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RESUMO

MOREIRA, Alini Schultz. Dietas ricas em gordura, frutose e sacarose: alteracdes no
figado. 2014. 76 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2014.

Habitos inadequados no estilo de vida, pelo consumo exacerbado de dietas
ricas em gorduras e acucares (frutose e sacarose), correlacionam-se positivamente
com o desenvolvimento da obesidade, da resisténcia a insulina (RI) e da esteatose
hepatica ndo alcodlica (NAFLD). O estudo teve como objetivo avaliar a magnitude dos
efeitos da administracdo crbonica de dietas ricas em gordura e/ou frutose, e ainda,
comparar os efeitos dos acucares isoladamente (frutose e sacarose) sob as alteracées
bioquimicas, o perfil inflamatoério, as respostas morfofuncionais e as expressées
proteicas e génicas de fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese, na beta-
oxidagdo, na gliconeogénese e no estresse oxidativo no figado. Camundongos
machos C57BL/6 foram divididos em dois experimentos: 1) Dieta controle/standard
chow (SC), dieta high fat (HF — 42%), dieta high frutose (HFr — 34%) e dieta high fat +
high frutose (HFHFr - 42% fat + 34% frutose) por 16 semanas; 2) Dieta
controle/standard chow (SC), dieta high frutose (HFru — 50%) e dieta high sacarose
(HSu — 50%) por 15 semanas. Ao final dos experimentos foram observados: 1) Nao
houve diferenca na massa corporal entre os animais HFr e SC, sé foi observado ganho
de peso nos grupos HF e HFHFr. Houve ainda aumento do colesterol total, dos
triglicerideos plasmaticos e hepaticos e RI nos grupos HF, HFr e HFHFr. No figado,
foi observado NAFLD com aumento na expressdo de SREBP-1c e PPAR-y, e reducgao
de PPAR-a. A gliconeogénese mediada pelo GLUT-2 e PEPCK também foi
aumentada nos grupos HF, HFr e HFHFr em relacdo ao grupo SC. Areas de
necroinflamacgdo também foram observadas nos animais HFr e HFHFr; 2) N&o houve
diferenca na massa corporal entre os grupos SC, HFru e HSu. Porém, houve aumento
do colesterol total, dos triglicerideos plasméaticos e hepéticos, da RI, das adipocinas
(IL-6, resistina, MCP-1 e leptina), e reducéo da adiponectina. No figado, abundante
NAFLD com predominéncia da expressao proteica e génica de SREBP-1c, PPAR-y e
reducdo de PPAR-q; e desequilibrio antioxidante com reducédo da SOD, da Catalase
e da GRx nos grupos HFru e HSu quando comparados ao SC. N&ao houve diferenca
na GPx entre os trés grupos. Ainda foi observado aumento na expresséao proteica de
G6Pase, PEPCK e GLUT-2, envolvidos na gliconeogénese hepatica nos grupos HFru
e HSu. Areas de necroinflamacéo, caracteristico da transicdo NAFLD-NASH, também
foram observados. Os resultados permitem concluir que, independente do aumento
da massa corporal, a administragéo cronica de dietas ricas em frutose e sacarose tem
efeitos similares aos observados com o consumo de dieta hiperlipidica. Parece que a
Rl e a NAFLD sejam os precursores destas alteracdes

Palavras-chaves: Dieta hiperlipidica. Frutose. Sacarose. Resisténcia a insulina.

Esteatose hepatica nao alcodlica.



ABSTRACT

MOREIRA, Alini Schultz. Diets high in fat, fructose and sucrose: changes in liver.
2014. 76 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2014.

Habits unsuitable lifestyle, exacerbated by consumption of diets rich in fat and
sugars (sucrose and fructose) are positively correlated with the development of
obesity, insulin resistance (IR) and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). The study
aimed to evaluate the magnitude of the effects of chronic administration of diets rich in
fat and/or fructose, and also compare the effects of sugars alone (fructose and
sucrose) in the biochemical changes, the inflammatory profile, and the morphological
and functional responses the protein and gene expression of transcription factors
involved in lipogenesis, beta-oxidation, gluconeogenesis and oxidative stress in the
liver. Male C57BL / 6 mice were divided into two experiments: 1) Diet control/standard
chow (SC), high fat diet (HF - 42%), high-fructose diet (HFr - 34%) and high fat + high
fructose diet (HFHFr - 42% fat + 34% fructose) for 16 weeks; 2) Diet control/standard
chow (SC), high-fructose diet (HFru - 50%) and high sucrose diet (HSu - 50%) for 15
weeks. At the end of the experiments were observed: 1) There was no difference in
body mass between HFr and SC groups, only weight gain was observed in the HF
group and HFHFr. There was also an increase in total cholesterol, plasma and hepatic
triglycerides and IR in HF, HFr, HFHFr groups. In the liver, NAFLD was observed with
increased expression of SREBP-1c, PPAR-y and PPAR-a reduction. The
gluconeogenesis mediated by GLUT-2 and PEPCK was also increased in HF, HFr and
HFHFr groups compared to SC. Areas of necroinflammation were also observed in
HFr and HFHFr; 2) There was no difference in body mass between the SC, HFru and
HSu groups. However, there was an increase in total cholesterol, plasma and hepatic
triglycerides, IR, adipokines (IL-6, resistin, leptin and MCP-1), and decreased of
adiponectin. In the liver, abundant NAFLD with prevalence of protein and gene
expression of SREBP-1c, PPAR-y and PPAR-a reduction; and antioxidant imbalance
with reduction of SOD, catalase and GRx in HFru and HSu groups when compared to
SC. There was no difference in GPx between the three groups. Further increase in
protein expression of G6Pase, PEPCK and GLUT-2, involved in hepatic
gluconeogenesis in HFru and HSu groups was noted. Inflammatory infiltrate
characteristic of transition NAFLD-NASH were also observed. The results indicate that,
regardless of the increase in body mass, chronic administration of diets rich in fructose
and sucrose have similar effects to those observed with the consumption of high-fat
diet. It seems that IR and NAFLD are the forerunners of these changes

Keywords: High fat diet. Fructose. Sucrose. Insulin Resistance. Nonalcoholic fatty liver

disease
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INTRODUCAO

O alto consumo de dietas ricas em gordura e agucares simples séo precursores de
uma série de condicdes clinicas de causas multiplas e associativas como a obesidade,
o diabetes mellitus tipo Il (DM2), a resisténcia a insulina (RI), a hipertenséo arterial e
a esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD — nonalcoholic fatty liver disease (Fried e
Rao, 2003; Fraulob et al., 2010; Basaranoglu et al., 2013).

Dados epidemiolégicos mostram o0 aumento da ingestdo de acgucares em 400-
500Kcal/dia/pessoa em quase todo mundo (Lustig et al., 2012). O consumo de dieta
hiperlipidica ndo é muito diferente. No ano de 2008, o niumero de adultos com o indice
de massa corporal (IMC) maior que 30kg/m? é de 507 milhdes em todo mundo (Scully,
2014). A falta de tempo do mundo moderno e o sedentarismo fecham o ciclo vicioso
gue culmina com o aumento dos fatores de risco cardiovascular.

Muito j& foi descrito sobre os efeitos do consumo crénico de uma dieta rica em
gordura sobre o metabolismo e as estratégias terapéuticas para minimizar o dano
(Souza-Mello et al., 2010; Bringhenti et al., 2011; Fraulob et al., 2012). O foco no
controle da gordura alimentar, principalmente a gordura saturada, esta diretamente
associada ao aumento dos triglicerideos e LDL e o risco coronariano acentuado. No
entanto, os estudos investigando os agucares simples, frutose e sacarose, emergem
como o “doce vilao” (Lustig et al., 2012; Rippe e Angelopoulos, 2013).

Frutose é um monossacarideo encontrado de forma abundante em frutas, utilizado
de forma industrial como aclcar de adicdo em bebidas adocicadas, sucos e
refrigerantes e, ainda, sob a forma de xarope de milho rico em frutose. Seu alto poder
de adocicar e o0 baixo custo comercial tornam-se atrativos para a utilizagdo em larga
escala (Rumessen, 1992; Hanover e White, 1993). Pesquisas mostram que,
aparentemente, a frutose € mais agressiva por desenvolver, seja a curto ou a longo
prazo, inflamacéo sistémica, dislipidemia, RI, NAFLD, disfuncdo endotelial e
hipertenséao arterial (Wiernsperger et al., 2010).

A sacarose, também conhecida como agucar de mesa, € um dissacarideo formado
pela combinacdo de um mondémero de glicose a um mondmero de frutose. Alguns
estudos sugerem que dietas ricas em acgucares simples apresentam uma alta carga
glicémica sendo uma das principais causas de obesidade e disturbios metabdlicos em
humanos (Brand-Miller et al., 2002; Schulze e Hu, 2004).
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Em funcéo destes achados, estudos recentes tém se preocupado com 0 consumo
de frutose. Indiretamente, estes estudos podem ter implicagcdes para a sacarose, Visto
que é um dos possiveis veiculos do consumo de frutose em todo o mundo. As
conclusdes destes estudos tém sido controversas. A ingestao elevada de frutose tem
sido considerada no aumento da adiposidade visceral, desregulacdo do metabolismo
de lipidios e RI (Stanhope e Havel, 2010), efeitos semelhantes aos observados com o
consumo de sacarose (Stanhope et al., 2009). De forma isolada, a frutose,
aparentemente, ndo leva a efeitos adversos (Livesey, 2009), mas, quando consumida
em excesso, se tornando hipercaldrica, estes podem ocorrer (Tappy et al., 2010). A
dose-resposta, o percentual de frutose e/ou sacarose, e o tempo de administracao da
dieta parecem ser os pontos divergentes neste contexto (Livesey, 2009). Entretanto,
se dietas isoenergéticas, ricas em frutose e sacarose provocam consequéncias para
a saude ainda é incerto.

Assim sendo, o presente estudo tem por objetivo investigar a magnitude dos efeitos
do consumo de uma dieta rica em gordura e/ou frutose e ainda, avaliar a toxicidade
da frutose e da sacarose, de forma isoenergética, sobre as alteracdes metabdlicas e

hepaticas.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Epidemiologia

A obesidade, epidemia do século XXI, representa um grave problema de saude
publica. Dados epidemiolégicos mostram que quase meio bilhdo da populagéo
mundial apresenta sobrepeso e esse indicador aumenta entre criancgas e adolescentes
(Rossner, 2002). O consumo aumentado de alimentos ricos em gorduras reflete uma
das possiveis causas da obesidade em todo mundo. Projecfes para 2030 apontam
que serdo 2,16 bilhdes de individuos com sobrepeso (38%) e 1,12 bilhdes de obesos
(20%) da populagao adulta mundial (Kelly et al., 2008).

Nos ultimos anos, o consumo de frutose da populacdo mundial aumentou em cerca
de 250% principalmente em paises desenvolvidos (Basciano et al., 2005). Embora
praticamente ausente na nossa dieta algumas centenas de anos atras, atualmente
representa um importante componente da dieta moderna encontrada, principalmente,
em produtos industrializados como refrigerantes e xarope de milho rico em frutose
(HFCS - high fructose corn syrup), este Ultimo presente em sucos prontos, cereais
matinais e até leite destinado as criancas (Bray et al., 2004).

Dados do American Heart Association (AHA) mostram que 0s americanos estao
consumindo cerca de 22 colheres de cha de acucar por dia. Jovens adolescentes entre
14 e 18 anos de idade consomem, surpreendentemente, 34 colheres de cha por dia
de acucar. A maior parte do acucar ingerido esta sob a forma de frutose, proveniente
de refrigerantes e doces, o que representa um acréscimo de 355 calorias diarias
(Johnson et al., 2009b). Aliada ao sedentarismo, 0 excesso de calorias ingeridas
constitui um importante pilar no desenvolvimento da obesidade e da sindrome
metabolica. Estima-se que 24% dos adultos dos Estados Unidos preenchem os
critérios para diagnostico da sindrome metabdlica (Ford et al., 2002). Ou seja,
possuem 3 ou mais dos fatores de risco apresentados abaixo, de acordo com o AHA
(Grundy et al., 2004):

* Obesidade central - circunferéncia da cintura = a 88 cm na mulher e = 102 cm
no homem:;

* Hipertensédo Arterial - pressao arterial sistélica = 130 e/ou pressao arterial

diastdélica = 85 mmHg;
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* Glicemia alterada (glicemia 2110 mg/dl) ou diagndstico de Diabetes (em
laboratérios de andlises plasmaticas j& considera-se 99mg/dl como valor de corte);

» Triglicerideos 2150 mg/dl;

* HDL colesterol < 40 mg/dl em homens e <50 mg/dl em mulheres.

Em 2013 o México entrou numa campanha contra obesidade e aponta a Coca-Cola
como a principal vila. O anuncio: “Vocé comeria 12 colheres de agucar? Por que vocé
bebe refrigerante? se espalhou pela Cidade do México afim de combater o consumo
excessivo de refrigerantes, principalmente a Coca-Cola. Segundo relatério das
Organizac¢fes das Nacdes Unidas (ONU), divulgadas no Jornal Daily Mail, o México é
0 pais com mais obesos no mundo, com 32,8%, ultrapassando os Estados Unidos,
gue aparecem logo atras. Ainda segundo o relatério, 70% dos mexicanos encontram-
se com sobrepeso e 1/3 ja € obeso, 0 que se tornou um grave problema de saude
publica.

