelkrug et al. 2015). 

Apesar da quantidade de TAB superar em muito a quantidade de TAM no organismo 

(principalmente humano), ambos os tecidos podem ser considerados essenciais na 

divisão e utilização dos nutrientes, bem como na regulação da massa corporal 

(Cypess et al. 2009). 

O TAM apresenta duas funções distintas: a termogênese obrigatória 

(decorrente da energia liberada das reações exotérmicas que ocorrem em todos os 
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órgãos), e a termogênese adaptativa ou facultativa (desenvolvida como uma resposta 

de adaptação à exposição ao frio ou a alterações na dieta, sendo o TAM o principal 

órgão responsável por esse tipo de termogênese, ao menos em roedores) (Cypess et 

al. 2012, Whittle et al. 2012). 

A termogênese adaptativa é totalmente dependente de UCP, situadas na 

membrana mitocondrial interna, como a UCP-1 (Song et al. 2018). Estas proteínas 

funcionam como um canal alternativo que permite que prótons retornem à matriz 

mitocondrial a partir do espaço intermembranas, sem produzir energia sob a forma de 

ATP (ou seja, desacoplados), liberando calor (Richard et al. 2010). A termogênese 

adaptativa ocorre após a exposição ao frio com a liberação de noradrenalina, que ativa 

receptores adrenérgicos localizados na membrana plasmática dos adipócitos 

marrons. Entre os subtipos existentes, o receptor adrenérgico do tipo 3 (RAβ3) é o 

mais relevante para a ativação aguda da termogênese (Moreno-Fernandez et al. 

2018). 

Para que a termogênese ocorra no TAM é necessária a presença do substrato 

que será utilizado no processo. O TAM pode utilizar tanto ácidos graxos (provenientes 

de triglicérides captados da corrente sanguínea através do receptor CD36 ou 

previamente estocados no tecido), quanto glicose (captada da corrente sanguínea 

através do transportador de glicose-4, GLUT-4) (Hibi et al. 2016b, Keipert et al. 2015). 

A termogênese adaptativa leva a queima do excesso de energia ingerida 

(termogênese induzida por dieta ou termogênese metabolorregulatória), que é pouco 

estudada e tem mecanismos ainda pouco esclarecidos (Chouchani et al. 2019, Zhang 

et al. 2018). No final da década de 70 do século 20 a primeira grande descoberta 

nesse sentido demonstrou que a dieta ‘tipo cafeteria’ (rica em gordura saturada e 

açúcares simples), que favorece o desenvolvimento de obesidade, está associada ao 

recrutamento do TAM (Bolsoni-Lopes et al. 2015). Embora não faça sentido evolutivo 

que a termogênese induzida por dieta tenha se desenvolvido para ‘queimar’ o excesso 

de calorias, mantendo a homeostase energética, estudos atuais apontam para um 

possível dispêndio de energia com o objetivo de manter a ingestão de proteínas e o 

aporte de aminoácidos constantes (Hibi et al. 2016a, Moreno-Fernandez et al. 2018). 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Analisar os efeitos adversos de uma dieta rica em frutose sobre o fígado e 

tecido adiposo marrom, estudando os mecanismos envolvidos no uso da metformina 

administrada a camundongos da linhagem C57BL/6. 

 

 

2.2 Objetivos específicos no fígado: 

 

 

a) implementar um modelo de resistência à insulina, dislipidemia e 

esteatose hepática com base em dieta rica em frutose; 

b) quantificar e classificar o nível de lesão histopatológica, sem e com 

tratamento com metformina; 

c) quantificar a lipogênese, biogênese mitocondrial, beta- oxidação 

hepática (expressão de proteínas e expressão gênica); 

d) quantificar a expressão gênica e a atividade das enzimas 

antioxidantes no tecido hepático. 

 

 

2.3 Objetivos específicos no TAM: 

 

 

a) observar possíveis alterações devido à oferta de uma dieta rica em 

frutose e/ou sua associação com metformina; 

b) estudar o efeito da metformina sobre biogênese mitocondrial, 

diferenciação e marcadores termogênicos; 

c) analisar os principais marcadores das vias de proliferação, 

diferenciação e marcadores termogênicos.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e dieta 

 

 

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética para o Cuidado e 

Uso de Animais Experimentais (CEUA / 022/2015) (ANEXO A). O experimento foi 

realizado em estrita conformidade com as recomendações do Guia para o Cuidado e 

Uso de Animais de Laboratório dos Institutos Nacionais de Saúde (Publicação número 

85-23 do NIH, revisada em 1996). 

Foram utilizados camundongos machos não consanguíneos (C57BL/6) com 

três meses de idade pesando 24g ± 3g. Os animais foram mantidos em caixas 

ventiladas sob condições controladas (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA, 20±2 

ºC, 60±10% de umidade e 12h/12h ciclo invertido escuro / claro - claro de 01:00h às 

13:00h), com livre acesso a comida e água. 

 

 

3.2 Desenho experimental 

 

 

Quarenta camundongos foram divididos aleatoriamente em dois grupos 

(n=20/grupo), metade sendo alimentados com dieta controle (C) e a outra metade com 

dieta rica em frutose (F, 47% frutose), durante dez semanas. As dietas foram 

isoenergéticas, tinham a mesma quantidade de carboidratos totais, mas na dieta rica 

em frutose, parte do amido foi substituído por frutose pura (fabricadas pela 

PragSolucoes, Jaú, SP, Brasil) de acordo com as recomendações do American 

Institute of Nutrition para roedores (AIN93M) (Reeves et al. 1993) (detalhes na Tabela 

1). A dieta rica em frutose conteve 47,37 g de frutose por 100 g de ração (50% do 

conteúdo energético total dos alimentos), já testado por nosso grupo na indução de 

alterações no metabolismo (Bargut et al. 2017, Schultz et al. 2015). 
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Tabela 1 - Composição das dietas utilizadas no experimento 
 

Ingredientes (g) 
Dietas 

C F 

Caseína 140 140 

Amido de milho 620.7 146.4 

Sacarose 100 100 

Frutose - 474.3 

Óleo de soja 40 40 

Fibers 50 50 

Mistura de vitaminas* 10 10 

Mistura de minerais* 35 35 

Cistina 1.8 1.8 

Colina 2.5 2.5 

Antioxidante 0.008 0.008 

Total 1000 1000 

Energia (kJ) 15916 15916 

Carboidratos (% 

energia) 

76 76 

Proteínas (% energia) 14 14 

Lipídios (% energia) 10 10 

Legenda:  dieta padrão para roedores, C; dieta rica em frutose, F. * Vitaminas e Minerais presentes na 
mistura estão de acordo com a AIN93M (Reeves et al. 1993). 

Fonte:       Adaptação de REEVES et al. 1993. 
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Após as dez semanas iniciais os grupos foram redivididos, separados de cada 

grupo original, com a formação de dois novos grupos para incluir o tratamento com 

cloridrato de metformina (Pharmanostra, GO, Brasil), ou veículo (solução salina) e 

estudados por oito semanas adicionais. 

O cloridrato de metformina foi diluído em salina e administrada por via oral (250 

mg/kg/dia) através de gavagem orogástrica, bem como a solução salina no grupo 

controle (Ikeda et al. 2000). Assim, os grupos (n=10/grupo) foram (Figura 1): 

 

a) grupo C (dieta controle por dez semanas e dieta controle mais veículo 

por oito semanas adicionais); 

b) grupo CM (dieta controle por dez semanas e dieta controle mais 

metformina por oito semanas adicionais); 

c) grupo F (dieta com frutose por dez semanas e dieta com frutose mais 

veículo por oito semanas adicionais); 

d) grupo FM (dieta com frutose por dez semanas e dieta com frutose 

mais metformina por oito semanas adicionais). 

 
Figura 1 – Esquema do desenho experimental utilizado no estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: grupo Controle, C; grupo Frutose, F; grupo controle + cloridrato de metformina, CM; grupo 
frutose + cloridrato de metformina, FM. 

Nota:       Aos três meses de idade os camundongos machos foram divididos em dois grandes grupos: 
Um grupo que recebeu dieta padrão (C) e outro que recebeu dieta rica em frutose (F). Após 
dez semanas de administração da dieta, esses grupos foram redivididos e receberam 
cloridrato de metformina (M) ou solução salina, perfazendo quatro grupos: grupo C, grupo 
CM, grupo F e grupo FM que perdurou por mais oito semanas. 

Fonte:     A autora, 2019.  

10 semanas iniciais + 8 semanas adicionais 
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3.3 Métodos usados nos dois estudos 

 

 

3.3.1 Massa corporal, ingestão alimentar e consumo energético 

 

 

A massa corporal dos animais foi medida semanalmente sempre no mesmo 

horário. O ganho da massa corporal foi determinado como a diferença da massa 

corporal entre a 10ª semana (o momento em que os grupos foram estabelecidos) e a 

última semana. 

As dietas foram renovadas diariamente e os pellets restantes foram 

descartados. A ingestão alimentar foi monitorada diariamente, determinada como a 

diferença entre a quantidade de alimento fornecido e a quantidade de alimentos 

deixada na caixa. O consumo de energia foi estimado como o produto da ingestão de 

alimentos e o conteúdo de energia da dieta. 

 

3.3.2 Calorimetria indireta 

 

 

Na semana anterior ao sacrifício os animais foram colocados em caixas 

metabólicas conectadas a um sistema de módulos de calorimetria durante três dias, 

com livre acesso a comida dieta e água (Apparatus Oxylet system, Panlab/Harvard, 

Barcelona, Espanha). Este sistema monitorou o consumo de oxigênio (VO2), a 

produção de gás carbônico (VCO2) e a taxa de troca respiratória (TTR). 

O gasto energético e a razão de troca respiratória (produção de CO2/ absorção 

de O2) foram avaliados ao final por calorimetria indireta ao final do período (Livesey e 

Elia 1988). Os dados foram coletados a cada 3 minutos durante 72 horas (mas as 

primeiras 24 horas foram descartadas por corresponderem ao período de adaptação 

dos animais). O consumo de oxigênio foi calculado por grama de massa corporal 

metabólico (massa corporal)0,75.  
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3.3.3 Teste oral de tolerância à glicose 

 

 

O teste oral de tolerância à glicose foi realizado um dia antes da administração 

de cloridrato de metformina e dois dias antes do sacrifício. Os animais estavam em 

jejum de 6 horas e receberam 1g de glicose/kg (25% em estéril 0.9% NaCl) por 

gavagem orogástrica. 

