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RESUMO

GUIMARAES, Janaina Carvalho. Triglicerideo de cadeia média reforca o dano hepatico
causado pela ingestao de frutose em camundongos. 2019. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O uso de xarope de milho rico em frutose, € utilizado como adocgante pela industria
alimenticia pelo seu alto poder adogante e baixo custo. Estudos apontam que 0 usO
inadequado de frutose esta relacionado com efeitos adversos no metabolismo, principalmente
no metabolismo hepético entre outros. O triglicerideo de cadeia média (TCM) é um lipidio
com rapido potencial energético sendo rapidamente oxidado no figado. Contudo, a literatura
se mostra controversa em relacdo ao efeito do TCM no metabolismo hepético. Como alguns
estudos demonstraram seu efeito protetor, o objetivo do estudo foi investigar os efeitos dos
TCM sobre as anormalidades hepéaticas provocadas pela dieta rica em frutose em
camundongos. Foram utilizados camundongos C57bl/6 machos com 3 meses de idade
divididos em quatro grupos por 12 semanas: controle (C), controle com TCM (C-TCM),
frutose (F) e frutose com TCM (F-TCM). Foi monitorado a ingestdo de alimentos e agua,
massa corporal, pressao arterial, tolerdncia a glicose, bioquimica do plasma e do figado, e
expressao proteica e génica relacionada aos mecanismos de lipogénese e beta-oxidacdo. N&do
houve alteracdes na massa corporal, ingestdo de alimentos e tolerancia a glicose entre 0s
grupos. O grupo F apresentou maior consumo de agua e da pressdo arterial, associado a
esteatose hepética e lipogénese de novo, beta-oxidagdo, biogénese mitocondrial e inflamacéo
no figado. Surpreendentemente, o grupo C-TCM apresentou esteatose hepatica e inflamacéo
no figado, e o grupo F-TCM também mostrou exacerbac6es de anormalidades induzidas pela
frutose, mostrando marcada esteatose hepatica, lipogénese de novo e inflamacéo hepatica. Os
grupos com TCM também apresentaram aumento da beta-oxidacdo e da biogénese
mitocondrial. Em conclusdo, o TCM mostrou efeitos hepaticos prejudiciais com ou sem a
sobrecarga de frutose e deve ser usado com cautela, especialmente na presenca de alterac6es
hepaéticas.

Palavras-chave: Triglicerideo de cadeia média. Frutose. Esteatose hepatica.



ABSTRACT

GUIMARAES, Janaina Carvalho. Medium-chain triglyceride reinforce the hepatic damage
caused by fructose intake in mice. 2019. 63 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

High fructose corn syrup is used as food by the food industry due to its high
sweetness and low cost. Studies indicate that the inadequate use of fructose is related to
adverse metabolism, especially in hepatic metabolism, among others. The medium chain
triglyceride (MCT) is a lipid with a potent energetic being rapidly oxidized in the liver.
However, the literature is controversial regarding the effect of MCT on hepatic metabolism.
As some studies have demonstrated its protective effect, the aim of the study was to
investigate the effects of MCT oil on the high fructose diet-provoked hepatic abnormalities in
mice. We used 3-mo-old C57bl/6 male mice divided into four groups for 12 weeks: control
(C), control with MCT (C-MCT), fructose (F), and fructose with MCT (F-MCT). We
investigated food and water intake, body mass, blood pressure, glucose tolerance, plasma and
liver biochemistry, hepatic protein and gene expression. There were no changes in body mass,
food intake and glucose tolerance among the groups. The F group presented increased water
intake and blood pressure associated with hepatic steatosis and elevated de novo lipogenesis,
beta-oxidation, mitochondrial biogenesis and inflammation in the liver. Surprisingly, the C
group also showed hepatic steatosis and inflammation in the liver, and the F group had
exacerbations of fructose-induced abnormalities, showing marked hepatic steatosis, de novo
lipogenesis and hepatic inflammation. The MCT oil groups also presented increased beta-
oxidation and mitochondrial biogenesis. In conclusion, MCT oil showed detrimental hepatic
effects and should be used with caution with or without fructose overload, especially in the
presence of hepatic alterations.