Ainda em matéria divulgada no Daily Mail, em 2011, intitulada: “The rotten truth:
Why 'fruit sugar' is one of the most damaging ingredients in our food” (a verdade podre:
por que o acUcar da fruta € um dos ingredientes mais prejudiciais na nossa
alimentagao) diz que apenas 2 refrigerantes por dia séo suficientes para danificar os
rins. Segundo a fonte, mais de 8000 individuos da Universidade de Osaka
participaram da pesquisa. Um grupo néo ingeriu a bebida, um segundo grupo tomou
1x/dia e o terceiro grupo tomou 2x/dia refrigerantes. No intervalo de 3 dias, 10,7% do
terceiro grupo desenvolveram proteinaria e 8,9% do segundo grupo apresentaram
efeitos similares. Proteinuria € um dos indicadores de alterac6es na funcéo renal e é
marcada pelo aumento da excrecdo de proteina na urina. Pesquisadores da Case
Western Reserve University, em Cleveland, perceberam que a frutose aumenta a
sensibilidade dos rins a angiotensina, proteina que regula o equilibrio do sal. Isso
significa que o sal € reabsorvido nos rins, 0 que pode conduzir doengas como
diabetes, obesidade, insuficiéncia renal e hipertenséo.

Esses achados mostram a relevancia acerca do assunto proposto e a importancia
em compreender os efeitos da ingestdo cronica das dietas ricas em gordura, frutose

€ sacarose.
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1.2 Consumo cronico de dietas e seus efeitos

1.2.1 Dietas ricas em gordura

Nao h& duvidas que a obesidade é uma epidemia mundial e vem se tornando a
forgca motriz responséavel pelo aumento da prevaléncia da doenca cardiovascular
associadas a hipertenséo arterial, dislipidemia, DM2 e até mesmo cancer (Poirier et
al., 2006). A interacdo de fatores genéticos e ambientais, sobretudo em relacdo aos
habitos nutricionais, aliados ao estilo de vida sedentario, tem impacto positivo no
desenvolvimento da obesidade.

O Estudos mostram que um longo periodo de administracdo de dietas contendo
cerca de 40% a 60% de lipidios promove alteracdes metabdlicas, aumenta a producdo
de citocinas inflamatérias, induz a RI, hipertensédo e obesidade, em modelos animais
e em humanos obesos (Walker et al., 2007; Flanagan et al., 2008), além de hipertrofia
de adipécitos (Barbosa-da-Silva et al., 2012), diabetes mellitus, hipertrigliceridemia
(Fernandes-Santos et al., 2009; Nascimento et al., 2010), e ainda, esteatose hepatica
e pancreatica em animais (Fraulob et al., 2010; Barbosa-da-Silva et al., 2013).

Os lipidios representam a maior fonte energética, sendo 9 kcal por grama de
gordura contra 4 kcal por grama de carboidrato ou proteina. A maior parte da gordura
ingerida através da dieta estd sob a forma de triglicerideos e colesterol. Estes
desempenham fun¢cBes importantes no metabolismo como: constituintes de
membrana, isolante térmico e fornecimento de energia potencial para o trabalho
biolégico (M.M, 2002). Os triglicerideos serdo estocados, principalmente, no tecido
adiposo bem como em outros 6rgado-alvo como o figado, o tecido muscular e o
pancreas (Schultz et al., 2012).0 tecido adiposo ndo é apenas um reservatorio de
gordura utilizado como substrato energético, mas um Orgao extremamente ativo do
ponto de vista metabdlico e secretorio, liberando para a circulacdo sistémica grande
namero de peptideos ativos e citocinas (Despres e Lemieux, 2006).

A leptina (do grego leptos-magro) € uma proteina codificada pelo gene ob,
descoberta no ano de 1994 em camundongos obesos (ob/ob) por Zhang e
colaboradores (Zhang et al., 1994). A leptina produzida pelo tecido adiposo, em
proporcao a quantidade de gordura estocada, contribui para a regulacdo da massa
corporal em longo prazo por reduzir a ingestdo alimentar e aumentar o gasto

energético(Ahima e Flier, 2000). Porém, sabe-se que individuos obesos apresentam
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resisténcia a leptina, ou seja, resisténcia a agdo esperada pela leptina(Meier e
Gressner, 2004).

A adiponectina foi descoberta em meados dos anos 1990 demonstrando importante
efeitos sobre o metabolismo (Scherer et al., 1995). Diferente das demais adipocinas
secretadas pelo tecido adiposo, a concentracao ou a expressao de adiponectina reduz
conforme aumento da adiposidade e a presenca da RI. A ela ainda é atribuido efeitos
anti-aterogénicos, de inibir a adesdo de mondcitos ao endotélio vascular, a
transformacao de macréfagos em foam cells e a expressao de moléculas de adeséo,
suprimindo, inclusive, a expressao de TNF-a (fator ne necrose tumoral alfa) induzida
por essas moléculas de adesao(Spranger et al., 2003; Goldstein e Scalia, 2004).0s
efeitos benéficos da adiponectina sob a sensibilidade a insulina esta relacionada a
ativacdo da enzima adenina monofosfato quinase que, por sua vez, aumenta a
oxidacdo das gorduras no musculo esquelético. No figado, a adiponectina também
ativa esta enzima, resultando na reduc¢ao da producéo de glicose hepatica (Yamauchi
et al., 2002).

A MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos, induz a ativacéo e a infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo. Sua superexpressao correlaciona-se com Rl induzida
por dieta e NAFLD (Kamei et al., 2006; Kanda et al., 2006).

Os macroéfagos séo fonte de producgédo de citocinas inflamatoérias, tais como: TNF-a
e IL-6 (interleucina-6). Estas citocinas, TNF-a, IL-6, MCP-1, mediadores do processo
de coagulacéo, como inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), exercem
papel importante na interface entre sistema imune e metabdlico (Tilg e Moschen,
2006).

A dislipidemia associada a obesidade e ao consumo de dieta hiperlipidica possui
causas multiplas e frequentemente relacionado com a doencga cardiovascular,
aterosclerose e diagnostico da SM. As principais caracteristicas incluem triglicerideos
elevados, diminuicdo de HDL-C e aumento de LDL-C, sob influéncia da reducéo da
sensibilidade a insulina e da alteragdo no metabolismo dos acidos graxos (Bays et al.,
2005).

O consumo de alimentos ricos em gordura continuadamente leva a dislipidemia, ao
acumulo de tecido adiposo visceral e aos estoques de gordura em tecidos-alvo,
principalmente o figado. A adiposidade e a producédo das adipocinas pro-inflamatérias
parecem ser o link entre a obesidade e a RI (Figura 1).
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Figura 1- A influéncia do tecido adiposo e da secrecéo das citocinas inflamatérias no
desenvolvimento da NAFLD, da RI, da dislipidemia aterogénica, da hipertenséo e da
disfuncéo vascular
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1.2.2 Dietas ricas em frutose

A frutose € um monossacarideo também denominado de levulose, ou aclcar da
fruta, é constituinte da sacarose (B-D-Frutofuranosil a-D-glicopiranosida) e de outros
polimeros, como a inulina (Rumessen, 1992). A frutose ainda pode ser obtida a partir
do sorbitol, essa reacdo é mediada pela enzima sorbitol-desidrogenase, presente em
varias plantas, em particular das rosaceas (macgas, peras, cerejas, ameixas e abricos);
outras fontes sdo: balas, gomas de mascar e sucos dietéticos (Rumessen, 1992). Sob
0 ponto de vista comercial e industrial, apresenta algumas vantagens: tem o maior
poder edulcorante de todos os agucares (ou seja, maior capacidade de adocar), poder
umectante (para manter a umidade em produtos industrializados), contribui no
desenvolvimento da cor, aroma, na depressdo do ponto de congelamento e
estabilidade osmética (Hanover e White, 1993). Este monossacarideo pode ser
encontrado, predominantemente, em frutas (macas, laranjas e meldes) e sob a forma
de xarope de milho rico em frutose (high fructose corn syrup — HFCS); também tém
sido incorporados no preparo de frutas enlatadas, geleias, doces, po para bebidas e
refrigerantes, uma vez que € 1,5 - 1,7 vezes mais doce que a sacarose e seu custo
reduzido devido a evolucdo no processo de obtencdo (Hallfrisch, 1990; Hanover e
White, 1993; Tappy e Le, 2010).

O HFCS é um adocante produzido a partir da isomerizacdo de parte da glicose
existente no xarope de milho em frutose. Dessa forma € possivel obter xaropes de
milho com diferentes teores de frutose em sua composi¢cao: HFCS-90 (90% de frutose
e 9% de glicose), HFCS-55 (55% de frutose e 42% de glicose), HFCS-42 (42% de
frutose e 53% de glicose). O HFCS-90 é o principal produto destas reacdes quimicas
e é diluido em xarope de glicose para formar o HFCS-42 e o HFCS-55, o mais utilizado
em produtos processados e bebidas como: refrigerantes, frutas para iogurtes e
paes(Parker, 2010). A facilidade de manuseamento deste adocante liquido e o seu
baixo preco fizeram com que 0 seu uso aumentasse em comparagdao com o da
sacarose (Hanover e White, 1993; Moeller et al., 2009).

Assim sendo, a incorporacdo da frutose elou do HFCS nos produtos
industrializados em larga escala, principalmente nos refrigerantes, trouxeram uma
série de repercussdes para a saude, com efeitos em érgdos-alvo, e fez com que a

comunidade cientifica voltasse sua atencdo para estas consequéncias (Figura 2).
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Apos ajuste demogréfico, de comorbidades associadas, niveis de atividade fisica,
total de calorias ingeridas e contagem dos carboidratos, sal, alcool e vitamina C da
dieta, foi verificado que individuos que consomem 74g/dia de frutose, o equivalente a
2,5 latas de refrigerante/dia, apresentam aumento da pressdo arterial. Dados
coletados no National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) entre 2003
e 2006 envolvendo 4528 adultos dos EUA sem histérico de hipertensado, observou-se
que a ingestdo de frutose é independente e significativamente associada com o
aumento da pressao arterial em, respectivamente: 26%, 30% e 60% para niveis
2135/85; 2140/90; 2160/100 mm/Hg (Jalal et al., 2010).

O &cido urico emerge como a ponte entre as alteracdes cardiovasculares e
metabdlicas, seja como causa ou consequéncia destas. A epidemia da SM
correlaciona-se com a elevacdo dos niveis de acido urico a partir da ingestdo de
frutose. O &cido Urico inibe a biodisponibilidade de 6xido nitrico e a insulina precisa de
oxido nitrico para a captacéo de glicose. Assim sendo, a hiperuricemia est4 associada
com a disfuncdo endotelial, com a RI, obesidade e SM (Nakagawa et al., 2006;
Johnson et al., 2013). Muitos autores ndo consideram o &cido Urico como fator de risco
por estar atribuido em mais de 50% a funcdo antioxidante no sangue, via xantina
oxidase. Porém, seu aumento € um fator determinante para a formacgéo de calculos
renais e de gota. E ainda, a sintese de acidos graxos livres (ou triglicerideos) na
lipogénese hepatica, aumenta a sintese de purina e acelera a producao de acido urico
(de Oliveira e Burini, 2012). Ainda ndo ha um consenso se o0 acido Urico € um agente
protetor ou fator de risco. Parece que a elevacdo aguda é um fator de protecdo, ao
passo que o aumento crénico esta diretamente proporcional ao aumento do fator de

risco cardiovascular.
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Figura 2 - Efeitos da frutose em o6rgdos-alvo e o desenvolvimento da sindrome
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1.2.3 Dietas ricas em sacarose

Cerca de 55% a 75% do valor energético total da dieta humana é composta
pela ingestao de carboidratos, ou hidratos de carbono, sendo assim a principal fonte
de energia diaria. Os carboidratos podem ser divididos em: monossacarideos (como
a frutose, a glicose e a galactose), dissacarideos (como a sacarose, a lactose e a
maltose) e polissacarideos (como a celulose, o0 amido e o glicogénio) (Mahan LK,
2008) (Figura 3).

Figura 3- Classificacdo dos carboidratos e seus principais efeitos pos-pradiais
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Legenda: slowly digestible starch (SDS); rapid digestible starch (RDS); resistant starch(RS)
Fonte: Aller et al., 2011.

A sacarose é um dissacarideo formado por uma unidade de glicose adicionada a
uma unidade de frutose e é conhecido como agucar de mesa comum (Mahan LK,

2008). Acucar de adicao é definido como qualquer adogante contendo a molécula de
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frutose, que é adicionado aos alimentos durante o processamento (Lustig et al.,
2012).