O sangue foi coletado na veia da cauda e os níveis de glicose no sangue foram 

medidas pelo método da glicose-oxidase (glicômetro Accu-Chek, Roche, São Paulo, 

SP, Brasil) em jejum (tempo 0) e nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos após a 

administração de solução de glicose. Os resultados geraram curvas glicêmicas, que 

foram avaliadas posteriormente através de um gráfico com o cálculo da ‘área sob a 

curva’ utilizando o software GraphPad Prism v.7.05 (para Windows; La Jolla, CA, 

EUA). 

 

 

3.3.4 Sacrifício e extração de tecidos 

 

 

Ao final do estudo os animais em jejum de 6 horas foram profundamente 

anestesiados (pentobarbital sódico, 150 mg/kg intraperitoneal), o tórax foi aberto e 

sangue foi coletado (átrio direito), centrifugado (120g, 15 min) para a obtenção do 

plasma e seguiu para análise bioquímica. 

O fígado e os coxins de gordura (branca e marrom) foram dissecados e 

pesados. Fragmentos de todos os lobos do fígado e dos coxins gordurosos foram 

preparados para estudo microscópico de luz (fixados durante 48 h em formaldeído a 

4% w/v em tampão fosfato a 0,1 M, pH 7,2 e depois incluídos em Paraplast plus -- 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA -- seccionados com 5 µm de espessura e os cortes 

corados com hematoxilina e eosina) ou os fragmentos foram congelados para 

posterior análise com técnicas de biologia molecular (Western blotting e qPCR).1 

                                                 
1 A terminologia de genes e proteínas foi padronizada conforme a convenção internacional para 

roedores: os símbolos dos genes estão em itálico, com a primeira letra em maiúscula; os símbolos 
das proteínas são os mesmos que os dos genes, mas não estão em itálico, e todos estão em 
maiúsculas (Davisson 1994). 
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No momento do sacrifício o comprimento da tíbia direita foi aferido para corrigir 

as medidas dos órgãos (no caso de envelhecimento ou obesidade) (Yin et al. 1982). 

 

 

3.3.5 Análise plasmática, resistência à insulina e sensibilidade à insulina 

 

 

Colesterol total (CT) e triglicérides plasmáticos (TP) foram medidos com 

espectrofotômetro automático (kit comercial, Sistema Bioclin II, Quibasa, Belo 

Horizonte, MG, Brasil). A concentração plasmática de insulina foi medida com o kit 

Single Plex (EZRMI-13K Insulina Rato / Rato ELISA, Millipore Merck, Darmstadt, 

Alemanha). 

O modelo de avaliação da homeostase e da resistência à insulina (HOMA-IR, 

homeostasis model assessment-insulin resistance) foi calculado com a glicemia de 

jejum (mmol/L) multiplicado pelo nível de insulina em jejum (mIU/mL), dividido por 22,5 

(Matthews et al. 1985). 

O índice quantitativo de verificação de sensibilidade à insulina (QUICKi) foi 

calculado como [1/log (insulina de jejum µU/mL) + log (glicose de jejum mg/dL)] (Katz 

et al. 2000). 

 

 

3.3.6 Análises moleculares 

 

 

3.3.6.1 Western blotting 

 

 

O tecido alvo (fígado ou TAM, 100 mg) foi adicionado ao tampão de lise RIPA 

(radioimunoprecipitação) com inibidor de protease, homogeneizados e centrifugados 

(1200g, 20 min à 4 ºC) para posterior quantificação da concentração proteica. Após 

desnaturação (cinco minutos a 100 °C), quantidades iguais de proteínas (~100 µg) 

foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) e transferidas do gel 

para a membrana de PVDF (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) por 

eletrotransferência. A membrana foi então bloqueada por incubação em 6% (w/v) de 
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albumina, diluída em tampão salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCl (pH 7,4) 

e 500 mmol/L de NaCl]) em temperatura ambiente, durante uma hora para evitar 

ligações inespecíficas. Posteriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo 

primário de interesse overnight, a 4 °C: AMPKα 1/2 (SC-25792) e pAMPKα 1/2thr172 

(SC-33524); HSL (SC-25843) e UCP-1 (33 kDa; SC-6529) (Santa Cruz Biotechnology, 

CA, EUA), assim como pHSLser660 (orb335694; Biorbyt, Cambridge, RU). No dia 

seguinte, a membrana foi incubada com anticorpo secundário específico para sua 

origem. (anti-rabbit: SC2357; anti-goat: SC2354; e anti-mouse: SC2005; Santa Cruz 

Biotechnology, CA, EUA). Usamos ECL para o sistema de detecção de nível de 

proteína e o Sistema Molecular de Imagem ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EUA). A intensidade das bandas foi quantificada usando o software ImageJ (NIH, 

imagej.nih.gov/ij, USA). A expressão da proteína estrutural β-actina foi usada para 

corrigir os dados de blot.  

 

 

3.3.6.2 PCR em tempo real (qPCR) 

 

 

Amostras do fígado e TAM (30 mg) tiveram seu RNA total extraído em 700 µl 

de Trizol (Invitrogen, CA, USA). Em seguida, se adicionou 100 µL de clorofórmio e 

centrifugação (12000g, 10 min, 4 °C) o RNA foi retirado da fase aquosa do 

sobrenadante, precipitado pela adição de 250 µL de isopropanol, centrifugação e 

formação de pellet de RNA. Então, se retirou o isopropanol, ressuspendendo com 500 

µL de etanol 70% e nova centrifugação. O etanol foi retirado e o pellet ressuspendido 

em 40 µL de água deionizada (MilliQ). A concentração de RNA foi determinada através 

de espectroscopia (Nanovue, GE Life Sciences) e 1 µg de RNA foi aliquotado e 

acrescentou-se DNAse I (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando primers Oligo 

(dT) para RNAm e Superscript III transcriptase-reversa (Invitrogen, CA, USA). O PCR 

em tempo real usou o termociclador Biorad CFX96 e mix SYBR Green (Invitrogen, CA, 

USA). Os controles endógenos beta-actina e TBP foram utilizados para corrigir a 

expressão dos genes-alvo. A eficiência da corrida dos genes-alvo e dos genes 

endógenos foram aproximadamente iguais, sendo calculada através de diluições em 

série do cDNA. As reações de PCR foram realizadas depois de um programa de 

desnaturação e ativação da polimerase (4 min a 95 °C), 44 ciclos e cada ciclo 
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consistindo em 95°C durante 10 s e 60 ºC, 15 s, seguidos por uma curva de melting 

(60 a 95 ºC, com taxa de aquecimento de 0,1 ºC/s). Os controles negativos consistiram 

de poços em que cDNA foi substituído por água deionizada. A razão de expressão 

relativa (QR) de RNAm foi calculada pela equação 2-ΔΔCt, em que ΔCT expressa a 

diferença entre o número de ciclos (CT) dos genes-alvo e da média dos controles 

endógenos (Bustin et al. 2009). As sequências de sense e antisense dos primers 

usados para amplificação estão detalhados no Quadro abaixo. 

 

 

Quadro - Sequência dos primers utilizados no experimento (continua) 

Primer 5’-3’ Anti-sense 

Ap2 TGGAAGCTTGTCTCCAGTGA AATCCCCATTTACGCTGATG 

AtglL ACAGTGTCCCCATTCTCAGG GAACTGGATGCTGGTGTTGG 

β1ar GATCTGGTCATGGGATTGCT AAGTCCAGAGCTCGCAGAAG 

β3ar ACAGGAATGCCACTCCAATC AAGGAGACGGAGGAGGAGAG 

β actina CTCCGGCATGTGCAA CCCACCATCACACCCT 

Bmp7 TCTCTGTGGAGACCCTGGAT CCGGATACTACGGAGATGGA 

Bmp8 CTATGCAGGCCCTGGTACAT AGGCCTGGACTACCATGTTG 

Catalase TTGACAGAGAGCGGATTCCT TCTGGTGATATCGTGGGTGA 

Cd36 TACGCTGTGTTCGGATCTGA ATTCTGGAGGGGTGATGCAA 

ChREBP CACTCAGGGAATACACGCCTAC ATCTTGGTCTTAGGGTCTTCAGG 

Cpt1β AAGGAATGCAGGTCCACATC CCAGGCTACAGTGGGACATT 

Fgf21 CTGGGGGTCTACCAAGCATA ATCCTCCCTGATCTCCAGGT 

GPx CCCGTGCGCAGGTACAG CAGCAGGGTTTCTATGTCAGGTT 

GR GGGATTGGCTGTGATGAGAT GGTGACCAGCTCCTCTGAAG 

Hsl GACAGAGGCAGAGGACCATT TGAGGAACAGCGAAGTGTCT 

Lpl TTCAACCACAGCAGCAAGAC TTCTCTCTTGTACAGGGCGG 

Nrf1 GTTGGTACAGGGGCAACAGT GTAACGTGGCCCAGTTTTGT 

Pcna TAGCCACATTGGAGATGCTG GGTTACCGCCTCCTCTTCTT 

Pgc1α GTGTGAGGAGGGTCATCGTT GTCAACAGCAAAAGCCACAA 
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Quadro - Sequência dos primers utilizados no experimento (conclusão) 

Plin1 ACGACCAGACAGACACAGAG GGCTGTAACCTCTCTGAGCA 

Plin2 AATATGCACAGTGCCAACCA CGATGCTTCTCTTCCACTCC 

PPARα CAAGGCCTCAGGGTACCACTAC GCCGAATAGTTCGCCGAAA 

PPARγ CACAATGCCATCAGGTTTGG GCTGGTCGATATCACTGGAGATC 

Prdm16 AGGGCAAGAACCATTACACG GGAGGGTTTTGTCTTGTCCA 

Sirt1 AACGTCACACGCCAGCTCTA TCGGTGCCAATCATGAGATG 

SOD2 CAGGACCCATTGCAAGGAA GTGCTCCCACACGTCAATCC 

SREBP1c AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG 

Tfam GAAGAACGCATGGAGGAGAG TTCTGGGGAGAGTTGCAGTT 

Ucp1 TCTCAGCCGGCTTAATGACT TGCATTCTGACCTTCACGAC 

Vegf ATCTTCAAGCCGTCCTGTGT TATGTGCTGGCTTTGGTGAG 

 
Legenda:   Proteína adipócito 2, Ap2; receptor adrenérgico, ar; lipase de triacilglicerol do adipócito, Atgl; 

proteína óssea morfogênica, Bmp; cluster de diferenciação 36, Cd36; proteína de ligação 
ao elemento responsivo a carboidratos, ChREBP; carnitina palmitoiltransferase -1, Cpt1β; 
fator de crescimento de fibroblasto 21, Fgf21; glutationa peroxidase, GPx; glutationa 
redutase, GR; lipase sensível ao hormônio, Hsl; lipoproteína lipase, Lpl; fator respiratório 
nuclear 1, Nrf1; antígeno nuclear celular em proliferação, Pcna; coativador do receptor 
ativado por proliferador de peroxissoma gama 1 α, Pgc1α; perilipina, Plin; receptor do 
ativador proliferador de peroxissoma, PPAR; PR contendo domínio 16, Prdm16; sirtrulina 1, 
Sirt1; superóxido dismutase, SOD; proteína de ligação ao elemento regulador de esterol, 
SREBP-1c; fator de transcrição mitocondrial a, Tfam; proteína desacopladora tipo 1, Ucp1; 
fator de crescimento endotelial vascular, Vegf. 