Keywords: Medium-chain triglycerides. Fructose. Steatosis.
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INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é caracterizada pelo acimulo
hepético de lipidios, ou esteatose, que pode progredir para esteato-hepatite ndo alcodlica
(inflamacéo, fibrose e, por fim, cirrose) (CAREY et al., 1983). Aproximadamente um bilhdo
de individuos em todo o mundo atualmente tém DHGNA, a manifestacdo hepatica da
sindrome metabolica (LOOMBA; SANYAL, 2013). Estudos epidemioldgicos
(JEGATHEESAN; DE BANDT, 2017) e experimentais (KARISE et al., 2017) demonstram
uma forte correlagdo entre a ingestdo de frutose e a DHGNA.

Apesar de hoje sabermos que a frutose ingerida é metabolizada primeiro no intestino
delgado, em um mecanismo que pode ficar saturado com sua sobrecarga, com o acumulo de
frutose no intestino acaba chegando a circulagdo e consequentemente ao figado (JANG et al.,
2018). Portanto, a frutose induz lipogénese de novo, secregao de triglicérideos, f-oxidacao de
acidos graxos e gliconeogénese, resultando no acumulo de lipidios e dano hepatico (HU;
ZHANG et al, 2012; LIU et al., 2018).

Os triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo compostos de um esqueleto de glicerol e
trés acidos graxos que tém uma cauda alifatica de 6-12 atomos de carbono. O TCM
geralmente tem duas ou trés das cadeias de acidos graxos, como acidos graxos de cadeia
média (MCFA) (do inglés, medium chain fatty acids). O TCM existe em alimentos naturais
com altos percentuais encontrados no 6leo de coco, no dleo de palma, no coco desidratado e
na carne crua de coco, de acordo com o Departamento Nacional de Nutricdo dos EUA
(WANG et al., 2018). Ao contrario dos triglicerideos de cadeia longa (TCL), o TCM ¢
dividido em glicerol e MCFA, que sdo absorvidos diretamente na corrente sanguinea. Em
contraste com os TCL, o TCM ¢ rapidamente hidrolisado para MCFA e ndo precisa ser
incorporado aos quilomicrons, sendo assim, conduzido diretamente para a veia porta e
consequentemente ao figado (KIM et al., 2017).

O TCM vém sendo descrito e utilizado como uma fonte alimentar com potencial de
melhorar o acimulo de gordura corporal, resisténcia a insulina e inflamagdo em camundongos
(GENG et al., 2016), e em humanos sugere-se 0 uso aumentado para a perda de peso (DE
VOGEL-VAN DEN BOSCH et al., 2011). No entanto, os resultados referentes ao
metabolismo hepético e TCM ainda séo controversos. Uma dieta baseada em TCM pode levar
ao aumento da lipogénese e a reducdo do metabolismo lipidico hepatico em camundongos

deficientes da enzima acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa (TUCCI et al., 2010), e
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0 acumulo de lipidios e metabolismo é alterado no figado de camundongos alimentados com
TCM na dieta, indicando que doses altas de TCM podem ser prejudiciais (CHAMMA et al.,
2017).

A hipétese do estudo proposto foi que o TCM, em doses normais, seria capaz de
reverter os efeitos deletérios causados pela frutose diminuindo o dano hepético dos

camundongos.



19

REVISAO DE LITERATURA

2.1. Frutose

Conseguimos observar com a evolucdo humana, mudangas importantes no
comportamento alimentar e social da humanidade. Essa visdo é mais passivel de ser
observada na populacdo ocidental, onde a industria alimentar e o marketing tem grande
influéncia sobre a populagdo em geral (MURAKAMI et al., 2018).