A ingestdo de sacarose tem crescido, principalmente pelo aumento no consumo
de refrigerantes, cereais matinais, condimentos e sobremesas adocadas com
sacarose e xarope de milho (Elliott et al., 2002). Dietas contendo alimentos ricos em
carboidratos, que promovem elevada resposta glicémica, alteram o apetite e a
utilizacao da energia promovendo o ganho de peso. Elevada ingestdo de carboidratos
estd geralmente associada com aumento no efeito glicémico da dieta. Tanto a
quantidade como a qualidade dos carboidratos influenciam a glicemia pos-prandial e
a interacao entre os dois pode ser sinergistas. Continuadamente, individuos que
consomem alimentos com alto indice glicEmico podem apresentar hiperglicemia,
hiperinsulinemia e até mesmo exaustdo das células B-pancreéticas (produtoras de
insulina) levando ao DM2 (Brand-Miller et al., 2002). Quanto maior o indice ou a carga
glicémica, maior sera a o pico glicémico e o pico de insulina.

Tem sido demonstrado que dietas ricas em sacarose aumentam o apetite, causam
hiperfagia e estabelecem uma relacédo de dependéncia com o acucar. O mecanismo
pelo qual isso acontece esta relacionado a supressdo do horménio grelina, que
sinaliza a sensac¢éo de fome para o cérebro e interfere na sinalizacdo da leptina, que
traduz a saciedade (Benton, 2010; Garber e Lustig, 2011).Comer chocolate, por
exemplo, proporciona a sensacdo de bem estar por promover aumento da glicose no
sangue que, por sua vez, aumenta os niveis de serotonina, porém pode haver uma
queda rebote desta estimulando a vontade de ingerir agicar novamente, estimulando.

Além de substrato energético como fonte de ATP, a glicose e a frutose podem ser
convertidas a glicogénio ou gerar acidos graxos livres (Rippe e Angelopoulos, 2013)
(Figura 4). A hiperglicemia e a hiperinsulinemia como consequéncia do consumo de
sacarose, regulam fatores de transcricdo lipogénicos no figado aumentando ainda

mais a sintese de acidos graxos livres (Oliveira et al., 2014).

Figura 4- Metabolismo da frutose e da glicose no figado
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Diante do exposto, € possivel considerar que a sacarose induz as complicacées
da SM com: RI, obesidade, hipertensdo (pelo aumento do &cido Urico) e efeitos
toxicos sobre o figado (NAFLD e NASH) semelhantes aos efeitos do alcool, tendo em

vista que o alcool é derivado da fermentacdo do acucar (Lustig et al., 2012).

1.3 Esteatose hepética ndo alcodlica (NAFLD) e Esteatohepatite ndo alcodlica
(NASH)

Inicialmente a frutose é captada pelo enterdcito via seu receptor GLUT5 e esse
processo independe da acdo da insulina e da hidrélise de ATP. Dentro do enterdcito,
parte da frutose é convertida em lactato e em seguida, é difundida nos vasos
sanguineos via GLUT2 pelo polo/membrana basolateral do enterocito e atinge o
figado através da veia porta hepatica(Mayes, 1993). A entrada de frutose no
hepatdcito também é mediada pelo GLUT2 e rapidamente fosforilada a frutose-1P, a
partir da frutoquinase. A frutose-1P € convertida em dihidroxiacetona-P e

gliceraldeido-3P. Estas ultimas terdo diferentes destinos: 1) Podem participar da via
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glicolitica fornecendo piruvato e liberando energia no ciclo de Krebs; 2) Uma parte
das trioses-P produzidas podem ser convertidas a lactato (25%) e serem lancadas na
corrente sanguinea; 3) Podem ser reduzidas até glicerol, necessarias para formacao
de lipidios, triacilglicerois e fosfolipidios. Ou seja, uma parte dos atomos de carbono
da frutose pode ser convertida a &cidos graxos livres no interior dos hepatdécitos pelo
processo da DNL (de novo lipogenesis); 4) Podem formar frutose 1,6-difosfato e, a
partir dai, formar glicose (50%) e glicogénio (>15%) através da gliconeogénese,
sendo esta a maior porcdo(Tappy e Le, 2010). A frutose-1P ainda ativa proteinas
quinase (7-8) que, por sua vez, ativam proteinas da familia MAPK (MKK7 e MAPKS)
induzindo a fosforilagdo em serina do receptor de insulina (IRS-1) levando a
resisténcia a insulina hepética (Figura 5)(Lim et al., 2010).

Um outro derivado fosforilado da frutose também é responsavel pelo seu
metabolismo, trata-se da frutose-2,6-difosfato. Esta ultima esta presente em todos os
tecidos dos mamiferos, exceto nos eritrcitos maduros, sendo 0 mais potente efetor
da fosfofrutoquinase. A frutose-2,6 difosfato desempenha importante papel na
regulacdo da glicélise e no controle da gliconeogénese nas células que possuem essa
habilidade(Hallfrisch, 1990).

Sob o ponto de vista da sintese de gordura no figado, a frutose inibe a oxidacéo
de lipidios, favorecendo assim a re-esterificacdo dos acidos graxos com o glicerol
para formar triglicerideos e VLDL. Apesar de ser quantitativamente menor a por¢cao
de frutose convertida a acidos graxos, a ingestdo de forma excessiva e/ou cronica
contribui para o desenvolvimento da esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD). O
mecanismo pelo qual a frutose estad associada com a dislipidemia e a NAFLD é
através do aumento da DNL(Lim et al., 2010). A continua produgé&o de acetil co-A do
metabolismo da frutose excede a capacidade de resposta mitocondrial (ciclo de
Krebs) e € convertida a citrato, que sai do citosol e é substrato para DNL. A acetil Co-
A ainda forma malonil-CoA (reagdo mediada pela ACC1 — acetil-CoA carboxilase)
que, por sua vez, inibe a acdo da carnitina palmitol transferase (CPT-1) diminuindo a
entrada de acidos graxos na mitocondria para oxidacdo(McGarry, 1995). Por outro
lado, a frutose de forma direta ou indireta, ativa os fatores de transcricdo (SREBP-1c
e ChREBP) responsaveis pela ativacdo de genes que codificam enzimas da DNL
(ACL, ACC e FAS) levando a producéo de VLDL e triglicerideos. Todos esses fatores

combinados culminam com o estoque de gordura, sob a forma de macro e



30

microvesiculas nos hepatdécitos, caracteristicos da NAFLD (Figura 5)(Lim et al.,
2010).

Figura 5: Metabolismo da frutose no figado e suas vias de atuacdo. A frutose é
convertida em frutose-1 fosfato pela frutoquinase e posteriormente em fosfatase de
trioses para entrar na via glicolitica, que serve como uma fonte reguladora de glicerol-
3 fosfato e acetil-CoA, levando a de novo lipogenesis (DNL). A DNL € ativada pela
expressao proteica e génica de SREBP-1c e ChREBP, que, por sua vez, aumentam
a expressdo de ACC, FAS e SCD-1. Finalmente, os acidos graxos livres sao
convertidos a triglicerideos por esterificacéo e particulas de VLDL séo formadas pela
incorporacdao dos triglicerideos em apoB. A frutose induz a RI. A frutose-1 fosfato induz
a fosforilacdo do IRS-1 em serina e reduz a fosforilagdo do mesmo em tirosina,
comprometendo a via de sinalizagéo da insulina PI3K/AKT. A RI conduz ao aumento
da producédo hepatica de glicose, aumento das concentracdes de insulina, aumento
da intolerancia a glicose e aumento da secrecdo de apoB. A frutose ainda induz a
hiperuricemia e causa hipertensao através da inibicdo de ON endotelial. Abreviatura:
ATP, adenosina-5'-trifosfato; ADP, adenosina 5 '-difosfato; frutose-1-p, a frutose-1-
fosfato; DHAP, fosfato de dihidroxiacetona; GA3p, gliceraldeido-3-fosfato; Xu-5-P,
xilulose 5-P; PP2A, proteina fosfatase 2A; TCA, &cido tricarboxilico; ChREBP,
proteina ligadora dos elemento regulados porcarboidratos; SREBP-1c, proteina
ligadora dos elemento regulados poresterdis 1c; PCG-1B, receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma coativator 13; SAFB1, scaffold attachment factorB1;
RBMX, an X-chromosome-linked RNA binding motif protein; ACL, ATP citrato liase;
ACC, acetil-CoA carboxilase; FAS, sintese de acido graxo; SCD-1, estearol coenzima-
A dessaturase-1; SFA, 4&cidos graxos saturados; MUFA, acidos graxos
monoinsaturados; L-CPT1, figado carnitina palmitoltransferase |; apo B, a
apolipoproteina B-100; PKC, nova proteina-quinase C; PPAR a, receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma; MKK7, proteina quinase quinase ativada por mitbgeno
7; Pser-IRS-1,fosforilacdo em serina do IRS-1; pThy-IRS-1, fosforilagdo em tirosina do
IRS-1; IRS-1, substrato-1 do receptor da insulina; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinase.

*ApoB € uma apolipoproteina primaria da lipoproteina de baixa densidade (LDL).

Figura 5 - Metabolismo da frutose no figado e suas vias de atuacéo
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Atualmente, a NAFLD é considerada a manifestacdo hepatica da SM e pode
progredir para NASH (esteatohepatite ndo alcodlica), cirrose e um hepatocarcinoma
(Kim e Younossi, 2008). Embora NAFLD e NASH estejam associadas, a patogénese
da NASH ainda ndo esta completamente elucidada. Mudancas no estilo de vida,
sejam intervencdes dietéticas e/ou prescricdes de exercicio fisico, bem como os
tratamentos, ainda né&o foram completamente estabelecidas. Via de regra, a
progressdo NAFLD-NASH esta relacionada com a continuidade do estimulo que gera
a lesdo, isto €, sdo necessarias intervencodes dietéticas cronicas. Uma vez o figado
sensibilizado pela NAFLD, é suscetivel a uma resposta inflamatéria por estimulos
como: dano oxidativo, citocinas pro-inflamatorias (TNF-a), hepatotoxicidade mediada
por acidos graxos livres, aumento de colesterol intra-hepatico, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, hipoadiponectinemia e apoptose; sdo sugeridos como passos
importantes no desenvolvimento da NASH(Day e Saksena, 2002; Marra et al., 2008).

A patogénese da NASH foi primeiramente proposta por Day e James (1998)(Day
e James, 1998) que considera como o “primeiro hit” o acumulo de lipidios intra-
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hepatico por perturbar vias metabdlicas e aumentar a vulnerabilidade a leséo celular.
Ja o “segundo hit” resulta do aumento do estresse oxidativo que ativa a secrecdo de
TNF-a, de IL-6, quimiocinas, proliferacdo de células estreladas e a expressao de
moléculas de adesado celular (ICAM-1, E-selectin ou P-selectin)(Lee et al., 1995;
Berson et al., 1998; Robertson et al., 2001; Jaeschke, 2011).

Figura 6: Mecanismos de transicdo da NAFLD para NASH. (1) Os aumentos dos
acidos graxos livres combinado com a hiperinsulinemia e a reducdo da adiponectina
formam o tripé para a sintese de triglicerideos hepaticos. (2) A NAFLD pode exacerbar
a Rl hepética, aumentar a expressao dos fatores de transcri¢éo lipogénicos (SREBP-
1C e ChREBP) e estimular a secrecdo de VLDL. Inicialmente, a beta-oxidacao é
aumentada na tentativa de “ejetar” o excesso de gordura no interior no 6érgao. Se um
“steady-state” € alcangado, apenas a NAFLD benigna ocorre. (3) Porém, quando
suplanta a capacidade de resposta mitocondrial, ou seja, se a mitocondria nao
consegue se adaptar ao fluxo aumentado de acidos graxos livres, falhas na oxidacao
respiratoria vao gerar metabdlitos toéxicos derivados dos lipidios. Estes por sua vez,
ativam vias inflamatérias e causam lipotoxicidade dos hepatécitos, levando a
necroinflamacédo. (4) A ativacdo de macrofagos e de células estreladas (HSC)
determina o grau de resposta a fibrose e a potencial progresséo para cirrose

Figura 6 - Mecanismos de transi¢cdo da NAFLD para NASH



33

@ Insulin-resistantl@ Compensated ! Steatohepatitis

adipose tissue | steatosis | (“decompensated”
| steatosis)

resistance | (IGT or T2DM)

|
|
I
T hepatic insulin  ————p T plasma glucose :
|
1

acrophage

/4‘,‘; (‘ tivation

Excess - ' / ‘
caloric e e il i
intake -oxidatio < :
I~
|
T Insulin
: Maladaptation to TFFA |
- fatty acids flux and toxic lipid 1
Glucose | metabolites
(T2DM) | - lrespiratory chain |
- tlipid peroxidation 1
| adiponectin *VLDL - {ROS, 1 NF-KB |
I- 1JINK, SQC |
! -apoptosis I l adiponectin?

Fonte: Cusi, 2009b, a.

A disfung&o mitocondrial também é descrita como potente indicador de avanco de
NAFLD para NASH. Isto porque a continua producdo de espécies reativas de
oxigénio(EROS) pode interferir na cadeia respiratdria mitocondrial e na integridade
do DNA mitocondrial, levando a disfuncdo da organela, prejudicando assim a
oxidacao dos acidos graxos(Garcia-Ruiz e Fernandez-Checa, 2006).