Fonte:       A autora, 2019. 
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3.3.7 Análise Estatística 

 

 

Os dados foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade das 

variâncias e expressos como média e desvio padrão. Testamos as diferenças entre 

os grupos no período pré-tratamento com o teste t de Student (grupos C e F). 

Testamos a contribuição da dieta e metformina nas alterações do fígado no período 

pós-tratamento com análise de variância (ANOVA) de dois fatores e pós-teste de 

Holm-Šídák. As diferenças no TAM entre os grupos foram testadas com ANOVA de 

um fator e pós-teste de Holm-Šídák. O valor de P<0,05 foi considerado 

estatisticamente significante, GraphPad Prism versão 7.05 para Windows, GraphPad 

Software, La Jolla, CA, EUA). 

 

 

3.4 Métodos usados exclusivamente no fígado 

 

 

3.4.1 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) 

 

 

Este método é recomendado para a avaliação do estado de oxidação dos 

ácidos graxos em sistemas biológicos. O dano em lipídios de membrana foi 

determinado pela formação de subprodutos da lipoperoxidação (malondialdeído – 

MDA), que são substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). O MDA reage 

com o ácido tiobarbitúrico, gerando um produto colorido róseo lido em 

espectrofotômetro (Draper et al. 1993). 

Foram adicionados 200 µl do homogenado de fígado para 400 l de ácido 

tricloroacético. As amostras foram centrifugadas por 1200g por 10 min a 4 ºC. 

Separou-se 500 l do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e adicionou 

500 l de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco (100 ºC) por 30 

minutos. Deixou-se esfriar por 5 minutos e posteriormente foi feita a leitura em 

espectrofotômetro (532 nm; Genesys 10SUV- Vis Spectrophotometer – EUA). A 

concentração de TBARS foi expressa como nM/g de proteína. 
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3.4.2 Atividade de enzimas antioxidantes 

 

 

A medida da atividade de enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foi realizada em homogenado de fígado 

preparado com tampão fosfato. Para cada enzima seguiu-se o protocolo específico. 

O teor de proteína total de cada amostra foi determinado pelo kit de ensaio de proteína 

BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). 

 

 

3.4.2.1 Medida da Superóxido Dismutase 

 

 

A enzima SOD catalisa a dismutação do •O2- em O2 e H2O2. A determinação 

da atividade da enzima baseou-se na medida da concentração de adenocromo, 

resultante da oxidação da noradrenalina pelo •O2- (Sun e Zigman 1978). 

Foram utilizados 20, 40 e 60 l de cada amostra em cubetas separadas. As 

amostras foram incubadas com 970 l tampão glicina (3,75 mg/mL de água destilada) 

e noradrenalina (19 mg/mL de água destilada). Também foram adicionados 20 l da 

enzima catalase (1,2 mg/ml de água destilada) ao meio para retirar o H2O2 formado 

pela reação catalisada pela SOD. A concentração de adenocromo foi medida em 

espectrofotômetro (480 nm; Genesys™10SUV- Vis Spectrophotometer – EUA) em um 

intervalo de 180 segundos. 

 

 

3.4.2.2 Medida da Catalase 

 

 

A catalase é uma hemeproteína que catalisa a degradação do H2O2, formando 

oxigênio molecular e H2O. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo de 

H2O2 pela reação. 

Foram utilizados 200 l de homogenado de fígado em cubetas separadas 

(quartzo). As amostras foram incubadas com 2 mL de tampão fosfato (PBS) e H2O2 
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(0,16%). A concentração de H2O2 foi avaliada durante 60 segundos por 

espectrofotometria (240 nm; Genesys™10SUV- Vis Spectrophotometer – EUA) em 

um intervalo de 60 segundos (Aebi 1984). 

 

 

3.4.2.3 Medida da Glutationa Peroxidase 

 

 

A GPx é uma enzima selênio-dependente que catalisa a redução do H2O2 e 

hidroperóxidos orgânicos (ROOH) para H2O e álcool, usando a glutationa (GSH) como 

doador de elétrons. Ela está localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. 

A determinação da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de decaimento da 

fosfato de dinucleotídeo de adenine (NADPH), determinada por espectrofotômetro, no 

comprimento de onda de 340 nm (Genesys™10SUV- Vis Spectrophotometer – EUA). 

Foram utilizados 200 l de homogenado de fígado, incubados com 1800 l de 

tampão fosfato (PBS), glutationa reduzida (2 mM), glutationa redutase (0,11 mg/mL) 

e azida sódica (0.065 mg/mL) durante 10 minutos. Após o tempo de incubação, 

NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e foram realizadas leituras em um intervalo 

de 180 segundos. Posteriormente, H2O2 (3%) foi adicionado e uma nova leitura foi 

realiza por 240 segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por 

espectrofotometria (340 nm; Genesys™10SUV- Vis Spectrophotometer – EUA) (Flohe 

e Gunzler 1984). 
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3.4.3 Estrutura do fígado 

 

 

Detalharemos um pouco mais a obtenção e preparação de material do fígado. 

Fragmentos aleatórios de todos os lobos hepáticos foram retirados, congelados à -80 

0C ou fixados por 48 horas (formaldeído 4% w/v, tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2). 

Quando fixados, foram incluídos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 

seccionados com 5 µm de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e 

eosina. As observações microscópicas e fotomicrografias digitais foram obtidas em 

microscópio Nikon (modelo 80i e câmera digital DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc., Nova 

York, EUA). 

No mínimo dez imagens digitais por animal (10 imagens x 10 animais/grupo = 

100 imagens/grupo) obtidas com objetiva Nikon planacromática NA 0.95 foram 

analisadas para a estimativa da esteatose hepática (Mandarim-de-Lacerda e Del Sol 

2017). As imagens foram mescladas com um sistema-teste com 36 pontos (PT) 

produzido pela aplicação Web STEPanizer (Figura 2) de modo que se estimou a 

densidade de volume de esteatose hepática por contagem de pontos: Vv [esteatose, 

fígado]: = Pp [esteatose, fígado]/PT, onde Pp representa o número de pontos do 

sistema-teste contados nas gotículas de gordura nos hepatócitos (Aguila et al. 2003, 

Catta-Preta et al. 2011).  
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Figura 2 - Esteatose hepática quantificada através da contagem de pontos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: Imagens digitais foram adquiridas e a esteatose hepática foi quantificada através da contagem 

dos pontos que tocavam as gotas de gordura, sendo desconsiderados aqueles que tocavam a 
linha proibida, utilizando o software STEPanizer. 

Fonte: A autora, 2019.  
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3.5 Métodos usados exclusivamente no tecido adiposo 

 

 

3.5.1 Estudo estrutural 

 

 

Os coxins gordurosos genital (epididimário), retroperitoneal, e inguinal 

(subcutâneo) no TAB, e o TAM interescapular foram cuidadosamente dissecados e 

tiveram suas massas aferidas. As amostras foram rapidamente congeladas e 

armazenadas a -80 ºC ou foram fixadas (formaldeído a 4% w/v, tampão fosfato 0,1M, 

pH7,2) para microscopia de luz e seguiram o protocolo que já descrevemos para o 

fígado. 

A gordura inguinal (localizada entre a parte inferior da caixa torácica e o meio 

do membro posterior) foi considerada gordura subcutânea. A gordura retroperitoneal 

(conectada à parede abdominal posterior perto dos rins e a porção abdominal dos 

ureteres), e a gordura epididimária (localizada na parte inferior do abdome e ligado ao 

epidídimo) foram consideradas gordura intra-abdominal. O TAM foi dissecado, como 

informamos, na região interescapular. 

 

 

3.5.2 Índice de adiposidade 

 

 

A razão entre a soma da massa dos coxins gordurosos e a massa corporal foi 

definida como índice de adiposidade. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Ingestão alimentar e energética 

 

 

Não foi observada diferença na ingestão alimentar entre os grupos em nenhum 

momento do protocolo experimental. Consequentemente, a ingestão energética não 

mostrou diferença entre os grupos (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 - Dados gerais dos grupos experimentais no período pré e pós-tratamento 
(continua) 

 

Dados 
Pré-tratamento 

C F 

MC inicial (g) 25.8±1.34 25.7±1.32 

MC final (g) 29.7±1.12 29.6±1.30 

Glicemia em jejum (mmol/L) 6.4±0.26 8.6±0.39† 

TOTG (asc, mmol/L/min) 710.8±11.41 1012.0±47.68† 

   

 
Pós-tratamento 

C CM F FM 

MC final (g) 31.9±0.44 31.3±1.34 31.4±0.88 31.1±1.77 

Ganho de MC (g) 6.43±0.67 5.78±0.76 6.28±0.48 5.95±0.78 

Ingestão alimentar 

(g/dia/animal) 
2.8±0.33 2.9±0.66 2.6±0.28 2.8±0.37 

Consumo de energia 

(kJ/day) 

45.04±5.2

5 

45.52±10,

50 
42.34±7.64 43.61±5.89 

Gasto de energia (kJ/day) 
12.62±0.2

4 

12.90±0.0

5 

11.02±0.28

‡ 
11.56±0.58§ 

RTR 
0.995±0.0

38 

1.053±0.0

39 

1.015±0.01

5 
1.07±0.032 

Fígado/tíbia (g/cm)  0.5±0.01 0.5±0.01 0.6±0.02† 0.6±0.01§‡ 
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Tabela 2 - Dados gerais dos grupos experimentais no período pré e pós-tratamento 
(conclusão) 

 

 
Legenda:  Os dados são expressos como média e DP (n = 10 cada grupo). P<0,05, † quando 

comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (Teste t período pré-tratamento e ANOVA 
de dois fatores e post hoc test of Holm–Sidak no período pós tratamento). Grupos: dieta 
controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: área sob a curva, asc; massa 
corporal, MC; teste oral de tolerância a glicose, TOTG; relação de troca respiratória, RTR; 
tecido adiposo, TA. 