A partir da revolucdo industrial, onde as pessoas passaram a consumir alimentos
industrializados ao invés de alimentos naturais preparados em casa, 0 consumo desenfreado
de sacarose foi mantido em suas dietas. Esse padrdo se deve a sua alta aceitabilidade pela
populacdo. Com isso, surgiu por volta da década de 70, o xarope de milho rico em frutose,
utilizado até os dias atuais como o principal agente adocante, dado seu alto poder edulcorante,
facil manuseio e baixo custo para industria alimenticia (WANG; VAN EYS, 1981;
HANOVER; WHITE, 1993).

A frutose € um monossacarideo naturalmente presente nas frutas e no mel. Contudo, a
principal fonte de frutose em todo mundo é a sacarose, ou aglcar de mesa (TAPPY et al.,
2010). A sacarose é um dissacarideo que consiste em 50% de frutose e 50% de glicose. Apos
a ingestdo, a sacarose é degradada pelo intestino, liberando frutose e glicose. A glicose é
absorvida diretamente pelo intestino delgado, enquanto que a frutose €, em pequenas
quantidades, digerida pela microflora intestinal. Entretanto essa digestdo inicial realizada
pelos microrganismos da luz intestinal possui pouca influéncia na absorcéo geral de frutose
dado que a alimentacdo atual possui grandes quantidades de frutose. Sendo assim, a frutose
excedente também é absorvida pelo intestino delgado assim como a glicose (JANG et al.,
2018).

A literatura mostra que o consumo agudo de frutose modula os niveis plasmaticos de
lipideos em individuos saudaveis, além de provocar aumento significativo de lipoproteina de
alta intensidade (HDL) (do inglés, high density lipoprotein) com um aumento simultaneo da
lipoproteina de baixa intensidade (LDL) (do inglés, low density lipoprotein) em comparacéo
com a glicose e sacarose (JAMEEL et al., 2014). Adicionalmente, o consumo cronico e
elevado de frutose esta relacionado ao desenvolvimento de comorbidades associadas a
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sindrome metabdlica, como o estresse oxidativo, disfuncdo endotelial e doenca hepética
gordurosa nao alcodlica ou DHGNA (FERNANDES-SANTOS et al., 2009).

Apds ser absorvida, a frutose transpde o intestino delgado e é transportada para 0s
enterdcitos através de seus receptores de transporte de glicose (do inglés, GLUT, glucose
transporter) 5, localizados no polo apical da célula. GLUT5 é um transportador especifico que
ndo é dependente de insulina. Uma vez dentro do enterécito, a frutose se dirige para
circulacdo porta através de seus receptores GLUT2 na superficie basolateral do enterdcito
(DOUARD; FERRARIS, 2008), sendo entdo, conduzida ao figado onde rapidamente sera
fosforilada nas posi¢cdes carbono 1 (mediada pela frutoquinase), formando frutose-1-fosfato
(F1F) ou carbono 6 (mediada pela hexoquinase), formando frutose-6-fosfato (F6F).

Figura 1 - Absorcdo e metabolismo da frutose

Na+ —* Glicose
Glicose * Glicose
* Na+ - # BombaNa+/K+
K+
»
Frutose Frutose

"G
GLUTS GLUT2 | Frutoquinase

ATP =~
= Frutose-1-Fosfato
ADP
AMP
l -
i 1 Piruvato o'o‘\é‘(w
AMP Xantina $
Desidrogenase =
ACETIL-CoA
-
Acido Urico

Legenda: A frutose é absorvida no enterécito pelo receptor GLUTS5, localizado no polo apical da célula. Em
seguida se dirige para a circulacdo porta através de seus receptores GLUT2 na superficie basolateral
do enterdcito. Ao entrar no hepatocito pelos receptores GLUTZ2, a frutose é rapidamente fosforilada
a frutose-1-fosfato (F1F) por acdo da frutoquinase. A grande atividade da frutoquinase frente ao
excesso de frutose absorvido leva a um aumento na relacio AMP/ATP que resulta na formacéo de
acido Urico pela xantina desidrogenase. De maneira semelhante, inicia-se uma intensa formacdo de
acetil-CoA que inibe diretamente a f-oxidagao.