Os efeitos da lipotoxicidade também s&o referidos como ponto chave para a
progressdo de NAFLD para NASH. A producdo de EROS é um importante fator na
lipotoxicidade em virtude de contribuir para sinalizacdo de estresse celular e
interferéncias nas fung¢des mitocondriais(Srivastava e Chan, 2007). Além de
aumentar os niveis intracelulares de EROS, os acidos graxos saturados podem afetar
negativamente o estado redox limitando a defesa oxidativa mediada por GSH
(glutationa reduzida) (2007, 2008). Os acidos graxos ainda podem induzir apoptose.
A continuidade da lipotoxicidade entdo pode ser denominada como lipoapoptosis. A
morte celular apoptética fornece uma explicagdo para taxas elevadas de apoptose
em figados com NASH e o link entre o acumulo de lipidios hepaticos a
inflamacéo(Unger, 2002).

Ainda existe uma correlacdo positiva entre a atividade das células de Kupffer e
NASH, bem como ativacdo de células estreladas, niveis elevados de TNF-a e
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peroxidacao lipidica (Pessayre et al., 2004; Malaguarnera et al., 2006; Morris et al.,
2011). O TNF-a € um fator comum com a NAFLD e fornece uma correlacéo positiva
com o dano hepatico e a inflamacé&o. Niveis elevados de TNF-a estao relacionados
com o aumento na producdo de macrofagos em adipdcitos e células de Kupffer
(Tomita et al., 2006). Evidéncias apontam que a troca e a sinalizacdo de moléculas
pré inflamatorias entre diferentes tipos celulares do figado tais como: hepatdécitos,
células endoteliais, fibroblastos, células estreladas, células de Kupffer e leucocitos
parece ser essencial na progressao da NAFLD e nas altera¢des na histoarquitetura
hepética (isto €, fibrose devido a producédo de matrix extracelular da transformacéo
de células estreladas para [mio]fibroblastos) (Diehl, 2002; Bilzer et al., 2006). A
fibrogénese parece estar bem clara no desenvolvimento da NASH por ativacdo das
células estreladas mediada por citocinas e pelo estresse oxidativo (Pessayre et al.,
2001).

A patogénese da NASH é um espectro de causas multiplas e complexas. De forma
resumida esta envolvida com a expressdao aumentada de TNF-a, com a Rl e lipdlise,
gue resulta no influxo aumentado de &cidos graxos livres para o figado e culmina com
a NAFLD. A lipotoxicidade, a disfuncdo mitocondrial e a magnitude do estresse
oxidativo resultam em peroxidacdo lipidica, que leva a morte dos hepatdcitos,
inflamacéo e, finalmente, a fibrose(Day, 2002).

Os efeitos da administracédo crénica de frutose como modelo de NAFLD e NASH
nao sao conclusivos. Os bindmios dose-resposta, tempo de administracdo e
tipo/veiculo de frutose ofertada diverge entre os estudos experimentais(Wiernsperger
et al., 2010).

Muito embora a obesidade seja um ponto fundamental para o quadro de NAFLD e
progressao para NASH, os efeitos lipogénicos da frutose ndo dependem do aumento
da massa corporal (Janevski et al., 2012). Ratas Sprague Dawley submetidas a uma
dieta com 60% de frutose por 28 dias apresentaram aumento nos niveis de mRNA de
fatores de transi¢do da lipogénese hepatica (ACC, FAS, ChREBP e SREBP-1c) sem
modificacdo na massa corporal. Ja ratos Wistar alimentados com 70% de frutose por
5 semanas apresentaram grande quantidade de macro e micro vesiculas de gordura
intra-hepatica e inflamacado intralobular (Kawasaki et al., 2009). Camundongos
C57BL/6 que consumiram dieta rica em gordura e carboidrato associados ao
consumo de 55% de frutose na agua por 16 semanas desenvolveram NASH com
fibrose significativa e obesidade (Kohli et al., 2010). Mostrando que ratos alimentados
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com dieta rica em frutose sé&o bons modelos para o desenvolvimento de NASH (Naniji,
2004; Takahashi et al., 2012).

1.4 Estresse oxidativo

A associagao entre o estresse oxidativo e a NAFLD sugere estudos a esse respeito
e, para tal, faz-se necessario a compreensado dos danos oxidativos induzidos pelos
radicais livres e dos mecanismos de defesas antioxidantes.

O termo radical livre refere-se ao a&tomo ou molécula, altamente reativa, que
contém numero impar de elétrons na sua ultima camada. Ou seja, Sao espécies que
apresentam elétrons desemparelhados e instabilidade estrutural. No nosso
organismo, os radicais livres sdo produzidos pelas células durante a cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria, o metabolismo de acidos graxos no
peroxissoma, via metabdlica catalisada pelas enzimas citocromo P450 nos
microssomas, via da NADPH oxidase nas células fagociticas e via de sintese das
prostaglandinas. Outros sistemas enzimaticos produzem espécies reativas de
nitrogénio (ERN) tais como ciclooxigenase, lipoxigenase, xantina oxidase,
mieloperoxidase e o 6xido nitrico sintase (Valko et al., 2007). Assim sendo, os radicais
livres sdo derivados de oxigénio e de nitrogénio, formando espécies reativas de
oxigénio (ERO) e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERN) na forma de radical livre
ou ndo-radical. Assim, as ERO abrangem os radicais de oxigénio como radical hidroxil
(OH) e radical superédxido (O2-); e os nao-radicais, como perdxido de hidrogénio
(H202), acido hipocloroso (HOCI), ozénio (O3) e oxigénio singlete (102)2. Ja as ERN
incluem o Oxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos
(NO2-), nitratos (NO3-) e peroxinitritos (ONOO-). O ON é um radical livre, uma vez
gue possui um elétron desemparelhado, e ainda, pode reagir facilmente com O2-
produzindo o ONOO-.

A formacgédo das moléculas ou anions radicais superoxido, peréxido de hidrogénio
e radical hidroxil ocorrem em aproximadamente 5% de todo o processo de reducao
do oxigénio até a agua. A reacdo do H202com o ion ferroso ou cuprico € chamada
reacdo de Fenton, levando a producgé&o do radical hidroxil, muito reativo (Figura 7a).
O radical hidroxil também pode ser formado pela reacéo de Haber-Weiss, onde o Oz
reage com o H202 (Figura 7b) (Halliwell e Gutteridge, 1986; Droge, 2002; Halliwell,
2007).
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Figura 7- Reagdo de Fenton e Harber Weiis

H,0, +Fe*?/ Cu* — Fe*¥/Cu*?+OH" + OH @

H,0, + O," — OH" + OH ®

Legenda: (a) Reacdo de Fenton e (b) Haber-Weiss.

A toxicidade do estresse oxidativo pode se dar de diferentes formas: por
lipoperoxidagdo das membranas celulares ou intracelulares, por oxidacdo de
proteinas, por dano ao DNA ou por inativacdo enzimatica. As células aerdbias estéo
sujeitas a continua exposi¢cao das EROS em virtude do proprio “escape” de elétrons
da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. Ou seja, as EROS séo produzidas
naturalmente ou por alguma disfuncé@o biol6gica. Se hd um desequilibrio entre a
formacdo de EROS e a atuacdo da defesa antioxidantes, seja pelo aumento na
producao dos radicais livre ou por diminuicdo da defesa antioxidante, ou ainda, uma
deficiéncia na velocidade de remocao destes, instala-se a toxicidade do estresse
oxidativo. Dessa maneira, 0 estresse oxidativo causa alteracdes na estrutura e
integridade funcional da célula e pode induzir respostas imunes, que culminam com
mecanismos inflamatorios crénicos ou ainda, sinalizam uma resposta de proliferacao
celular (Droge, 2002). Avaliar os agentes antioxidantes € um meio indireto de se
verificar o estresse oxidativo.

Antioxidante €& uma substancia que, presente em baixas concentragdes,
comparadas a do substrato oxidado, é capaz de regenerar o substrato ou previnir
significativamente a oxidagcdo do mesmo. O sistema de defesa antioxidante &
composto de elementos enzimaticos e ndo-enzimaticos. Dentre os compostos n&o
enzimaticos destacam-se: a vitamina E, o a-tocoferol, a vitamina C e o -caroteno
(precursor da vitamina A), provenientes da dieta. Os compostos enzimaticos sao
formados pela: superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa
peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRx) (Droge, 2002).

A enzima superdéxido dismutase (SOD) € a responsavel por catalisar a reacao entre
dois ions superoxido (dismutacao) para formar o peroxido de hidrogénio. Esta reacéo
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pode acontecer naturalmente com o pH fisiologico, porém, na presenca da SOD, esta
reacdo é catalizada em até 10* vezes mais (Figura 8a). A catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) sdo enzimas que tem por funcdo a reducdo dos
peréxidos de hidrogénio (e hidroperoxidos organicos), impedindo a formacdo do
radical hidroxil (Figura 8b e 8c). A glutationa redutase (GRX) recicla o dissulfeto de de
glutationa (GSSG - glutationa oxidada) em glutationa reduzida (GSH) (Figura 8d).
Outra classe de enzimas na detoxificacdo sdo as glutationas S-transferases (GSTSs),
gue atuam contra agentes alquilantes, incluindo compostos ativos como herbicidas,

pesticidas e xenobidticos (cloro dinitro benzeno, por exemplo) (Droge, 2002).

Figura 8- Acao das enzimas antioxidantes

2H' +20," — 5,0, +H,0, (a)

2H,0, ———0, +H,0 (1,

GPx

R—OOH+2GSH——>R—OH+GSSG+HEO(C)

GSSG +2NADPH —%— 2GSH + 2NADP " (d)

Legenda: (a) Dismutacgéo do radical superoxido pela superéxido dismutase (SOD); (b) Decomposicao
do peroxido de hidrogénio pela catalase (CAT); (¢) Reducdo de hidroperéxidos pela
glutationa peroxidase (GPx); (d) Regeneracéo da glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa
redutase (GRXx).

Como descrito, em condigbes fisiolégicas, o balanco entre os agentes proé-
oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém em equilibrio. Quando ocorre
aumento na producdo de EROS, reducdo da defesa antioxidante ou ambas, a
‘homeostase oxidativa” entre os pré e antioxidantes se rompe em favor dos proé-
oxidantes e instala-se os potenciais danos celulares.

O estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese da NAFLD e NASH. Os
estudos tentam elucidar o papel da EROSno estado da doenca e o papel dos

antioxidantes neste contexto (Malhi e Gores, 2008; Sumida et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

e Administrar dietas ricas em gordura, frutose e sacarose em camundongos C57BL/6;
¢ Avaliar e comparar os efeitos adversos das dietas em parametros morfofuncionais,

bioquimicos e moleculares no figado.

2.2 Especificos

¢ Avaliar e comparar os efeitos das dietas ricas em gordura e/ou frutose sobre a massa
corporal, ingestao alimentar, sobre o colesterol total, triglicerideos, insulina e glicose;
sobre a expressao proteica de fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese,
gliconeogénese e beta-oxidacdo hepdtica; e ainda, sobre as alteracdes morfologicas
gue levam a esteatose hepética ndo alcodlica e esteatose hepatite ndo alcodlica;

¢ Avaliar e comparar os efeitos das dietas ricas em frutose e sacarose (isoenergéticas)
sobre a massa corporal e ingestao alimentar; sobre o colesterol total e triglicerideos;
sobre as enzimas hepaticas e as citocinas inflamatdrias; sobre a expresséao proteica
e génica de fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese, na beta-oxidacéo, na

gliconeogénese e no equilibrio antioxidante no figado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPERIMENTO 1

3.1.1 Animais e dietas

Os cuidados com os animais seguiram as recomendacdes do comité de ética local
para experimentacdo animal da Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob o
protocolo (CEUA/026/2011).

Foram utilizados 40 camundongos machosC57BL6/J com 12 semanas de idade,
obtidos na Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), mantidos no Laboratério de Morfologia
e Morfometria Cardiovascular (LMMC) em caixas apropriadas e condi¢cdes de
temperatura controladas (21+£2°C) e umidade (60£10%) com acesso irrestrito a comida
e agua. O ambiente foi submetido a ciclos de 12h claro-escuro, com inicio as 01:00
a.m. e de reposicao de ar (15 minutos/hora). O estudo seguiu as normas estabelecidas
no “Guide for Care and Use of Laboratory Animals” publicadas pelos US National
Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23 revisados em 1985).

Com trés meses de idade os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
de acordo com as seguintes dietas experimentais:

a) Dieta padrao, SC, composta por 9% de gordura, 15% de proteinas e 76% de
carboidratos — fonte: amido de milho; Total: 3802.8 kcal/kg;

b) Dieta rica em gordura, HF, composta por 42% de lipidios — fonte: banha de
porco; 14% de proteinas e 44% de carboidratos — fonte: amido de milho; Total: 4702.8
kcal/kg;

c) Dieta rica em frutose, HFr, composta por 9% de gordura, 15% de proteinas e
76% de carboidratos, sendo 34% de frutose; Total: 3802.8 kcal/kg;

d) Dieta rica em gordura e frutose, HF/HFr, composta por 42% de lipidios - fonte:
banha de porco, 14% de proteinas e 44% de carboidratos, sendo 34% de frutose;
Total: 4702.8 kcal/kg.