Fonte:        A autora, 2019. 

  

TA epididimário (g) 
0.233±0.00

6 

0.235±0.0

06 
0.234±0.004 0.231±0.008 

TA inguinal (g) 
0.194±0.01

3 

0.193±0.0

07 
0.191±0.013 0.195±0.015 

Índice de adiposidade (%) 
1.716±0.03

9 

1.764±0.0

93 
1.760±0.092 1.741±0.076 

Glicemia em jejum (mmol/L) 7.5±0.79 7.3±0.61 9.5±0.13† 8.2±0.20§‡ 

Insulina (pmol/L) 89.2±9.25 89.6±4.86 187.9±9.41† 95.2±4.54§ 

HOMA-IR 4.37±0.65 4.25±0.29 11.59±0.51† 5.02±0.19§‡ 

QUICKi 
0.195±0.00

3 

0.194±0.0

01 

0.179±0.001

† 

0.192±0.001

§‡ 

Colesterol (plasma, mmol/L) 2.9±0.09 2.8±0.12† 3.5±0.07† 3.1±0.16§‡ 

Triglicéride (plasma, 

mmol/L) 
4.65±0.11 4.59±0.20 5.05±0.31† 4.50±0.05§ 

Triglicéride (fígado, mmol/g) 0.72±0.10 0.75±0.12 1.91±0.13† 1.36±0.07§‡ 
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4.2 Massa corporal e ganho de massa corporal 

 

 

Os grupos C e F iniciaram o tratamento sem diferença em sua massa corporal 

(P=0,345). Depois do tratamento a massa corporal permanece sem diferença 

significativa entre os grupos (P=0,625). Dessa forma, o ganho de massa corporal não 

mostrou diferenças significativas entre os grupos no período analisado (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Evolução da massa corporal dos quatro grupos estudados ao longo do 

período experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. (n = 10 por grupo). 
Fonte:      A autora, 2019. 
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4.3 Gasto energético e adiposidade 

 

 

O gasto energético foi menor no grupo F comparado ao grupo C (-13%, 

P<0,0001), e o grupo FM comparado ao grupo CM (-10%, P<0,0001). No entanto, não 

foram observadas diferenças significativas na razão de troca respiratória, no depósito 

de tecido adiposo epididimário, no depósito de tecido adiposo inguinal e no índice de 

adiposidade (conforme Tabela 2, f. 42-43). 

 

 

4.4 Perfil glicídico 

 

 

No período de pré-tratamento, o grupo F se mostrou hiperglicêmico (+33% 

quando comparado com o grupo C; P=0,002), e apresentou uma maior área sob a 

curva no TOTG (+42% em comparação com o grupo C; P=0,0003, conforme Tabela 

2, f. 43-44). No período pós-tratamento, o grupo F manteve-se hiperglicêmico (+27% 

do que o grupo C; P=0,005, conforme Tabela 2, f. 42-43), com maior área sob a curva 

do TOTG (+32% em comparação com o C grupo; P<0,0001, conforme Figura 4). A 

metformina diminuiu a glicemia e a área sob a curva do TOTG no grupo FM (-12% do 

que o grupo F, P<0,0001, conforme Tabela 2, f. 42-43 e Figura 4). No entanto, a 

glicemia foi ainda maior no grupo FM (+13% em comparação com o grupo CM; 

P<0,0001, conforme Figura 4). Dieta e metformina tiveram interação afetando os 

níveis de glicose (ANOVA de dois fatores; P=0,029). 

A frutose aumentou o HOMA-IR e reduziu o QUICKi no grupo F (HOMA-IR 

+165%, P<0,0001; QUICKi -10% comparado ao grupo C, P<0,0001). A metformina 

diminuiu o HOMA-IR e aumentou QUICKi no grupo FM (HOMA-IR, -57%, P<0,0001; 

QUICKi, +10% do que o grupo F, P<0,0001). O HOMA-IR ainda era alto no grupo FM 

(+18% em relação ao grupo CM, P=0,0446).  
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Figura 4 – Perfil glicídico dos grupos experimentais após o período de tratamento 

 

Legenda: Teste oral de tolerância à glicose (A) e área sob a curva (B) no período pós-tratamento. Os 
dados são expressos como média e DP (n= 10 cada grupo). P<0.05, † quando comparado ao 
grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de dois fatores e o teste posthoc de Holm-Šídák). 
Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. 

Fonte:     A autora, 2019. 
 

 

4.5 Análises plasmáticas 

 

 

A frutose elevou os níveis de CT no grupo F (+19% em comparação com o 

grupo C; P<0,0001, conforme Tabela 2, f. 42-43). A metformina reduziu o CT no grupo 

FM (-12% comparado ao grupo F; P<0,0001). O grupo FM teve o nível de CT ainda 

maior que o grupo CM (+12%; P=0,0006, conforme Tabela 2, f.42-43). Dieta e 

Metformina tiveram interação afetando os níveis de CT (ANOVA de dois fatores; 

P=0,022). 

A frutose aumentou a concentração de TP no grupo F (+8% em comparação 

com o grupo C; P=0,001, conforme Tabela 2, f. 42-43). A metformina diminuiu o nível 

de TP no grupo FM (-10% do que o grupo F; P<0,0001, conforme Tabela 2, f.42-43). 

Dieta e Metformina tiveram interação afetando os níveis de TP (ANOVA de dois 

fatores; P=0,038). 

A frutose aumentou a insulina plasmática no grupo F (+47% em comparação 

com o grupo C; P<0,0001). A metformina diminuiu a insulina plasmática no grupo FM 

(-11% em relação ao grupo F; P<0,0001). Dieta e Metformina tiveram interação nos 

níveis de insulina plasmática (ANOVA de dois fatores; P<0,0001).  
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4.6 Resultados no fígado 

 

 

4.6.1 Fígado: esteatose e bioquímica 

 

 

A frutose aumentou a massa hepática no grupo F (+18% em comparação com 

o grupo C, P<0,0001). A metformina reduziu a massa hepática no grupo FM (-10% 

quando comparado ao grupo F, P=0,0002), mas a massa hepática foi ainda maior no 

grupo FM (+8% em comparação ao grupo CM; P=0,0024, conforme Tabela 2, f.42-

43). Dieta e metformina tiveram uma interação afetando a massa do fígado (ANOVA 

de dois fatores; P=0,0006). 

A frutose aumentou triglicérides hepáticos (TH) no grupo F (+165% em 

comparação com o grupo C; P<0,0001). A metformina reduziu o TH no grupo FM (-

29% quando comparado ao grupo F; P<0,0001, conforme Tabela 2, f.42-43), mas 

permaneceu mais alto no grupo FM (+80% quando comparado ao grupo CM; 

P<0,0001). Dieta e Metformina mostraram uma interação afetando TH (ANOVA de 

dois fatores; P<0,0001). 

A frutose piorou a esteatose no grupo F (+532% em comparação com o grupo 

C; P<0,0001, Figura 5). A metformina reduziu a esteatose no grupo FM (-55% quando 

comparado ao grupo F; P<0,0001). No entanto, a esteatose foi ainda maior no grupo 

FM (+187% do que no grupo CM; P<0,0001). Dieta e Metformina mostraram interação, 

mas também afetaram a esteatose hepática independentemente (ANOVA de dois 

fatores; P<0,0001). 
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Figura 5 – Análise da esteatose hepática 

Legenda: Análise da densidade de volume em porcentagem (A) e fotomicrografia do tecido hepatico 
(B) no período pós tratamento (Coloração HE). Os dados são expressos como média e DP 
(n= 10 cada grupo). P<0,05; † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA 
de dois fatores e o teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; 
metformina, M. 

Nota:     Camundongos que receberam dieta F apresentam numerosos hepatócitos com gotículas de 
gordura macro (setas abertas) e micro esteatose (setas fechadas). O tratamento com 
Metformina reduziu as gotículas de gordura no fígado, mesmo com a dieta F. 

Fonte:     A autora, 2019.  
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4.6.2 β-oxidação e lipogênese hepática 

 

 

Frutose diminuiu Pgc1α no grupo F (-39,8% quando comparado ao grupo C; 

P=0,02, Figura 6A). A metformina aumentou o Pgc1α no grupo FM (+37% em 

comparação ao grupo F; P=0,03) e restaurou o Pgc1α no nível do grupo CM (P=0,9595 

comparando o grupo FM com o grupo CM). A dieta e a metformina não interagiram, 

mas afetaram os achados de forma independente (ANOVA de dois fatores; P=0,01). 

A frutose não alterou o Ppar-α no grupo F, embora tenha sido 38% menor em 

comparação ao grupo C (P=0,4, Figura 6 B). A metformina aumentou o Ppar-α no 

grupo FM (+201% quando comparado ao grupo F; P=0,001). Ppar-α foi maior no grupo 

FM do que no grupo CM (+102%; P=0,01). Dieta e Metformina afetaram os achados 

de forma independente e mostraram interação (ANOVA de dois fatores; P=0,002). 

 

Figura 6 – Biogênese mitocondrial no fígado 

Legenda:  Expressão gênica hepática de Pgc1α (A) e Ppar-α (B) dos grupos experimentais no período 
pós-tratamento. O controle endógeno β-actina foi utilizado para normalizar a expressão dos 
genes selecionados. Os dados são expressos como média e DP (n= 10 cada grupo). 
P<0.05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de dois fatores 
e o teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, 
M. Abreviações: Pparα, receptor α ativador de proliferador de peroxissoma; Pgc1α, 
coativador gama 1 do receptor ativado por proliferador de peroxissoma. 