Fonte: A autora, 2019.

A fosforilagéo da frutose em F1F é capaz de evitar que o0 SREBP1c (do inglés, Sterol
regulatory elemet-binding protein) via co-ativador de ativador de proliferacdo peroxissomal

gama (PGC) (do inglés, peroxisome proliferator-activeted receptor gamma coactivador) -1.
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E, através da conversdo em F6F, ha a ativacdo da proteina de ligacdo ao elemento de resposta
ao carboidrato (ChREBP) (do inglés, carbohydrate responsive element-binding protein) via
proteina fosfatase 2A (PF2A). Como SREBP1c e ChREBP sdo fatores de transcricdo que
ativam enzimas lipogénicas, como ATP-citrato liase (ACL), acetil-CoA carboxilase, acido
graxo sintase (FAS) (do inglés, fatty acid synthase) e estearoil coenzima-A desaturase, a
frutose € capaz de ativar a lipogénese de novo. Consequentemente, a concentracdo de malonil-
CoA é aumentada no interior do hepatocito, inibindo CPT1 e posteriormente a B-oxidacdo
(DENECHAUD et al., 2008; KOO et al., 2009; KIM et al., 2018).

A maioria da frutose é fosforilada no carbono 1 e acumula-se rapidamente no figado,
onde é hidrolisada em duas trioses: dihidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato. Essas duas
trioses podem seguir trés caminhos distintos: 1- participar na via glicolitica produzindo
piruvato, que é convertido em acido lactico em condi¢des anaerdbicas ou entrar no ciclo do
acido citrico como acetil CoA em condicGes aerdbicas, liberando energia; 2- o fosfato de
dihidroxicetona pode ser reduzido a glicerol-3-fosfato, o0 que é necessario para a sintese de
lipideos incluindo triglicerideos (TG) e fosfolipideos; e 3- dihidroxiacetona fosfato pode ser
condensado para formar fructose-1,6-difosfato, formando glicose ou glicogénio.
Consequentemente, se produz piruvato, lipidio e glicogénio (TAPPY et al., 2010).

Para a fosforilacdo de frutose em F1F, ha entrada de um fosfato proveniente de ATP,
que passa entdo a ser adenosina difosfato (ADP) (do inglés, adenosine diphosphate). A
frutoquinase nao € inibida por ADP ou por concentracdes de citrato e, portanto, ndo é
regulada pelo estado energético celular. Neste ponto, a frutose difere da glicose, ja que tanto o
ADP quanto as concentracdes de citrato exercem um feedback negativo sobre as enzimas dos
passos iniciais da glicélise (LIM et al., 2010).

Por ser extremamente instavel, ADP ¢ rapidamente convertido em adenosina
monofosfato (AMP) (do inglés, adenosine monohosphate). A rapida conversao de frutose em
F1F gera um desequilibrio, aumentando a razdo AMP/ATP. O destino deste AMP é definido
por duas enzimas: a proteina quinase ativada por AMPK (do inglés, AMP-activated protein
kinase) e a xantina desidrogenase. Quando a xantina desidrogenase é mais ativa que a AMPK,
0 AMP ¢ convertido em acido Urico, gerando hiperuricemia (JENSEN et al., 2018).

Altas concentragdes de acido urico sdo observadas em uma ampla variedade de
doengas metabdlicas, 0 que suporta a hipdtese de que a hiperuricemia ¢ um fator causal na
progressdao de sindrome metabdlica (CHOI; FORD, 2007). Por provocar diminui¢cdo na
concentracdo de Oxido nitrico, 0o aumento de &cido Urico provoca vasoconstricdo e

subsequente aumento da pressdo arterial. De fato, estudos em modelos experimentais
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(FARAH et al., 2006; SANCHEZ-LOZADA et al., 2006; DIANAT et al., 2015) e em
humanos (NGUYEN et al., 2009) demonstraram associacdo entre dietas ricas em frutose e
hipertensao arterial sistémica (HAS).