Todas as dietas seguiram as recomendacdes da AIN-93M para roedores. Os

animais receberam as dietas descritas por 16 semanas (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicao nutricional das dietas (experimento 1)

Nutrientes (g/KQ) Grupos

SC HF HFr HF/HFr
Caseina (= 85%protein) 140.0 160.0 140.0 160.0
Amido de Milho 620.7 420.69 296.8 20.7
Sacarose 100.0 100.0 100.0 100.0
Frutose e e 323.85 400.0
Oleo de Soja 40.0 40.0 40.0 40.0
Banha de Porco 180.0 180.0
Fibra 50.0 50.0 50.0 50.0
Mix de Vitaminas 10.0 10.0 10.0 10.0
Mix de Minerais 35.0 35.0 35.0 35.0
Cistina 1.8 1.8 1.8 1.8
Colina 2.5 2.5 2.5 2.5
Antioxidante 0.008 0.008 0.008 0.008
Total (g) 1.000 1.000 1.000 1.000
Energia (Kcal/Kg) 3802.8 4702.8 3802.8 4702.8
Carboidrato (%) 76 44 76 44
Frutose (%) ) ) (34) (34)
Proteina (%) 15 14 15 14
Lipidio (%) 9 42 9 42

Legenda: Grupos: SC — grupo stardart show, dieta padrao; HF — dieta high fat; HFr — grupo high
fructose; e HF/HFr — grupo high fat e high fructose

3.1.2 Massa corporal e ingestao alimentar

A massa corporal (MC) foi aferida semanalmente, em balanca digital (preciséo
0,019), a partir da 12° semana de vida até o final do experimento. A dieta foi oferecida
diariamente (4g/animal) e todo o restante do dia anterior foi desprezado, assim
obtivemos o0 controle da ingestdo alimentar (g/animal/semana) e calérica

(Kcal/animal/semana).
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3.1.3 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e Teste Intraperitoneal de tolerancia a
insulina (TITI

O TOTG e TITI foram realizadas ao final do experimento, na 15a e 16a semana. Os
animais foram mantidos em jejum durante seis horas (TOTG) ou quatro horas (TITI)
antes do teste. Para o TOTG, foi administrado glicose (1g/kg) por via oral (por sonda
oro-gastrica), enquanto que para o TITI, foi administrado insulina (0,5 unidades/kg)
por via intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas através de uma pequena
incisdo na ponta da cauda no tempo 0 (em jejum) e nos tempos de 15, 30, 60 e 120
minutos apds sobrecarga de glicose e insulina para ambos, TOTG e TITI
respectivamente. A concentracdo de glicose no sangue foi determinada com um
glicosimetro (Accu-Chek Ativa; Roche Applied Science, Brasil). A "area sob a curva"
(AUC, em unidades arbitrarias, a.u) foi calculado para avaliar a intolerancia a glicose

e a resisténcia a insulina.

3.1.4 Eutanasia

No dia da eutanasia, os animais foram mantidos em jejum durante 6 horas e foram
entdo profundamente anestesiados (pentobarbital de sodio intraperitoneal de 150
mg/kg). As amostras de sangue foram rapidamente obtidas por puncdo cardiaca a
partir do atrio direito. O figado foi dissecado, cortado e fixado durante 48h em
formaldeido preparado fresco (4% p/v em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2) para a
microscopia de luz ou armazenadas em freezer a -80 ° C para andlise por Western
blot.

3.1.5 Analises plasmaticas

Apés a coleta de sangue, o plasma foi separado por centrifugagéo (120 x g por 15
min) a temperatura ambiente. O colesterol total (CT), o triglicerideo (TG), a glicose
plasmatica e a alanina aminotransferase - ALT foram determinados pelo método
enzimatico colorimétrico e cinético utilizando um espectrofotdmetro semiautomatico e
respectivos kits para andlise (Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). Além
disso, a concentragdo plasmatica de insulina foi mensurada por kit de ELISA (Insulin,

cat. #EZRMI-13K, Millipore, Missouri, USA). A resisténcia a insulina foi estimada pelo
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modelo de avaliacdo da homeostase - HOMA-IR = [(insulina x glicose)/ 22.5](Matthews
et al., 1985).

3.1.6 Figado

Fragmentos de todos os lobos do figado foram preparados, incluidos em paraplast
Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.), seccionados em 5um e corados com
hematoxilina-eosina. Cinco campos microscopicos aleatorios foram analisadas por
animal, usando video-microscopia (microscopio Leica DMRBE, Wetzlar, Alemanha;
camera Lumenera Infinity, Otawwa, Canad4).Um sistema teste composto por 36
pontos, programa STEPanizer, foi utilizado para estimar a densidade de volume (Vv)
de NAFLD a partir da contagem de pontos que tocavam as goticulas de gordura nos
hepatécitos: Vv [esteatose] = Pp [esteatose]/Pt, onde Pp é 0 nUmero de pontos que se
sobrepdem a esteatose e Pt 0 niUmero de pontos totais do sistema (36 pontos) (Aguila
et al., 2003; Catta-Preta et al., 2011).

3.1.7 Western Blotting

A expressdo das proteinas de ligacdo ao elemento de regulacdo de esterol
(SREBP-1c - sterol regulatory element-binding proteins; Santa Cruz Biotechnology,
sc-codigo 367, CA, EUA), os receptores ativados por proliferador de peroxissomo
(PPAR-gama - peroxisome proliferator-activated receptors; Santa Cruz Biotecnology,
codigo sc-7273), PPAR-alfa (Santa Cruz Biotechnology, sc-9000 cédigo, CA, EUA), o
transportador de glucose (GLUT-2; Millipore, cat#07-1402, MA, EUA) e a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK - phosphoenolpyruvate carboxykinase;
Santa Cruz Biotechnology, cédigo sc-32879), foram detectados por imunoblotting
utilizando anticorpos policlonais de coelho. Aproximadamente 120mg de figado foi
homogeneizado em tampé&o de lise (pH 6,4) contendo inibidores de protease. A
concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada com um kit de ensaio de
proteinas BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Vinte microgramas de proteina
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % (SDS -PAGE) e
transferidos para uma membrana de PVDF (GE Healthcare BioSciences). As
membranas foram blogueadas com 5% de leite desnatado, em solugdo salina

tamponada com Tris (T-TBS) (Amershan Biosciences, Uppsala, Suécia) contendo
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0,05 % de Tween-20 (Bio Rad, CA, EUA) e, em seguida, incubadas durante a noitea
4 ° C com anti-SREBP-1c, anti-PPAR-y, anti-PPAR-a, anti-GLUT2 e anti-PEPCK.
Subsequentemente, as membranas foram lavadas trés vezes com T-TBS contendo
0,05 % de Tween-20 e incubadas com o anticorpo secundario durante 1 hora. A
proteina estrutural B-actina (Santa Cruz Biotechnology, sc-codigo 81178, CA, EUA) foi
obtida por stripping das proteinas da membrana de PVDF do figado e foi utilizada para
corrigir a expressao das proteinas mencionadas. As bandas foram detectadas por
quimiluminescéncia utilizando o kit de reagente ECL (GE Healthcare BioSciences) e
obtidas pelo sistema de imagens ChemiDoc (Bio Rad, EUA). A densidade dos sinais
foram analisados usando a versdo do software Image J. 1.47q (Wyne Rasband,
National Institutes of Health, EUA).

3.1.8 Anélise estatistica

Os dados séo expressos como médias e 0s respectivos desvios padrdo da média.
Todas as amostras foram testadas para normalidade e homogeneidade das variancias
e as diferencas entre os grupos foram testados com ANOVA de um fator com teste de
comparacgdes multiplas de Holm-Sidak (GraphPad Prism versdo 6.03 para Windows,
San Diego, CA, EUA). Em todos os casos, um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo
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3.2 EXPERIMENTO 2

3.2.1 Animais e dietas

Trinta camundongos machos C57BL6/J com 12 semanas de vida foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos nutricionais: dieta controle/stardart show - SC, dieta high
frutose - HFru e dieta high sucrose - HSu durante 15 semanas (Tabela 2).

a) Dieta padrédo, SC, composta por 76% de carboidratos — fonte: amido de milho;

b) Dieta rica em frutose, HFru, composta por 50% de frutose;

c) Dietarica em sacarose, HSu, composta por 50% de sacarose.

Os cuidados com os animais seguiram as recomendac¢des do comité de ética local
(CEUA/043/2012), ficaram em caixas apropriadas com condi¢cBes de temperatura
controladas (21+2°C) e umidade (60+10%) com acesso irrestrito a comida e agua. O
ambiente foi submetido a ciclos de 12h claro-escuro. As dietas seguiram as normas
estabelecidas no “Guide for Care and Use of Laboratory Animals” publicadas pelos
US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23 revisados em 1985).
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Tabela 2 - Composicao nutricional das dietas (experimento 2)

Nutrientes (g/KQ) SC HFru HSu
Caseina (= 85%proteina) 140,0 140,0 140,0
Amido de Milho 620,7 246,3 146,3
Sacarose 100,0 100,0 474,4
Frutose - 4744 -
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0
Fibra 50,0 50,0 50,0
Vitamina Mix 10,0 10,0 10,0
Mineral Mix 35,0 35,0 35,0
Cistina 1,8 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5 2,5
Antioxidante 0,008 0,008 0,008
Total (g) 1.000 1.000 1.000
Energia (Kcal/KQ) 3802,8 3802,8 3802,8
Carboidrato (%) 76 76 76
Sacarose (%) ) ) 50
Frutose (%) ) 50 )
Proteina (%) 15 15 15
Lipidio (%) 9 9 9

Legenda: Grupos: SC — grupo stardart show, dieta padréo; HFru — grupo high frutose; e HSu — grupo
high sucrose.

3.2.2 Massa corporal e ingestao alimentar

A massa corporal (MC) e a ingestédo alimentar seguem a mesma metodologia ja

descrita na pagina 40, experimento 1.

3.2.3 Eutanéasia

Os meétodos para a eutanasia dos animais seguem o descrito na pagina 41,

experimento 1
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3.2.4 Anélises plasmaéticas

Os cuidados com o plasma estdo descritos na pagina 41, experimento 1. Foram
analisados: o colesterol total, o triglicerideo, a glicose plasmatica, a alanina
aminotrasferase (ALT) e o aspartato aminotransferase (AST) (Bioclin, Quibasa, Belo
Horizonte, MG, Brasil). As concentragfes de insulina, adiponectina, leptina, resistina,
interleucina-6 (IL-6) e da proteina quimiotatica de mondcitos-1(MCP-1) foram obtidas
por kit de ELISA (painel MMHMAG-44K-08, Millipore, Missouri, USA). A resisténcia a
insulina foi estimada pelo modelo de avaliacdo da homeostase: HOMA-IR = [(insulina
x glicose) / 22.5] (Matthews et al., 1985).

3.2.5 Figado

A histologia hepatica seguiu a rotina descrita na pagina 42, experimento 1.

3.2.6 Western Blotting

Os procedimentos do western blotting foram os mesmos empregados no
experimento 1, pagina 42. Foram avaliados a expresséo dos seguintes anticorpos: de
expressao das proteinas de ligacdo ao elemento de regulacao de esterol (SREBP-1c
- sterol regulatory element-binding proteins; Santa Cruz Biotechnology, sc-cédigo 367,
CA, EUA), as proteinas de ligacdo ao elemento de hidrato de carbono-responsivo
(ChREBP - carbohydrate-responsive element-binding protein; Santa Cruz
Biotechnology, sc-codigo 33764, CA, EUA), os receptores ativados por proliferador
de peroxissomo (PPAR-gama - peroxisome proliferator-activated receptors; Santa
Cruz Biotecnology, codigo sc-7273), PPAR-alfa (Santa Cruz Biotechnology, sc-9000
codigo, CA, EUA), o transportador de glucose (GLUT-2; Millipore, cat#07-1402, MA,
EUA), a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK - phosphoenolpyruvate
carboxykinase; Santa Cruz Biotechnology, cédigo sc-32879), a glicose-6-fosfatase
(G6Pase — glucose-6-phosphatase; Santa Cruz Biotechnology, sc-cédigo 25840, CA,
EUA), a superoxido desmutase (SOD-2 — manganese superoxide dismutase; Santa
Cruz Biotechnology, sc-cdédigo 30080, CA, EUA), a Catalase (Santa Cruz
Biotechnology, sc-cédigo 50508, CA, EUA), a glutationa peroxidase (GPx -
glutathione peroxidase; Santa Cruz Biotechnology, sc-codigo 133160, CA, EUA) e a
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glutationa redutase (GRx — glutathione reductase; Santa Cruz Biotechnology, sc-
codigo 133245, CA, EUA).