Fonte:       A autora, 2019. 
 

 

A frutose aumentou o Pparγ no grupo F (+164% quando comparado ao grupo 

C; P<0,0001, Figura 7 A). A metformina diminuiu o Pparγ no grupo FM (-21% quando 

comparado com o grupo F, P=0,001). No entanto, Pparγ ainda foi alta no grupo FM 
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(+49% em relação ao grupo CM; P=0,008). A metformina afetou o resultado (ANOVA 

de dois fatores; P=0,0005). 

A frutose melhorou o Srebp-1c no grupo F (+206% em comparação com o 

grupo C, P<0,0001, Figura 7 B). A metformina reduziu o Srebp-1c no grupo FM (-157% 

em relação ao grupo F, P<0,0001). A metformina restaurou o Srebp-1c sem diferença 

para o grupo CM (P=0,90). Dieta e Metformina apresentaram interação nos achados 

(ANOVA de dois fatores; P=0,0003). 

A frutose aumentou a expressão de Fat/Cd36 no grupo F (+150% quando 

comparado ao grupo C; P=0,009). A metformina reduziu a expressão de Fat/Cd36 no 

grupo FM (-52% comparado ao grupo F; P=0,02, Figura 7 C), o grupo FM e o grupo 

CM foram equivalentes (P=0,64). Não houve interação significativa entre dieta e 

tratamento (ANOVA de dois fatores; P=0,07). Dieta e Metformina afetaram 

independentemente a expressão de Fat/Cd36; dieta (P=0,003), Metformina (ANOVA 

de dois fatores; P=0,01). 

A frutose melhorou o Chrebp no grupo F (+162% comparado ao grupo C, 

P<0,0001, Figura 7 D). A metformina diminuiu o Chrebp no grupo FM (-440% em 

relação ao grupo F, P<0,0001), e não houve diferença entre os grupos CM e FM 

(P=0,10). A metformina afetou o resultado (ANOVA de dois fatores; P<0,0001). 

Perilipina-2 (Plin2) foi regulada após a ingestão de frutose no grupo F (+94% 

em relação ao grupo C; P=0,002, Figura 7 E). A metformina reduziu a expressão de 

Plin2 no grupo FM (-48%, comparado ao grupo F, P=0,002). Nenhuma diferença no 

Plin2 foi observada entre os grupos FM e CM (P=0,9). Dieta e Metformina 

apresentaram interação nos resultados (ANOVA de dois fatores; P=0,005). 
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Figura 7 – Lipogênese hepática 

Legenda: Expressão gênica hepática de Pparγ (A), Srebp-1c (B), Fat/Cd36 (C), Chrebp (D) e Plin2 (E) 
dos grupos experimentais no período pós-tratamento. O controle endógeno β-actina foi 
utilizado para normalizar a expressão dos genes selecionados. Os dados são expressos como 
média e DP (n= 10 cada grupo). P<0,05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo 
CM (ANOVA de dois fatores e o teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; 
dieta frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: receptor do ativador proliferador de 
peroxissoma gama, PPARγ; proteína de ligação ao elemento regulador de esterol, SREBP-
1c; proteína de ligação ao elemento responsivo a carboidratos, ChREBP; translocase de ácido 
graxo/cluster de diferenciação 36, FAT/CD36; perilipina-2, Plin2. Grupos: C, dieta controle; F 
dieta frutose; M, metformina. 

Fonte:     A autora, 2019.  
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4.6.3 Defesas antioxidantes hepáticas e peroxidação lipídica 

 

 

Frutose diminuiu a expressão de Sod2 (-35%) e sua atividade enzimática no 

grupo F (-53%) em comparação com o C grupo (P=0,0159, Figuras 8 A e 9 A). A 

metformina aumentou a expressão de Sod2 (+47%) e sua atividade enzimática no 

grupo FM (+76%) em comparação com o grupo F (P=0,0349). A expressão de Sod2 

e sua atividade enzimática não foram diferentes entre os grupos FM e CM (P=0,31). 

Dieta e Metformina apresentaram interação nos resultados (ANOVA de dois fatores; 

P=0,002). 

A frutose reduziu apenas a expressão de catalase (Cat) no grupo F (-52%) em 

comparação com o grupo C (P=0,003). A metformina aumentou a expressão de Cat 

(+134%) e sua atividade enzimática no grupo FM (+59%) em comparação com o grupo 

F (P=0,02). A expressão enzimática do Cat também foi aumentada no grupo CM 

(+151% comparado ao grupo C; P=0,001). A expressão de Cat e sua atividade 

enzimática não foram diferentes nos grupos FM e CM (P=0,5060) (Figuras 8B e 9B). 

A frutose reduziu a expressão de Gpx e a sua atividade enzimática no grupo F 

(-54%) em comparação com o grupo C (P=0,0009, Figuras 7C e 8C). A metformina 

aumentou a expressão de Gpx (+146%) e sua atividade enzimática no grupo FM 

(+106%) comparado ao grupo F (P<0,0001). Os grupos FM e CM não apresentaram 

diferenças na Gpx Dieta e Metformina interagiram com os resultados (ANOVA de dois 

fatores, P<0,0001) (Figuras 8C e 9C). 

A frutose diminuiu a expressão de Gr no grupo F (-60% em comparação com o 

grupo C; P=0,03). A metformina teve aumento da expressão de Gr no grupo FM 

(+187% quando comparado ao grupo F, P=0,03, Figura 8 D). A expressão de Gr não 

foi diferente entre os grupos FM e CM (P=0,68). A metformina afetou o resultado 

(ANOVA de dois fatores; P=0,002). 

Em relação à peroxidação lipídica no fígado, a frutose aumentou os níveis de 

MDA no grupo F (+21% em relação ao grupo C; P<0,0001, Figura 9D). A metformina 

alterou as concentrações de MDA no grupo FM (-7% quando comparado ao grupo F, 

P=0,03; +11% em relação ao grupo CM, P=0,007). 
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Figura 8 – Expressão gênica de enzimas antioxidantes no fígado 

Legenda: Expressão gênica hepática de SOD2 (A), Catalase (B), GPx (C) e GR (D) dos grupos 
experimentais no período pós-tratamento. O controle endógeno β-actina foi utilizado para 
normalizar a expressão dos genes selecionados. Os dados são expressos como média e 
DP (n= 10 cada grupo). P<0,05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM 
(ANOVA de dois fatores e o teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos dieta controle, C; dieta 
frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: superóxido dismutase 2, SOD2; glutationa 
peroxidase, GPx; glutationa redutase, GR. 

Fonte:       A autora, 2019. 
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Figura 9 – Atividade das enzimas antioxidantes e peroxidação lipídica no fígado 

Legenda: Atividade enzimática hepática da SOD (A), Catalase (B), GPx (C) e MDA (D) dos grupos 
experimentais no período pós-tratamento. Os dados são expressos como média e DP (n= 
10 cada grupo). P<0.05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA 
de dois fatores e o teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos dieta controle, C; dieta frutose, F; 
metformina, M. Abreviaturas: superóxido dismutase 2, SOD2; glutationa peroxidase, GPX; 
malondealdeído, MDA. 

Fonte:       A autora, 2019. 
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4.6.4 Ativação da AMPK no fígado 

 

 

A frutose diminuiu a fosforilação de AMPK no grupo F (-36% em comparação 

com o grupo C; P=0,0044, Figura 10). A metformina elevou a fosforilação da AMPK 

no grupo FM (+56% em comparação com o grupo F, P=0,004). No entanto, a 

fosforilação da AMPK não foi completamente restaurada no grupo FM (-22% do que 

no grupo CM; P=0,02). A metformina teve uma ação que aumentou a fosforilação da 

AMPK no grupo CM (+28% quando comparado com o grupo C, P=0,0217). Assim, a 

metformina afetou o resultado (ANOVA de dois fatores; P<0,001). 

 

 

Figura 10 – Expressão proteica de AMPK no fígado 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Expressão proteica no tecido hepático de AMPK dos grupos experimentais no período pós-
tratamento. O controle endógeno β-actina foi utilizado para normalizar a expressão dos genes 
selecionados. Os dados são expressos como média e DP (n= 10 cada grupo). P<0.05, † 
quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de dois fatores e o teste 
posthoc de Holm-Šídák). Grupos dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. 
Abreviaturas: proteína quinase ativada por AMP, AMPK. 

Fonte:     A autora, 2019. 
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4.7 Resultados no tecido adiposo 

 

 

4.7.1 Tecido adiposo inguinal (subcutâneo) 

 

 

Os adipócitos brancos são grandes estruturas contendo uma única gota lipídica 

de forma a preencher quase toda a célula (célula unilocular) no depósito inguinal dos 

grupos C, CM e F. Entretanto, nos animais com FM, observaram-se aglomerados de 

adipócitos parecidos com o tecido adiposo marrom apresentando gotículas lipídicas 

menores e múltiplas no citoplasma (Figura 11). 

 

Figura 11 – Estrutura do tecido adiposo subcutâneo 

Legenda: Tecido adiposo branco subcutâneo no período pós tratamento (Coloração HE; mesma 
ampliação para todas as fotomicrografias). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; 
metformina, M. 

Nota:        A aparência global unilocular dos adipócitos brancos estava presente nos grupos C e CM. 
No grupo FM, alguns adipócitos desenvolveram uma apresentação de "gordura marrom" 
com adipócitos multiloculares (setas). 

Fonte:       A autora, 2019.  
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4.7.2 Tecido adiposo marrom 

 

 

Houve maior massa de TAM no grupo CM do que no grupo C (+36%), e no 

grupo FM quando comparado ao grupo F (+21%) (Figura 12A). 

Os adipócitos marrons são células multiloculares presentes nos grupos C e CM, 

mas uma gordura infiltrada, e gotículas lipídicas mais significativas nos adipócitos 

foram observadas no grupo F, correspondendo ao fenótipo "adipócito branco". No 

entanto, a estrutura multilocular dos adipócitos marrons foi restaurada no grupo FM 

(Figura 12B). 

 

Figura 12 – Análise do tecido adiposo marrom 
 

 

Legenda: Massa de tecido adiposo marrom (A) e fotomicrografia de adipócitos marrons (B) no período 
pós tratamento (Coloração HE). Os dados são expressos como média ± DP (n= 10 cada 
grupo, ANOVA de um fator e pós-teste de Holm-Šídák). Grupos dieta controle, C; dieta 
frutose, F; metformina, M. 

Nota:       A aparência multilocular global dos adipócitos marrons estava presente nos grupos C e CM. 
No grupo F, os adipócitos apresentaram gotículas lipídicas mais significativas, um fenótipo se 
aproximando dos "adipócitos brancos" (setas). O grupo FM apresentou adipócitos marrons 
como os grupos C e CM. 

Fonte:      A autora, 2019. 
  



58 
 

4.7.2.1 Diferenciação do TAM 

 

 

A expressão de β1ar diminuiu no grupo F quando comparado ao grupo C (-

72%) e aumentou no grupo FM quando comparado ao grupo CM (+118%) e ao grupo 

F (+ 869%) (Figura 13A). Além disso, Bmp7 aumentou no grupo FM em comparação 

com o grupo CM (+140%) e o grupo F (+2065%) (Figura 13B). Vegf diminuiu no grupo 

F quando comparado ao grupo C (-79%) mas aumentou no grupo FM em comparação 

ao grupo CM (+ 523%) e ao grupo F (+1100%) (Figura 13C). Prdm16 foi menor no 

grupo F comparado ao grupo C (-49%), mas maior no grupo FM comparado ao grupo 

F (+167%) (Figura13D). A expressão de Pcna diminuiu no grupo F em comparação 

ao grupo C (-68%), mas aumentou no grupo FM quando comparado ao grupo CM 

(+56%) e ao grupo F (+523%) (Figura 13E). 

 

Figura 13 – Marcadores de proliferação e diferenciação celular no tecido adiposo 

marrom 

Legenda: Marcadores de proliferação e diferenciação do tecido adiposo marrom dos grupos 
experimentais no período pós-tratamento: β1-ar (A), Bmp7 (B), Vegf (C), Prdm16 (D), Pcna 
(E). Os dados são expressos como média e DP (n= 5-6 cada grupo). P<0.05, † quando 
comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de um fator e teste posthoc de 
Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: 
receptor adrenérgico, AR; proteína óssea morfogênica, Bmp; fator de crescimento endotelial 
vascular, Vegf; PR contendo domínio 16, Prdm16; antígeno nuclear celular em proliferação, 
Pcna. 

Fonte:       A autora, 2019. 
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4.7.2.2 Marcadores termogênicos no TAM 

 

 

O nível de proteína pAMPK diminuiu no grupo F quando comparado ao grupo 

C (-38%) e no grupo FM quando comparado ao grupo CM (-34%). No entanto, pAMPK 

foi maior no grupo CM do que no grupo C (+60%) e no grupo FM comparado ao grupo 

F (+69%) (Figura 14 A). 

As expressões gênicas de Pgc1α e Ucp-1 aumentaram no grupo CM quando 

comparado ao grupo C (+517% para ambos). Pgc1α também foi maior no grupo FM 

do que no grupo F (+158%), enquanto a expressão da Ucp-1 foi menor no grupo FM 

em comparação ao grupo CM (-76%). O nível de proteína UCP-1 aumentou no grupo 

CM do que no grupo C (+47%), e no grupo FM do que no grupo F (+43%) (Figura 14 

B-D).  
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Figura 14 – Expressão proteica e gênica de marcadores termogênicos no tecido 

adiposo marrom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Marcadores termogênicos no tecido adiposo marrom dos grupos experimentais no período 
pós-tratamento. Expressão proteica de pAMPK/tAMPK (A), expressão proteica de UCP-1 (B), 
UCP-1(C), PGC1α (D), bandas de Western blotting (E). Os dados são expressos como média 
e DP (n= 5-6 cada grupo). P<0.05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM 
(ANOVA de um fator e teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos dieta controle, C; dieta frutose, 
F; metformina, M. Abreviaturas: proteína quinase ativada por AMP, AMPK; proteína 
desacopladora tipo 1, UCP-1; coativador do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 
gama 1 α, PGC1α. 

Fonte:     A autora, 2019. 
 

A expressão do gene β3ar foi maior no grupo FM em comparação ao grupo CM 

(+144%) e ao grupo F (+734%).  

Bmp8 (+90%), Sirt1 (+117%) e Fgf21 (+200%) foram aumentados no grupo CM 

em comparação ao grupo C, e o grupo FM em relação ao grupo F (+620%; +1226%; 

+107%, respectivamente). Sirt1 também foi maior no grupo FM do que no grupo CM 

(+205%) (Figuras 15A-D) 
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Figura 15 – Expressão gênica de marcadores termogênicos no tecido adiposo marrom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Legenda: Marcadores adrenérgicos dependentes e marcadores independentes no tecido adiposo 
marrom dos grupos experimentais no período pós-tratamento. β3-ar (A), Bmp8 (B), Sirt1(C), 
Fgf21(D). Os dados são expressos como média e DP (n= 5-6 cada grupo). P<0.05, † quando 
comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de um fator e teste posthoc de 
Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: 
receptor adrenérgico, AR; proteína óssea morfogência, Bmp; sirtrulina 1, Sirt1; fator de 
crescimento de fibroblasto 21, Fgf21. 

Fonte:       A autora, 2019. 

 

 

4.7.2.3 Biogênese mitocondrial no TAM 

 

 

A expressão do gene Nrf1 aumentou no grupo CM em comparação ao grupo C 

(+212%), o grupo F em comparação ao grupo C (+482%) e o grupo FM em relação ao 

grupo CM (+92%).  
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O Tfam foi maior no grupo CM em relação ao grupo C (+136%) e no grupo FM 

comparado ao grupo F (+830%), mas menor no grupo F que no grupo C (-80%), e o 

grupo FM comparado ao grupo CM (-20%).  

Cpt1 foi elevado no grupo CM quando comparado ao grupo C (+254%) e maior 

no grupo F do que no grupo C (+145%) (Figuras 16 A-C). 

 

Figura 16 – Biogênese mitocondrial no tecido adiposo marrom 
 

 

 

 

  

 

 

 

  

Legenda:  Marcadores da biogênese mitocondrial no tecido adiposo marrom nos grupos experimentais 
no período pós-tratamento. Nrf1 (A), Tfam (B), Cpt1β (C). Os dados são expressos como 
média e DP (n= 5-6 cada grupo). P<0,05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ 
grupo CM (ANOVA de um fator e teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; 
dieta frutose, F; metformina, M. Abreviaturas: fator respiratório nuclear 1, Nrf1; fator de 
transcrição mitocondrial a, Tfam; carnitina palmitoiltransferase -1, Cpt1β. 

Fonte:       A autora, 2019. 

 

 

4.7.2.4 Marcadores de utilização de substrato no TAM 

 

 

A expressão do gene Plin1 (Perilipin) foi diminuída no grupo F em comparação 

ao grupo C (-68%) e no grupo FM comparado ao grupo CM (-63%). 

Atgl (+172%) e Hsl (+518%) foram maiores no grupo F que no grupo C, e no 

grupo FM comparado ao grupo CM (+72% e +294%, respectivamente), mas menor no 

grupo FM do que no grupo F (-36% e -48%, respectivamente) (Figuras 17A-C). O nível 

de proteína pHSL aumentou no grupo CM em comparação ao grupo C (+47%) e no 

grupo F comparado ao grupo C (+81%) (Figura 17D). 

Além disso, Lpl aumentou no grupo F em relação ao grupo C (+200%) e no 

grupo FM quando comparado ao grupo CM (+118%). 
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Cd36 foi maior no grupo CM em relação ao grupo C (+80%) e no grupo F em 

relação ao grupo C (+64%), mas menor no grupo FM do que no grupo CM (-23%). 

Ap2 foi maior no grupo F quando comparado ao grupo C (+117%) e no grupo 

FM do que no grupo CM (+107%), mas menor no grupo FM do que no grupo F (-35%) 

(Figuras 18A-C). 

 

 

Figura 17 - Expressões gênica e proteica de marcadores de absorção de lipídios no 

tecido adiposo marrom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Legenda:  Marcadores de captação de lipídios no tecido adiposo marrom dos grupos experimentais no 

período pós-tratamento. Plin1 (A), Atgl (B), Hsl (C), expressão proteica de pHSL/tHSL (D), 
bandas de Western blotting (E). Os dados são expressos como média e DP (n= 5-6 cada 
grupo). P<0,05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de um 
fator e teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; metformina, 
M. Abreviaturas: perilipina1, Plin; lipase de triacilglicerol do adipócito, Atgl; lipase sensível 
ao hormônio, Hsl. 

Fonte:       A autora, 2019.  
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Figura 18 – Expressão gênica de marcadores de lipólise no tecido adiposo marrom 
 

 

 

 

  

 

  

 

Legenda: Marcadores de lipólise do tecido adiposo marrom dos grupos experimentais no período pós-
tratamento. Lpl (A), Cd36 (B), Ap2 (C). Os dados são expressos como média e DP (n= 5-6 
cada grupo). P<0,05, † quando comparado ao grupo C; § grupo F; ‡ grupo CM (ANOVA de 
um fator e teste posthoc de Holm-Šídák). Grupos: dieta controle, C; dieta frutose, F; 
metformina, M. Abreviaturas: lipoproteína lipase, Lpl; cluster de diferenciação 36, Cd36; 
proteína adipócito 2, Ap2. 

Fonte:     A autora, 2019. 

  



65 
 

Em suma, os resultados encontrados no tecido hepático (Figura 19): 

 
Figura 19 – Síntese dos achados no tecido hepático 

Legenda: proteína de ligação ao elemento regulador de esterol-1c, SREBP-1c; proteína de ligação ao 
elemento de resposta a carboidratos, CHREBP; receptor ativador de proliferador de 
peroxissoma gama, PPARγ; translocase de ácido graxo, FAT/CD36; coactivador gama-
receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1-α, PGC1α; superóxido dismutase, SOD; 
catalase, CAT; glutationa peroxidase, GPx; glutationa redutase, GR; triglicérides, TG; proteína 
de gota lipídica Perilipin 2, Plin2. 