3.2.7 PCR guantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido a partir de 50mg de figado utilizando reagente Trizol
(Invitrogen, CA, EUA). A quantificacdo do RNA foi determinada em espectrofotometria
NanoVue (GE Life Sciences) e 1 mg de RNA foi tratado comDNase | (Invitrogen). A
sintese da primeira cadeia de cDNA foi realizada utilizando iniciadores Oligo (dT)para
RNAmM e Superscript Ill da transcriptase reversa (ambos dalnvitrogen). O PCR
guantitativo em tempo real (RT- qPCR) foi realizado utilizando StepOnePlus Real-
Time PCR System (Life Technologies, CA, USA) e o SYBR Green mix(Invitrogen).
Primers para gPCR foram desenhados utilizando o software Primer3 on-line como
indicados na Tabela 3. A B-actina foi utilizada para normalizar a expressao dos genes
selecionados. As eficiéncias de RT-gPCR para o gene alvo e da [B-actina foram
aproximadamente iguais e calculados a partir de séries de diluicdo de cDNA. As
reacfes em tempo real de PCR foram realizadas como se segue: depois de uma pré-
desnaturacdo e programa desativacdo da polimerase (4 min a 95°C), quarenta e
quatro ciclos, cada uma consistindo em95°C durante 10s e 60°C durante 15s foram
seguidos por um programa de curva de fusdo (60 a 95°C, com taxa de aquecimento
de 0.1°C/s). Os controles negativos consistiram em pocos nos quais o0 cDNA foi
substituido por 4gua deionizada. A relacdo de expressao relativa (RQ) de RNAm foi
calculado pela equacédo 222t em que -ACT expressa a diferenga entre o nimero de

ciclos (TC) dos genes-alvo e da B-actina.
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Tabela 3. RT-gPCR primers e respectivas sequéncias (experimento 2).

Gene (5°-3’) Primers

B-actin FW  TGTTACCAACTGGGACGACA
B-actin RV  GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
SREBP-1c FW  AGCAGCCCCTAGAACAAACA
SREBP-1c RV ~ TCTGCCTTGATGAAGTGTGG

ChREBP/ MLXIPL FW GCATCCTCATCCGACCTTTA
ChREBP/ MLXIPL RV ~ GATGCTTGTGGAAGTGCTGA

PPAR-y FW  CATCGAGGACATCCAAGACA
PPAR-y RV ~ ACGATCTGCCTGAGGTCTGT
PPAR-a FW TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
PPAR-a RV TCGGACTCGGTCTTCTTGAT
MNSOD FW  AACCATCCACTTCGAGCAGA
MNSOD RV GGTCTCCAACATGCCTCTCT
CATALASE FW  ACATGGTCTGGGACTTCTGG
CATALASE RV CAAGTTTTTGATGCCCTGGT
GPX-1 FW GTCCACCGTGTATGCCTTCT
GPX-1 RV TCTGCAGATCGTTCATCTCG
GRx FW  CACGACCATGATTCCAGATG
GRX RV CAGCATAGACGCCTTTGACA

Legenda: Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBP-1C), Carbohydrate-responsive element-
binding protein (ChREBP), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y),
Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-a), Manganese superoxide
dismutase 2, mitochondrial (MNSOD), Glutathione peroxidase (GPx) e Glutathione
reductase (GRx).
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3.2.8 Anélise estatistica

Os dados sdo expressos como as medias e erro padrdo da média. Todas as
amostras foram testadas para normalidade e homogeneidade das variancias e as
diferengas entre os grupos foram testados com ANOVA de um fator com andlise de
comparagdes multiplas de Holm-Sidak (GraphPad Prism versdo 6.03 para Windows,
San Diego, CA, EUA). Em todos os casos, um valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Massa corporal e ingestao alimentar

A massa corporal dos grupos HF e HF/HFr foram 12% (P<0,001) e 15% (P<0,001)
maiores, respectivamente, quando comparados aos animais SC. A massa corporal do
grupo HF/HFr foi 12% maior em relacdo ao grupo HFr (P<0,001). Contudo, a massa
corporal do grupo HFr ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa quando
comparado ao grupo SC (Figura 9). Além disso, a ingestdo alimentar
(g/animal/semana) ndo apresentou diferenca entre os grupos estudados (Tabela 4).

Os resultados da ingestdo energética (kcal/animal/semana) seguem os resultados
encontrados na massa corporal. Nao houve diferenca entre os grupos SC e HFr ou
entre os grupos HF e HF/HFr. Devido a maior densidade energética das dietas que
contém gordura na sua composicao, a ingestado energética foi 11% maior no grupo HF
(P<0,001) e 10% maior no grupo HF/HFr (P<0,001) em relacdo ao grupo SC
(Tabela4).
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Figura 9- Grafico de evolucdo da massa corporal (experimento 1)

32
O SC = HF
o HFr O HF/HFr [a][b]
[a]l#SC [b]#HF [c]#HFr
30 F
C
©
| .
o
E- 28
o
®)
(]
(%)
n
[{"]
=
26 |

1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Semanas

Legenda: As dietas foram administradas por 16 semanas. SC — standard chow/grupo controle, HF —
grupo high-fat, HFr — grupo high-frutose, HF/HFr — grupo high-fat e high-frutose. Valores
expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas significativas foram
consideradas em cada semana (P<0,05) comparados com 2SC, "HF ecHFr.

4.1.2 TOTG, TITI e Insulina

A area sobre a curva (AUC) do TOTG foi maior nos grupos HF (+15%; P<0,05), HFr
(+16%; P<0,01) e HF/HFr (+12%; P<0,05) quando comparados ao grupo SC (Tabela
4). A AUC do TITI seguiu a mesma tendéncia, foi maior nos grupos HF (+36%,
P<0,05), HFr (+49%; P<0,01) e HF/HFr (+38%, P<0,05) em relacdo ao SC. A
concentracéo de insulina plasmatica foi maior nos grupos HF (+68%; P<0,001), HFr
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(+49%; P<0,01) e HF/HFr (+47%; P<0,01). Consequentemente, 0 HOMA-IR foi maior
nos grupos HF (+295%; P<0,001), HFr (+194%; P<0,001) e HF/HFr (+194%; P<0,01)

guando comparados ao grupo SC (Tabela 4).

4.1.3 Colesterol, triglicerideos e glicose

Houve aumento do colesterol nos trés grupos dietéticos estudados: HF (+49%;
P<0,01), HFr (+37%; P<0,05) e HF/HFr (+68%; P<0,001) em relacdo grupo SC. O
triglicerideo plasmético acompanhou os resultados do colesterol total, sendo 14%
maior no grupo HF (P<0,001), 15% maior no grupo HFr (P<0,001) e 14% maior no
grupo HF/HFr (P<0,001). Ao final do experimento, a glicose plasmatica foi 142% maior
no grupo HF (P<0,001), 96% maior no grupo HFr (P<0,01) e 101% maior no grupo
HF/HFr (P<0,01) quando comparados ao grupo SC (Tabela 4).

4.1.4 Figado

A concentracdo de ALT foi maior nos grupos HF (+134%; P<0,001), HFr (+115%;
P<0,01) e HF/HFr (+102%; P<0,01) quando comparados ao grupo SC (Tabela 4).

Os resultados do triglicerideo hepatico foram similares ao observado no triglicerideo
plasmatico. Foi encontrado aumento nos grupos HF (+69%; P<0,001), HFr (+24%;
P<0,05) e HF/HFr (+48%; P<0,001) em relac&o ao grupo SC. Os niveis de triglicerideo
hepético no grupo HF/HFr ainda foram 19% maiores quando comparados ao grupo
HFr (P<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Ingestéo alimentar e respostas bioquimicas (experimento 1)

o Grupos
Variaveis

sc HF HFr HF/HFr
Alanina aminotransferase (mg/dl) 35,05+7,81 81,936,532 75,2045,662 70,97+4,922

Ingestdo Energética (kcal/animal/
12330 £ 204 13741 +3482 12126 +427° 13565 * 2162°

semana)

Ingestdo alimentar (g/animal/semana) 3,24+0,40 2,92+0,37 3,18+0,56 2,8810,23
Glicose (mmol/L) 5,08%0,70 12,31+1,142 9,98 +0,882 10,20+1,042
Triglicerideo Hepatico (mg/dl) 74,8+1,4 126,2+4,62 93,0+1,82P 110,9+6,12bc
HOMA-IR 1,0+0,14 4,1+0,352 3,1+0,322 3,1+0,312
Insulina (LIU/mI) 4,6+0,11 7,840,502 6,910,362 6,840,492
TITI (AUC, a.u.) 601,7+59,9 817,0+23,42 896,9+22,32 829,8+73,02
TOTG (AUC, a.u.) 1086,2+21,2 1249,2+24,52  1261,8+42,82  1214,8+32,5P¢
Colesterol Total (mg/dI) 74,2+5,6 110,8+5,92 101,8+3,82 124,5+8,42
Triglicerideo (mg/dl) 58,0+1,4 66,0+0,52 66,8+0,92 66,4+0,72

Nota: Valores expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas significativas foram consideradas (P<0,05) comparados com 2SC, °"HF e °HFr.
Abreviacdes: a.u (unidade arbitraria), AUC (area sobre a curva), HOMA-IR (homeostasis model assessment for insulin resistance), TITI (teste
intraperitoneal de tolerancia a insulina) e TOTG (teste oral de tolerancia a glicose).
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A estrutura hepatica ficou marcada pela vasta quantidade de gordura infiltrada em
seus hepatdcitos. Houve aumento da esteatose hepatica ndo alcodlica nos grupos HF
(+760%; P<0,001), HFr (+679%; P<0,001) e HF/HFr (+667%; P<0,001) em relacdo ao
SC (Figura 10G). Foi observado maior frequéncia de binucleacdo nos grupos HF
(+50%), HFr (+33%) e HF/HFr (+50%) quando comparado ao grupo SC (Figura 10H).
Além disso, focos de necroinflamacao foram observados somente nos grupos HFr e
HF/HFr (Figura 10E e 10F).

Figura 10 - Densidade de volume de esteatose hepéatica e frequéncia de binucleacao
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HF/HFr (F — setas abertas). A quantificacdo da esteatose hepatica no grafico (G) e da
binucleacdo em (H). Valores expressos como média + erro padrdo da média. Diferengas
significativas foram consideradas (P<0,05) comparados com 2SC.

Nota: Os figados dos grupos HF, HFr e HF/HFr apresentam aumento da esteatose hepéatica com macro

(setas fechadas) e microvesiculas de gordura (setas abertas).
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Comparado ao grupo SC, foi observado aumento na expressao hepatica de
SREBP-1c nos grupos HF (91%; P<0,001), HFr (53%; P<0,05) e HF/HFr (90%;
P<0,001) (Figura 11A); e na expressao de PPAR-y nos grupos HF (+160%; P<0,001),
HFr (52%; P<0,05) e HF/HFr (62%; P<0,01) (Figura 11B). Em contraste, a expressao
hepatica de PPAR-a foi reduzida nos grupos HF (-25%; P<0,05), HFr (-25%; P<0,05)
e HF/HFr (-62%; P<0,001). A menor expressao de PPAR- a foi observada no grupo
HF/HFr em comparagdo com o grupo HF (-49%; P<0,01) e com o grupo HFr (-49%;
P<0,01) (Figura 11C).

Figura 11 - Expresséao proteica dos fatores de transcricdo lipogénicos, oxidativos e
glicoliticos
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Legenda: (A), peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-y) (B), PPAR-a (C), glucose
transporter (GLUT-2) (D)ephosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (E). A expressao
hepética das proteinas mencionadas foram corrigidas, normalizadas, pela expressao
hepatica de beta-actina e expressas em unidades arbitrarias (a.u). Valores expressos
como média + erro padrao da média. Diferencas significativas foram consideradas
(P<0,05) comparados com 2SC, "HF e °HFr.

Nota: Sterol regulatory element-binding proteins (SREBP-1c).

A PEPCK foi aumentada nos grupos HF (113%; P<0,001), HFr (68%; P<0,05) e
HF/HFr (74%; P<0,01) (Figura 11E); bem como do GLUT2 nos grupos HF (990%;
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P<0,001), HFr (481%; P<0,01) e HF/HFr (706%; P<0,001) quando comparados ao
grupo SC (Figura 11D).

Em comparacdo com o grupo de SC, a relacao entre SREBP-1c e PPAR—a foi maior
no grupo HF (156%; P<0,01), no grupo HFr (114%; P<0,05) e no HF/HFr (537%;
P<0,001). O grupo HF/HFr mostrou a maior razao entre a SREBP-1c e PPAR-a, maior
que o grupo de HF (149%; P<0,001) e maior que o grupo HFr (198 %; P<0,001) (Figura
12A).

Da mesma forma, a relacdo entre o PPAR-y e PPAR-a também foi maior no grupo
de HF (168%; P<0,001), no grupo HFr (136%; P<0,01) e no grupo HF/HFr (313%;
P<0,001). Mais uma vez o grupo HF/HFr mostrou os maiores valores na relacdo entre
PPAR-y e PPAR-a, maior que o grupo HF (54%; P<0,001) e o grupo HFr (75%;
P<0,001) (Figura 12B).

Figura 12- Razdao lipogénese e beta-oxidacéo
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Legenda: (A) e a razdo entre o PPAR-y/PPAR-a (B); expressos em unidades arbitrarias (a.u). Valores
expressos como meédia + erro padrdo da média. Diferengas significativas foram consideradas
(P<0,05) comparados com 2SC, "HF e °HFr.
Nota: O sterol regulatory element-binding proteins (SREBP-1c) /peroxisome proliferator-activated
receptors (PPAR-a).
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4.2 EXPERIMENTO 2

4.2.1 Massa corporal e ingestao alimentar

Devido as dietas estudadas serem isoenergéticas entre si, ndo houve diferenca na
massa corporal entre os trés grupos dietéticos (SC, HFru e HSu) (Figura 13), bem
como na ingestao alimentar em g/animal/semana e calorica em Kcal/animal/semana
(Tabela 5).

Figura 13- Grafico de evolucdo da massa corporal (experimento 2)
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Legenda: As dietas foram administradas por 15 semanas. SC — standard chow/grupo controle, HFru —
grupo high-frutose e HSu — grupo high sucrose. Valores expressos como média + erro padrédo
da média.
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Tabela 5 -. Ingestdo alimentar e energética (experimento 2)

Grupos
Variaveis

SC HFru HSu

Ingestao alimentar (g/animal) 255+0,08 2,79+£0,10 2,59%0,15

Ingestdo energética

_ 40,6 +1,2 444+ 1,5 41,2+ 25
(103K J/animal)

Nota: Valores expressos como média + erro padréo da média

4.2.2 Respostas bioguimicas

Houve aumento do colesterol total nos grupos HFru (+40%; P<0,05) e HSu (+35%;
P<0,05) quando comparados ao grupo SC. O mesmo foi observado para o
triglicerideo, aumento nos grupos HFru (+27%; P<0,01) e HSu (+28%; P<0,01). As
enzimas hepaticas encontraram-se alteradas com aumento da ALT nos grupos HFru
(+128%; P<0,001) e HSu (+58%; P<0,05). Neste parametro o grupo HFru apresentou
0s maiores valores de ALT quando comparados ao grupo HSu (+31%; P<0,05). A AST
também foi maior nos grupos HFru (+100%; P<0,01) e HSu (+90%; P<0,01). A glicose
plasmatica também foi maior nos grupos HFru (+84%; P<0,01) e HSu (+96%;
P<0,001). Houve hiperinsulinemia nos animais HFru (+132%; P<0,05) e HSu (+117%;
P<0,05). Quando calculado o HOMA-IR, observou-se resisténcia a insulina nos grupos
HFru (+296%; P<0,05) e HSu (+287%; P<0,05). A leptina acompanhou os resultados
da insulina. Houve hiperleptinemia nos grupos HFru (+50%; P<0,05) e HSu (+143%;
P<0,001) quando comparados ao grupo SC. Os maiores valores de leptina foram
observados no grupo HSu (+62%; P<0,001), quando comparados ao grupo HFru. Em
contrapartida, foi observado reducéo da adiponectina plasmatica nos animais HFru (-
34%; P<0,05) e HSu (-37%; P<0,05). A resistina foi maior nos grupos HFru (+40%;
P<0,05) e HSu (+33%; P<0,05). O perfil inflamatorio foi aumentado nos grupos frutose
e sacarose, com aumento da IL-6 nos animais HFru (+148%; P<0,01) e HSu (+83%;
P<0,05); e da MCP-1 em HFru (+139%; P<0,05) e HSu (+258%; P<0,001), em relacéo
ao grupo SC. Os maiores valores de MCP-1 foram observados no grupo HSu (+50%;

P<0,05) quando comparado ao grupo HFru (Tabela 6). No grupo OB-NT, a estrutura
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do figado foi caracterizada por uma infiltracdo de gordura e pela presenca de macro e

microvesiculas intra-hepaticos, caracterizando a esteatose hepatica.

Tabela 6 - Respostas bioquimicas (experimento 2)

Grupos
Plasma
SC HFru HSu

Adiponectina (pg/ml -

7,1+6,9 4,6 + 6,6 [a] 4,4 +6,9 [a]
x106)
ALT (U/L) 19,8+3,3  452+42[a] 31,2+1,8[a][b]
AST (U/L) 422+49 84,6 + 7,8 [a] 80,2 + 9,6 [a]
Colesterol Total (mg/dl) 1176+£6,9 1645+13,1[a] 159,0+12,3]a]
Glicose (mmol/L) 5,6+0,2 10,3 £ 0,7[a] 11,0+ 1,1 [a]
HOMA-IR 55+0,9 21,8 + 4,6 [a] 21,3+ 3,4]a]
Insulina (uIU/L) 18,9+ 3,8 43,8 + 7,9 [a] 41,0 + 6,4[a]
IL-6 (pg/ml) 6,5+1,5 16,1 £ 1,6 [a] 11,9 + 1,3[a]
Leptina (pg/ml - x103) 6,1+0,3 9,2+0,9[4a] 15,0 £ 0,9 [a][b]
MCP-1 (pg/ml) 8,4+0,6 20,1 +£2,1 [4] 30,1 +£4,1 [a][b]
Resistina (pg/ml - x10%) 1,3+0.05 1,8 +0,1[a] 1,7 £ 0.07 [a]
Triglicerideo (mg/dl) 59,4+35 75,7 £ 2,8 [a] 76,0 £ 2,7 [a]

Nota: Valores expressos como média + erro padrdo da meédia. Diferencas significativas foram
consideradas (P<0,05) comparados com 2SC e "HFru. Abreviacdo: HOMA-IR (homeostasis
model assessment for insulin resistance)
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4.2.3 Figado

O dano hepatico foi observado desde a disseccdo do 6rgdao, como demostrado na

Figura 14, principalmente no grupo HFru.

Figura 14- Imagens do figado in situ

Y

Legenda: SC - standard chow/grupo controle, HFru — grupo high-frutose e HSu — grupo high sucrose

Os figados dos grupos nutricionais estudados apresentaram abundante infiltrado
gorduroso e algumas areas de necroinflamacéo, como demonstrado na Figura 15. Foi
observado um aumento de 446% de esteatose hepatica no grupo HFru (P<0,001) e

um aumento de 430% no grupo HSu (P<0,001), quando comparados ao grupo SC.
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Figura 15 - Densidade de volume de esteatose hepatica
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Legenda: Grupos SC — standard chow/grupo controle, HFru — grupo high-frutose e HSu — grupo high
sucrose.

Nota: As fotomicrografias demonstram o aumento da NAFLD com macro e microvesiculas de gordura;
e ainda, a presenca de infiltrado necroinflamatdrio, principalmente nos grupos HFru e HSu.

4.2 .4 Expresséo proteica e génica no figado

Foi observado aumento da lipogénese, da gliconeogénese e reducdo da beta-
oxidacao e do balanco antioxidante nos animais que consumiram frutose e sacarose
guando comparado aos animais que consumiram dieta controle.

Houve aumento na expressédo proteica de SREBP-1c de 83% no grupo HFru
(P<0,01) e de 117% no grupo HSu (P<0,001) (Figura 16A); de ChREBP em 88% no
grupo HFru (P<0,05) e 113% no grupo HSu (P<0,01) (Figura 16B); e do PPAR-y em
57% no grupo HFru (P<0,05) e 100% no grupo HSu (P<0,01), ambos comparados ao
grupo SC (Figura 16C). Em contrapartida, houve reducdo do PPAR-a de 37% nos
animais HFru (P<0,05) e de 27% nos animais HSu (P<0,05), em relacdo ao SC (Figura
16D).

Observou-se aumento na expressao das proteinas envolvidas na gliconeogénese:
o0 GLUT-2 foi maior nos grupos HFru (+63%; P<0,05) e HSu (+50%; P<0,05) (Figura
16E); assim como a PEPCK nos grupos HFru (+67%; P<0,05) e HSu (+83%; P<0,01)



62

(Figura 16F); e, por fim, a G6Pase foi aumentada nos grupos HFru (+114%; P<0,01)
e HSu (+71%; P<0,05), comparados ao grupo SC (Figura 16G).

Foi observado alteracdes no balanco oxidante dos animais HFru e HSu com
reducdo da SOD em 36% no grupo HFru (P<0,01) e de 27% no grupo HSu (P<0,01)
(Figura 17A); da CATALASE em 50% no grupo HFru (P<0,01) e de 33% no grupo HSu
(P<0,05) (Figura 17B); e da GRx em 40% no grupo HFru (P<0,01) e de 30% no grupo
HSu (P<0,05) Figura 17D). Nao houve diferenca na expressao proteica de GPx entre

os trés grupos estudados (Figura 17C).

Figura 16- Expressao proteica de fatores de transcricdo lipogénicos, oxidativos e
glicoliticos
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Legenda: (A) SREBP-1c; (B) ChREBP; (C) PPAR-y; (D) PPAR- a; (E) GLUT-2; (F) PEPCK and (G)
G6Pase. Todas as expressdes proteicas foram corrigidas pela expressdo da [B-actina
(expressas em unidade arbitraria - arbitrary units, a.u); (H) Bandas representativas de cada
proteina estudada. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas
significativas foram consideradas (P<0,05) comparados com a2SC e PHFru.
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Figura 17- Expressao proteica das enzimas antioxidantes
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Legenda: (A) SOD; (B) CATALASE; (C) GPx; (D) GRx; Todas as expressdes proteicas foram corrigidas
pela expressdo da B-actina (expressas em unidade arbitraria - arbitrary units, a.u); (E)
Bandas representativas de cada proteina estudada. Valores expressos como média * erro
padrdo da média. Diferencas significativas foram consideradas (P<0,05) comparados com
aSC e PHFru.

O comportamento da expressdo génica foi similar ao observado na expressao de
proteinas. Houve aumento na expressao dos genes alvo da lipogénese e reducéo na
expressdo do gene responsavel pela beta-oxidacdo nos grupos dietéticos estudados
em relacdo ao grupo SC. A expressao do RNAmM do SREPB-1C foi maior nos grupos
HFru (+344%; P<0,001) e HSu (+136%; P<0,05); o grupo HFru apresentou os maiores
valores desta expressédo quando comparados ao grupo HSu (+47%; P<0,01) (Figura
18A). O mesmo foi observado para expressao do RNAm do ChREBP, houve aumento
nos grupos HFru (+345%; P<0,001) e HSu (+151%; P<0,05); e ainda, o grupo HFru
apresentou os maiores valores deste parametro, 44% maior que o grupo HSu (P<0,05)
(Figura 18B). A expressdo do RNAm do PPAR-y também foi maior nos grupos HFru
(+193%:; P<0,01) e HSu (+133%; P<0,05) quando comparado ao SC (Figura 18C). Em
contrapartida, a expressdao do RNAm do PPAR-a foi menor nos grupos HFru (-34%;
P<0,05) e HSu (-74%; P<0,001); a maior reducao foi encontrado no grupo HSu (-62%;
P<0,05), em relacao ao grupo HFru (Figura 18D). Esses dados reforcam a prevaléncia

dos genes envolvidos na lipogénese frente a reducdo da beta-oxidacao.
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Também foi observado a redugdo na expressdo dos genes responséveis pelo
balanco oxidante nos grupos dietéticos estudados em relagdo ao grupo SC. Houve
reducdo do RNAm da SOD nos grupos HFru (-55%; P<0,05) e HSu (-81%; P<0,01)
(Figura 18E); do RNAmM da Catalase nos grupos HFru (-67%; P<0,05) e HSu (-88%;
P<0,01) (Figura 18F); e do RNAmM da GRx nos grupos HFru (-56%; P<0,05) e HSu (-
67%; P<0,05), para todos os genes comparados ao grupo SC (Figura 18H). Nao houve
diferenca significativa na expressdo génica de GPx nos trés grupos dietéticos
estudados (Figura 18G).

Figura 18- Expressao génica dos fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese, na
beta-oxidacdo e na defesa antioxidante
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Legenda: (A) SREBP-1c; (B) ChREBP; (C) PPAR-y; (D) PPAR-q; (E) SOD; (F) CATALASE; (G) GPx
and (H) GRx. Controle enddgeno, 3-actina, foi usada para normalizar a expresséo dos genes
mencionados. Valores expressos como média

significativas foram consideradas (P<0,05) comparados com 2SC e °HFru.

+ erro padrdo da média. Diferencas
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5 DISCUSSAO

Camundongos C57BL/6, quando submetidos a intervencdes dietéticas, ricas em
gordura ou acgucares, de forma isolada ou combinada, mimetizam uma série de
componentes caracteristicas da sindrome metabdlica humana, como a obesidade, a
dislipidemia, a resisténcia a insulina (RI) e a esteatose hepatica néo alcodlica (NAFLD
— nonalcoholic fatty liver disease) (Gallou-Kabani et al., 2007; Takahashi et al., 2012).