Nota:     A dieta rica em frutose estimula SREBP-1c e ChREBP, aumentando a lipogênese de novo. 
Além disso, o PPARγ e seu transcrito FAT/CD36 são ativados, aumentando o influxo de 
ácidos graxos do tecido adipose para dentro do hepatócito. As defesas antioxidantes são 
reduzidas, assim como PGC1α, prejudicando a biogênese mitocondrial. Esses fatores 
resultam em acúmulo de triglicérides no hepatócito (justificado pelo Plin2 elevado), 
caracterizando esteatose hepática. O tratamento com metformina reverte todos esses 
processos. Ocorre uma diminuição na lipogênese de novo; PPARγ reduzido e sua transcrição 
FAT/CD36; aumento na expressão de PGC1α e PPARα, que promovem biogênese 
mitocondrial com consequente aumento da β-oxidação. A metformina também acentua as 
enzimas antioxidantes, fatores que podem impedir a progressão da doença hepática. A 
metformina diminui consequentemente o acúmulo de triglicérides no fígado. 

Fonte:    A autora, 2019. 
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Em suma, os resultados encontrados no tecido adiposo marrom (Figura 20): 

 
Figura 20 – Síntese dos achados no tecido adiposo marrom 

 

Legenda: proteína de ligação ao elemento regulador de esterol-1c, SREBP-1c; proteína de ligação ao 
elemento de resposta a carboidratos, ChREBP; receptor ativador de proliferador de 
peroxissoma gama, PPARγ; translocase de ácido graxo, FAT/CD36; coativador gama-
receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1-α, PGC1α; triglicérides, TG; proteína de 
gota lipídica Perilipin 2, Plin2. 

Nota:       A noradrenalina liga-se aos receptores β-adrenérgicos. Estimula a expressão de PGC1α que, 
por sua vez, atua de várias maneiras: aumenta a UCP-1 (produção de calor), a AMPK estimula 
o PGC1α, que estimula o NRF1 e o TFAM (biogênese mitocondrial) e estimula a UCP-1. 
Outros mediadores envolvidos na termogênese do TAM incluem a SIRT1 (aumenta a 
sinalização β-adrenérgica e aumenta a expressão gênica da UCP-1 e BMP8, que estimula a 
AMPK e a HSL), estimulando a termogênese. Além disso, BMP7 (aumenta UCP-1) e PRDM16 
(ativa PGC1α) são indutores potentes da diferenciação dos adipócitos marrons. TAM tem três 
opções de substrato: a) glicose: GLUT4 e TC10 levam glicose ao ciclo mitocondrial de Krebs; 
b) a fosforilação da AKT facilita o GLUT4; c) ácidos graxos livres (AGL): a LPL libera AGL 
para a célula através do CD36, onde a AP2 a transporta para a mitocôndria através da CPT1, 
d) o TG armazenado na gotícula de gordura é mantido pelo PLIN; ATGL e HSL liberam CPT1 
para a produção de calor nas mitocôndrias. 

Fonte:     A autora, 2019.  
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5 DISCUSSÂO 

 

 

O estudo identificou três eventos maiores no fígado relacionados ao consumo 

crônico de frutose pelos animais: 

a) lesão hepática (DHGNA, com esteatose, aumento da lipogênese e 

peroxidação lipídica, e redução da beta-oxidação); 

b) metabolismo de carboidratos prejudicado (resistência à insulina, 

triglicérides aumentados); 

c) aumento do estresse oxidativo (comprometimento de enzimas 

hepáticas). 

A metformina melhorou a resistência à insulina, apesar de uma ingestão 

continuamente elevada de frutose. A metformina diminuiu a lipogênese, a esteatose 

hepática e a peroxidação lipídica, tornou a beta-oxidação mais eficiente e aumentou 

as defesas antioxidantes. 

Há relato da ação da metformina aumentando a FOXO3, fatores de transcrição 

envolvidos na proteção contra o estresse oxidativo, regulando positivamente os 

antioxidantes, como a catalase e a SOD, com isso potencialmente melhorando à 

longevidade em humanos (Willcox et al. 2008). Também há relato da associação entre 

o uso de metformina e um efeito benéfico na prevenção e tratamento do câncer 

(Morales e Morris 2015). Além disso, a metformina atenua o estresse oxidativo 

hepático em ratos alimentados com frutose (Bagul et al. 2012), o que pode estar 

associado ao aumento da atividade da catalase (Dai et al. 2014) e melhora da 

atividade mitocondrial (Repiscak et al. 2014). Em nível molecular, além da metformina 

aumentar a atividade da AMPK e dar mais proteção antioxidante, diminui o acúmulo 

de dano oxidativo e inflamação crônica (Martin-Montalvo et al. 2013). 

O mecanismo de ação metformina ainda não é totalmente esclarecido, apesar 

de ser a droga antidiabética oral mais usada em todo o mundo. Uma causa possível 

para as discussões sobre o mecanismo de ação metformina deve-se ao uso pelos 

estudos de variadas concentrações farmacológicas de metformina, às vezes muito 

superiores às doses terapêuticas (He e Wondisford 2015). Com isso em perspectiva, 

nossa preocupação de não usar uma dose muito elevada de metformina nos fez 

analisar várias prescrições encontradas na literatura para roedores, cuja média foi de 

250 mg/kg/dia (ainda menor do que usamos anteriormente) (Souza-Mello et al. 2010). 
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O equilíbrio entre a resistência à insulina / sensibilidade à insulina é crucial na 

DHGNA. No modelo de dieta rica em frutose que usamos, a metformina melhorou a 

sensibilidade à insulina, o que concorda com estudos anteriores (Anurag e Anuradha 

2002, Cleasby et al. 2004), possivelmente porque a metformina regula positivamente 

a expressão do receptor beta de insulina (IR) e a transdução de sinalização 

IRS2/fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase/proteína quinase B (PI3K/Akt), 

aumentando o armazenamento de glicogênio hepático e melhorando a resistência à 

insulina (Xu et al. 2016). 

Além dos efeitos diretos sobre a sinalização insulínica no fígado, aumentando 

a fosforilação de FOXO3 (Takayama et al. 2014), a metformina protege o fígado desde 

o início da DHGNA induzida pela frutose, alterando a permeabilidade intestinal e, 

subsequentemente, a ativação independente de endotoxina das células de Kupffer 

(Spruss et al. 2012). 

O PGC1α é um fator de transcrição que aumenta o número e a função das 

mitocôndrias em fígados com esteatose (Aharoni-Simon et al. 2011), um conhecido 

regulador essencial do metabolismo lipídico mitocondrial e lipídico hepático. PPARα é 

um fator de transcrição e principal regulador do metabolismo lipídico no fígado 

(Aatsinki et al. 2014). O PPARα está associado a beta-oxidação que é ativada em 

condições de privação de energia, uma resposta adaptativa chave ao jejum 

prolongado (Kersten et al. 1999). Recentemente, uma ativação dupla de PPARγ e 

PPARα foi visto com efeito na melhoria na DHGNA pela modulação de algumas 

expressões gênicas de tecido hepático e tecido adiposo (Abd El-Haleim et al. 2016). 

Nossas descobertas estão de acordo com esses relatos. Aqui mostramos como as 

expressões gênicas de fatores de transcrição relacionados à biogênese mitocondrial 

e a regulação lipídica se comportam nos animais alimentados com frutose e nos 

animais tratados com metformina. Podemos ver claramente que a dieta rica em frutose 

foi responsável por diminuir a expressão de PGC1α e que a metformina foi 

responsável por melhorar ambos os fatores, mesmo em animais que continuaram a 

receber a dieta com frutose. 

PPARγ ativa a lipogênese no fígado (Barbosa-da-Silva et al. 2015), enquanto 

SREBP-1c regula os genes necessários para o metabolismo da glicose e síntese de 

ácidos graxos, e há uma associação entre estresse oxidativo e DHGNA via SREBP-

1c (Aragno et al. 2009). Neste estudo, um aumento na fosforilação da AMPK 

promovida pela metformina suprimiu a expressão de SREBP-1c, justificando a ação 
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da metformina na regulação do metabolismo de lipídios e glicose (Zhang et al. 2012). 

Podemos ver que todos os marcadores estão significativamente aumentados nos 

animais com dieta frutose, e a metformina reduziu os marcadores, às vezes para os 

mesmos níveis do grupo controle. 

A translocase de ácido graxo (FAT/CD36) pertence à família de receptores de 

classe B, que é usada pelos hepatócitos para absorver AGL via proteínas 

transportadoras e a translocação de FAT/CD36 para a membrana plasmática dos 

hepatócitos contribui para o acúmulo de gordura hepática em pacientes com DHGNA 

(Miquilena-Colina et al. 2011). A regulação hepática de FAT/CD36 está 

significativamente associada a resistência à insulina, à hiperinsulinemia e ao aumento 

da esteatose em pacientes com EHNA e vírus da hepatite C (He et al. 2011). O 

ChREBP é outro importante fator de transcrição na resposta hepática ao excesso de 

carboidratos na dieta, pode prevenir a hipertrigliceridemia induzida pela frutose, mas 

sem grandes melhorias na esteatose hepática e na eficiência de insulina hepática 

(Erion et al. 2013). Perilipina-2 (PLIN2) é uma proteína rica em gotículas lipídicas no 

fígado, o padrão de expressão de PLIN2 nos fígados DHGNA varia com o tamanho 

das gotículas lipídicas e está intimamente associado ao dano oxidativo (Fujii et al. 

2009). 

Determinamos a expressão gênica e a atividade das enzimas relacionadas ao 

estresse oxidativo no fígado. Os resultados são homogêneos, indicando que a maioria 

das enzimas está reduzida no fígado dos animais com frutose, mas se recuperam com 

a metformina, mesmo quando os animais continuam sendo alimentados com dieta rica 

em frutose. Nesse contexto, a SOD é uma importante enzima antioxidante, pois a 

frutose leva à geração de ânion superóxido no complexo I das mitocôndrias pela 

ativação da NADPH oxidase (Aronis et al. 2005). É bem conhecido que SOD é a 

primeira linha de defesa contra a produção de EROs, uma vez que desmuta o ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio molecular. Portanto, o aumento dos 

níveis de SOD pode resultar em uma redução na carga oxidativa causada por alta 

ingestão de frutose. Nossos achados concordam com a literatura pois há redução da 

atividade da SOD no fígado dos animais alimentados com frutose (Botezelli et al. 