A ingestao cronica de dieta hiperlipidica leva ao ganho de peso, desenvolve a Rl e
a NAFLD, além da producdo de citocinas inflamatérias, como bem descrito na
literatura. Embora o aumento do consumo de frutose como acgUcar de adi¢cao tenha
um impacto >400kcal/dia/pessoa no mundo, o que corrobora com os dados
epidemioldgicos atuais da obesidade, os efeitos da frutose, parece, em parte, ser
independente do aumento da massa corporal (Janevski et al., 2012; Lustig et al.,
2012). Nossos dados demonstram que ndo houve aumento da massa corporal dos
animais que consumiram frutose isoladamente ou sacarose. Em parte, isto pode estar
relacionado com o tempo de administracdo da dieta e/ou a percentual de frutose e
sacarose utilizado. E ainda, as dietas foram isoenergéticas entre si. As alteracdes na
massa corporal foram apenas observadas nos grupos que consumiram dieta rica em
gordura de forma isolada ou combinada com a frutose, devido a densidade energética
do lipidio.

A sacarose é um dissacarideo formado por glicose e frutose cujos efeitos sobre o
perfil dos carboidratos, principalmente sobre o controle da glicemia para individuos
diabéticos, vém sendo estudados ha alguns anos. Inicialmente acreditou-se que a
utilizacdo da frutose para esses individuos poderia ser benéfica por minimizar o
impacto sobre a glicemia, quando comparado a glicose (Muraki et al., 2013). No
entanto, a médio e longo prazo dietas ricas em frutose resultaram em hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, inflamagéo, Rl e NAFLD, resultados estes também observado
com o consumo de sacarose (Schaefer et al., 2009; Tranchida et al., 2012).

A frutose € um carboidrato simples, com baixo indice glicémico, que retarda a
absorcdo de glicose. No entanto, parece que a médio e longo prazo é capaz de
interromper a via de sinalizac&o de insulina, conduzindo a hiperglicemia acompanhada
por uma hiperinsulinemia compensatoria (Coate et al., 2013). A hiperglicemia e a
hiperinsulinemia ocorre possivelmente porque ativam proteinas da familia MAPK
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(MKK7 e MAPKS) induzindo a fosforilagdo em serina do receptor de insulina (IRS-1)
levando a resisténcia a insulina hepética (Lim et al., 2010). Este fenébmeno, por sua
vez suprime a absorcado de glicose, levando ao aumento dos niveis de glicose no
sangue e um aumento concomitante da secrecao insulina. Embora ndo tenha sido
avaliada o IRS-1, a reducéo de sua fosforilacdo no figado dos animais alimentados
com frutose pode estar relacionada com a resisténcia a insulina neste modelo(Bezerra
et al., 2000). Os nossos dados indicam que o consumo de frutose e/ou lipidios
(isolados ou combinados) e sacarose favoreceram o desenvolvimento da RI, com
aumento do HOMA-IR, glicose e insulina plasmatica.

Tanto animais quanto humanos alimentados com dietas ricas em sacarose e frutose
apresentam aumento de colesterol e triglicerideo devido ao aumento da producéo de
VLDL (Fried e Rao, 2003; Tappy et al., 2010). A literatura pontua que, por vias
distintas, o consumo de frutose e de sacarose, de forma crbnica, levam ao quadro de
resisténcia a insulina e a leptina. Dois mecanismos s&o propostos para o0
desenvolvimento da obesidade: o aumento da palatabilidade associada a hiperfagia e
ao ganho de peso; e ainda reduzida capacidade de resposta da leptina que contribui
para continuidade desde ciclo vicioso, com aumento do consumo nutricional
(overnutrition) e ganho de peso (Vasselli, 2012). Embora n&o tenha sido observada
hiperfagia nos nossos dados, a resisténcia a leptina foi encontrada. O aumento dos
niveis de leptina podem ocorrer devido a hiperinsulinemia crbénica. Animais
submetidos ao consumo de dieta rica em sacarose (32% de sacarose) combinada ou
ndo com uma dieta hiperlipidica (42% de lipidio) por oito semanas, também
apresentaram hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, sem incremento da
massa corporal no grupo sacarose (Oliveira et al., 2014).

O aumento da lipogénese, dos acidos graxos livres circulantes, favorecendo o
guadro de NAFLD, associado a Rl correlacionam-se positivamente com o0 aumento da
inflamacédo sistémica (Van Gaal et al., 2006). Estudos recentes ja mostram que ha
aumento poés-prandial das adipocinas inflamatorias IL-6, resistina, leptina e reducéo
da adiponectina entre uma hora e até quatro horas apos alimentacao rica em frutose
(Rodrigues et al., 2014). Outra adipocina envolvida no processo € o MCP-1 que pode
induzir a ativacdo e a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e ainda, sua
expressdo aumentada esta correlacionada a NAFLD e a Rl (Kamei et al., 2006; Kanda
et al., 2006). Os macrofagos, por sua vez, fornecem importante fonte de fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) e de IL-6 (Trayhurn e Wood, 2004). No presente estudo,
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nés demonstramos aumento de IL-6, MCP-1, leptina, resistina e reducdo da
adiponectina plasmatica em ambos os grupos, frutose e sacarose.

No figado, a frutose é transformada em glicose através da frutoquinase. A glicose
sera usada pelo préprio figado com trés destinos distintos: gerar energia, para ser
convertida em glicogénio hepatico ou ser transformada em triglicerideo. Quando
suplanta a capacidade de armazenamento hepético de glicogénio, estes &cidos
graxos se depositam no préprio figado, levando a NAFLD; ou se dirigem a corrente
sanguinea e se depositam no tecido adiposo (Fried e Rao, 2003). Além disso, a Rl
contribui para esta sinalizac¢ao lipogénica no interior do figado (Gaggini et al., 2013).
Os principais reguladores da lipogénese hepatica (de novo lipogenesis — DNL) sao o
SREBP-1C, ChREBP e o PPAR-y. Niveis aumentados de SREBP-1c ativam a acetil-
CoA carboxylase-2 (ACC2), que é a isoforma da acetil-carboxilase (ACC). Esta Ultima,
por sua vez, produz malonil-CoA que inibe a acdo da carnitina-palmitol transferase
(CPT1), resultando em diminuicdo da oxidacdo dos acidos graxos livres (FFA- fatty
free acids), via reducdo do PPAR-a. E ainda, a atividade aumentada de SREBP-1c
resulta em aumento da expressdo de PPAR-y, contribuindo ainda mais para a
lipogénese hepéatica em detrimento a oxidagcdo (Lim et al.,, 2010; Nomura e
Yamanouchi, 2012). Nés observamos aumento da expressao proteica e génica de
SREBP-1c, de PPAR-y, de ChREBP e reducédo do PPAR-a, corroborando assim com
a NAFLD evidenciada nas fotomicrografias.

O PPAR-y além de estar diretamente envolvido no metabolismo lipidio, é capaz de
regular a expressao de proteinas e de genes envolvidos na homeostase glicidica. Sua
ativacao induz a expressao de genes envolvidos na sinalizagdo da insulina como a
adiponectina, da PEPCK e do receptor de insulin-2 (IRS-2) (Guo e Tabrizchi, 2006).

A PEPCK e G6Pase séo as enzimas chave da gliconeogénese e sao reguladas em
nivel transcricional no figado (Perry et al., 2014). S&o ativadas pelo glucagon durante
0 jejum e suprimidas apoés a alimentacao, pela insulina. O GLUT2 também atua neste
processo, promovendo o influxo de glucose no figado no periodo pds-prandial e o
efluxo da mesma em situacdes de jejum (Guillemain et al., 2000). No entanto, na
presenca de Rl observamos superexpressdao de PEPCK, de G6Pase e de GLUT2,
como observado em nosso experimento.

O aumento na producdo hepética de glicose, em resposta ao aumento da
expressao da G6Pase, resulta em ativacdo da ChREBP e consequente ativacao de

seus genes-alvo, que inclui: a ACC, a sintese de acido graxo (FAS - fatty acid
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synthase) e a piruvato quinase hepética (L-PK - L-type pyruvate kinase), favorecendo
nova sintese de acidos graxos (DNL) (Garber e Lustig, 2011).

Alteracbes nas enzimas hepaticas (ALT e AST), em resposta a lesdo hepatica,
também foram observadas no nosso modelo. Recente publicacdo demonstrou
correlacao positiva entre a avaliacdo da ALT com o diagndstico da NAFLD, da Rl e
dos marcadores inflamatorios em uma amostra de 348 criancas entre,
aproximadamente, 5 e 16 anos de idade (Loureiro et al., 2014).

A presenca de NAFLD favorece a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e a reducao da sintese de antioxidantes hepéticos. Fisiologicamente, niveis
baixos de EROS, envolvidos em processos celulares vitais, sdo necessarios indicando
o equilibrio entre a atividade oxidativa e a resposta antioxidante. Por defini¢cdo, o
estresse oxidativo pode ser entendido como o desequilibrio entre a formacéo e
remocgéao de agentes oxidantes no metabolismo, decorrente da geragéo excessiva de
EROS e/ou diminuicdo de antioxidantes enddgenos. O figado é rico em mecanismos
de defesa antioxidante que incluem: a glutationa reduzida (GSH), vitaminas C e E, a
superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa reductase (GRx), dentre outras (Mahan LK, 2008). No entanto, um
desequilibrio na cadeia respiratéria mitocondrial € a principal fonte de ROS,
superoxido (O2-), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (H+) (Fraulob et
al., 2012). O acumulo de colesterol tem papel na inducdo do estresse oxidativo
mitocondrial através da deplecdo da GSH nos hepatdcitos e na formacéao de citocinas
pré-inflamatérias (Johnson et al.,, 2009a). Embora com resultados ainda muito
controversos, varias evidéncias indicam que os mecanismos de defesa antioxidante
sao reduzidos na presenca de NAFLD. Em pacientes com NAFLD foi observado
reducdo do contetdo de glutationa e da SOD, e aumento destas em pacientes com
NASH (Elliott et al.,, 2002). Em estudo com animais alimentados com dieta
hiperlipidica, foi observado redugcdo da GRx, da GPx, da SOD e da CAT (Benton,
2010). Os hepatocitos sdo muito resistentes ao H202, em grande parte, pela alta
atividade da CAT, da GRx e da GPx (Nomura e Yamanouchi, 2012). Porém, de forma
cronica, a exposicdo continuada as EROS tende a um desequilibrio em prol das
espécies pro-oxidantes e/ou desequilibrio das espécies antioxidantes, culminado em
lesBes hepéticas, como demonstrado neste experimento.

A avaliacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), que sé&o

formados a partir da peroxidacéao lipidica e mede o malondialdeido (MDA) gerados a
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partir destes hidroperéxidos de lipidios, também € um forma de verificar o dano
oxidativo. Ratos Wistar alimentados com frutose por oito semanas apresentaram
reducdo da tolerancia a glicose, da sensibilidade a insulina, da SOD, da CAT; e
aumento da relacdo AST/ALT, do triglicerideo e de TBARS no figado, mostrando dano
hepético significativo (Botezelli et al., 2012).

NASH é definida com a presenca de NAFLD e inflamag&o com lesdo hepatocelular
(ballooning), com ou sem a presenca de fibrose. E a progressédo NAFLD-NASH pode
ser resultado da lipotoxicidade hepatica causada pelo excesso de acidos graxos, que,
por sua vez, pode induzir a formacao de EROS resultando em estresse lipotdxico nas
mitocéndrias (disfuncdo mitocondrial) e do reticulo endoplasmatico, com consequente
disfuncéo e morte celular por apoptose ou necrose (Grundy et al., 2004; Schulze e Hu,
2004; Malhi e Gores, 2008). Além destas altera¢gdes funcionais, o figado gorduroso
também apresenta diminuicdo no parénquima hepatico. O constante bombardeio de
acidos graxos promove o aumento do estresse oxidativo, o que favorece a presenca
de inflamacao necrdtica, leséo tecidual e fibrose, caracteristicas estas que definem a
progressao da doenca para NASH (Souza-Mello et al., 2010; Scully, 2014). Pacientes
obesos com lesdes fibroinflamatérias também apresentam reducdo da adiponectina
sérica (Cancello et al., 2006). No nosso estudo n6s demonstramos que, apesar das
dietas ricas em frutose e sacarose ndo apresentarem impacto positivo sobre o ganho
de peso-obesidade, foram evidenciados os fatores que se correlacionam com a
transicdo de NAFLD-NASH: a presenca de gordura intrahepatica, a reducdo da

adiponectina, a inflamacéo, o desequilibrio antioxidante e areas de necroinflamacao.
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CONCLUSAO

Camundongos alimentados com dietas ricas em frutose e sacarose mimetizam
varios componentes da sindrome metabodlica. Respostas metabdlicas dadas pelo
consumo de dietas hiperlipidicas sdo amplamente discutidas na literatura. Este estudo
é relevante em demonstrar que, alteracbes na expressao proteica e génica da
lipogénese, da beta-oxidacao, da gliconeogénese e do desequilibrio antioxidante séo
independentes do ganho de peso/obesidade. A presenca da Rl e a transicdo NAFLD-
NASH parecem determinar estes efeitos. Além disso, descrevemos um modelo
importante para estudos translacionais, demonstrando que alimentos ricos em frutose
e sacarose sao tao prejudiciais quanto alimentos ricos em gordura, principalmente a

gordura saturada. Assim sendo, seu consumo deve ser controlado.
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