2012). A catalase (no peroxissoma dos hepatócitos) é também uma importante enzima 

antioxidante. Os animais alimentados com frutose tiveram menor expressão gênica 

de catalase. Um estudo anterior demonstrou que a atividade da catalase varia 

dependendo do substrato em que é encontrada (Kirkman e Gaetani 2007). Além disso, 
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analisamos o GPx e o GR, ambos muito diminuídos no fígado dos animais alimentados 

com dieta rica em frutose, mas restaurados pela metformina. O principal papel 

biológico da GPx é proteger o organismo contra danos oxidativo. A GR catalisa a 

redução do dissulfeto de glutationa na forma de sulfidrila glutationa, que é uma 

molécula crítica na resistência ao estresse oxidativo e na manutenção do perfeito 

ambiente celular (Deponte 2013). 

A dieta rica em frutose usada no estudo induziu aumento nos níveis de MDA 

hepático, denotando peroxidação lipídica. A oxidação lipídica nas membranas 

citoplasmáticas interfere na sua permeabilidade seletiva, liberando EROs. O 

desequilíbrio crônico na produção de EROs pode prejudicar a capacidade do sistema 

antioxidante de reduzir os níveis desses radicais livres, reduzindo sua função protetora 

(Girard et al. 2006). A metformina melhorou a função do sistema antioxidante, pois 

atenuou a peroxidação lipídica no fígado. 

Estudamos também o TAM e demonstramos que a metformina tem uma ação 

que promove a proliferação e diferenciação de adipócitos marrons, seguida do 

aumento da massa de TAM. A metformina também melhorou os marcadores 

termogênicos no TAM, bem como os marcadores de mediadores da biogênese 

mitocondrial e de utilização de ácidos graxos (a metformina reduz Atgl e Hsl, que são 

enzimas conhecidas por hidrolisar triacilglicerol, mobilizando as gorduras 

armazenadas). 

A literatura relata que o alto consumo de frutose induz resistência à insulina, 

aumento de lipídios plasmáticos e esteatose hepática (Anurag e Anuradha 2002, 

Cleasby et al. 2004, Katz et al. 2000). É importante ressaltar que os efeitos 

metabólicos da ingestão crônica de frutose no presente estudo aconteceram sem que 

houvesse ganho relevante na massa corporal dos animais, porque a dieta rica em 

frutose foi calculada para ser isoenergética com a dieta controle, e a ingestão de 

alimentos não foi diferente entre os grupos. Consequentemente, os efeitos da 

metformina que observamos podem ser considerados independentes das alterações 

na massa corporal. 

Só recentemente o TAM passou a ser considerado um alvo da metformina 

(Breining et al. 2018). Outros estudos indicaram que o efeito hipolipemiante da 

metformina é devido ao aumento da depuração de triglicérides por VLDL no TAM, 

acompanhado por aumento da maquinaria lipolítica e conteúdo mitocondrial no 

adipócito marrom (Geerling et al. 2014). Ao que saibamos, nosso estudo é o primeiro 
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a tentar associar o TAM como alvo de metformina em um modelo de dieta rica em 

frutose. Vimos que metformina aumenta PGC1α e UCP-1, o que concorda com relatos 

anteriores, onde metformina melhorou os marcadores relacionados ao TAM, no TAB 

subcutâneo de camundongos alimentados com uma dieta hiperlipídica (Kim et al., 

2016), e também aumentou UCP-1 no TAM de ratos (Tokubuchi et al. 2017) e em 

adipócitos 3T3-L1 (Kim et al. 2016). 

A metformina é reconhecida como um potente indutor da AMPK (Zhou et al. 

2001) e vias intracelulares que vão além da ativação da AMPK (Fujita e Inagaki 2017). 

Aqui vimos que a metformina aumentou a atividade de AMPK no TAM dos 

camundongos, possivelmente aumentando o transporte de ácidos graxos para as 

mitocôndrias e a oxidação de ácidos graxos (Geerling et al. 2014). Em cultura de 

adipócitos 3T3-L1 a metformina reduziu o estresse do retículo endoplasmático de 

maneira dependente da AMPK (Li et al. 2016) e, usando o composto C (um inibidor 

da AMPK), houve redução da IL-6 e TNFα que estão normalmente aumentados com 

o uso de metformina (Jing et al. 2018). A ativação da AMPK no TAM também melhorou 

a formação de adipócitos marrons in vitro (Wang et al. 2017). Portanto, embora o 

estudo atual tenha uma limitação porque o efeito da metformina dependente de AMPK 

não foi medido diretamente com o uso de um inibidor de AMPK, é razoável supor que 

a ação da metformina no TAM usa o AMPK. 

Observamos que houve aumento dos marcadores de proliferação e 

diferenciação celular, associado ao aumento da massa de TAM. A proliferação de 

adipócitos marrons é mediada por β1-AR (Bronnikov et al. 1992) com a participação 

de PCNA (Fukano et al. 2016) e VEGF (Shimizu et al. 2014). PRDM16 é um regulador 

importante da diferenciação de adipócitos e BMP7 é um indutor essencial desse 

processo (Kajimura 2015), aumentando a atividade mitocondrial via aumento da 

absorção e oxidação de ácidos graxos (Townsend et al. 2013). A hiperplasia do TAM 

também pode ocorrer quando os adipócitos estão sob estímulos β3-adrenérgicos 

(Fukano et al. 2016). A metformina aumentou a sinalização adrenérgica, 

especialmente no grupo FM, incluindo β3-AR, BMP8 e SIRT1. BMP8B está envolvida 

na sinalização termogênica do TAM (Whittle et al. 2012), e SIRT1 potencializa a 

resposta aos estímulos β-adrenérgicos no TAM (Boutant et al. 2015). 

A metformina aumentou a atividade da AMPK no TAB associada à expressão 

aumentada de SIRT1 (Caton et al. 2011), o que corrobora com nossos resultados no 

TAM. Além disso, sugerimos que a metformina também aumentou o FGF21, como 
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outra via de indução da termogênese no TAM. A metformina é responsável pelo 

aumento da expressão de FGF21 em adipócitos brancos (Kim et al. 2016) e em 

camundongos obesos (Kim et al. 2018a). Além disso, no TAM FGF21 pode elevar a 

expressão da UCP-1 (Keipert et al. 2015). 

Os efeitos da metformina elevando os marcadores de biogênese mitocondrial 

no TAM já foram relatados (Geerling et al. 2014). NRF1 é o principal alvo do PGC1α 

e regula vários genes envolvidos na função mitocondrial e biogênese, enquanto o 

TFAM é responsável pela replicação e manutenção do DNA mitocondrial (Williams et 

al. 2017). Além disso, a ativação do eixo α-NRF da AMPK/PGC1 melhora os 

reguladores da biogênese mitocondrial (Kukidome et al. 2006), um dos possíveis 

mecanismos observados no presente estudo. A metformina aumentou a CPT-1 (uma 

proteína mitocondrial essencial associada à utilização de ácidos graxos e à 

capacidade de oxidação). A inibição de CPT-1 prejudica a atividade mitocondrial em 

adipócitos marrons (Townsend et al. 2013). 

A termogênese utiliza ácidos graxos como substrato e, para isso acontecer os 

estoques intracelulares devem sofrer lipólise com a participação de perilipina, ATGL e 

HSL (Martins et al. 2017). A corrente sanguínea é uma fonte de ácidos graxos para 

uso ou, mais frequentemente, para a manutenção dos depósitos de gordura (Khedoe 

et al. 2015). A ativação do TAM também envolve aumento da LPL e do CD36, que são 

críticos para a absorção de ácidos graxos (Lynes et al. 2017). Encontramos aqui 

expressão aumentada de CD36, indicando elevada absorção de ácidos graxos. Como 

os genes lipolíticos continuaram a ser mais elevados no grupo FM, sugerimos que 

isso contribuiu para a redução da deposição de gordura no TAM neste grupo. 

Mantivemos os animais em temperatura de 20±2 oC, condição na qual os 

camundongos tiveram que aumentar a produção de calor para manter a temperatura 

corporal. Esta questão é particularmente importante por causa da correlação para 

possíveis efeitos em humanos (Maloney et al. 2014). Um estudo recente confirmou 

que o TAM quando já está totalmente diferenciado não pode ser testado com o frio, 

medicamentos e nutrientes em estudos realizados em temperatura de cerca de 21 oC. 

No entanto, o TAM pode se expandir ou reduzir de acordo com a proporção relativa 

de lipídios teciduais, aumentando as proporções de proteína e formando mais 

adipócitos (Kalinovich et al. 2017). Esses eventos reforçam que a metformina pode 

ser considerada um agente de browning mesmo em camundongos mantidos em 

temperatura ambiente. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Nossos achados contribuem para desvendar os mecanismos moleculares 

envolvidos nas alterações hepáticas causadas pela dieta rica em frutose e pelo 

tratamento com cloridrato de metformina. A frutose aumenta a lipogênese de novo e 

a peroxidação lipídica, reduz as defesas antioxidantes e diminui a biogênese 

mitocondrial, que tem efeitos devastadores no fígado a longo prazo. Após um período 

prolongado de ingestão de frutose, o tratamento com metformina, mesmo continuando 

a ingestão de frutose, reverte, pelo menos parcialmente, a lesão hepática e previne a 

progressão de DHGNA para estágios mais graves da doença hepática. 

Também mostramos que cloridrato de metformina estimula o TAM em 

camundongos alimentados com dieta rica em frutose, com proliferação celular (β1AR, 

PCNA e VEGF) e diferenciação (PRDM16 e BMP7), possivelmente mediada pela 

ativação da AMPK. Além disso, a metformina aumenta os marcadores termogênicos 

(UCP-1 e PGC1α) e a expressão de mediadores e estimuladores adrenérgicos, 

associados a marcadores aumentados de biogênese mitocondrial (NRF1 e TFAM), 

lipólise alterada (perilipina, ATGL e HSL) e absorção de ácidos graxos (LPL, CD36 e 

a P2). Portanto, o TAM pode ser um alvo da metformina para o tratamento de distúrbio 

metabólico, independente de alteração da massa corporal. 
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