Os mecanismos pelos quais a frutose causa HAS sdo considerados multifatoriais e
muitos ndo séo totalmente conhecidos. No entanto, sabe-se que a eliminacdo nao enzimatica
de intermediarios da glicolise, na qual a frutose participa, gera aumento da producdo de
metilglioxal (LIU et al., 2011). Este composto é um aldeido altamente toxico capaz de gerar
espeécies reativas de oxigénio e reagir com os grupos sulfidricos das proteinas, alterando suas
funcdes. Além disso, também pode alterar a funcdo de canais de calcio, levando a um
aumento do calcio intracelular que gera resisténcia vascular em células musculares lisas
(VASDEYV et al., 2004).

Além do aumento da producdo de acido urico e formacdo de metilglioxal, outros
fatores que relacionam consumo de frutose com HAS foram propostos como a atenuacéo do
barorreflexo e aumento da atividade do sistema nervoso simpético, elevacdo das
catecolaminas circulantes, aumento da atividade do sistema renina-angiotensina, aumento da
reabsorcédo de sdédio e disfuncdo endotelial (DORNAS et al., 2015).

Ainda, ja é sabido que a frutose modula outras alteracdes metabdlicas importantes,
incluido efeitos na resisténcia a insulina, inflamacdo e na esteatose hepéatica (FERDER et al.,
2010; YKI-JARVINEN et al., 2010; BASARANOGLU et al., 2013).

2.2. Doencga hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA)

O figado desempenha papel central no controle da homeostase corporal e esta sujeito a
uma regulacdo complexa por substratos, insulina e outros horménios (MUSSO et al., 2009).

A DHGNA ¢ um termo clinico dado a mudancas estruturais, que podem evoluir para
esteato-hepatite ndo alcodlica, progredindo para fibrose, carcinoma hepatocelular e faléncia
hepatica (CHARLTON et al., 2004; TORRES; HARRISON, 2015).
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Figura 2 - Evolucao da doenca hepética gordurosa nao alcoodlica
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Figado Esteatose Esteato-hepatite Cirrose
saudavel hepatica hepatica

Legenda: A evolucdo da doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica perpassa por 3 (trés) niveis de diferenciagéo,
onde o ultimo estagio se torna irreversivel.
Fonte: Adaptado de TORRES; HARRISON, 2015.

O figado é um regulador principal da homeostase lipidica e, como tal, realiza
multiplos processos metabolicos, incluindo lipogénese de novo e processamento de acidos
graxos para a sintese de ATP através de f-oxidacdo (HAGGARTY et al., 2010).

Como resultado da disfungdo mitocondrial, o excesso de lipidios no figado pode
promover a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROSs), levando a peroxidacéo lipidica
e inflamacdo (PEREZ-CARRERAS et al., 2003; SERVIDDIO et al., 2008), sendo a
inflamacé&o outro componente importante na fisiopatologia da DHGNA.

A sindrome metabdlica é uma condicdo que engloba, além da obesidade central, um
prejuizo na tolerdncia a glicose, diabetes mellitus, dislipidemia com aumento das
concentracdes plasmaticas de TG e diminuicdo de HDL e HAS (REAVEN et al., 2011).
Atualmente, a sindrome metabolica é reconhecida como uma entidade nosoldgica pela
Organizacdo Mundial da Saide (SOYAL et al.,, 2015). O grande interesse no estudo da
sindrome metabdlica nas ultimas décadas tem melhorado a percepcdo da sua fisiologia
integrativa complexa e as suas consequéncias (RASK-MADSEN; KAHN, 2012). As
mudancas nos habitos alimentares nas ultimas décadas estdo entre os principais fatores que
contribuem para a crescente prevaléncia da sindrome metabolica no mundo. Tais mudancas
sdo caracterizadas pelo aumento da ingestdo alimentar sobretudo de acucares refinados,
particularmente a frutose (LAVILLE; NAZARE, 2009).

O figado € um 6rgdo central no metabolismo e uma de suas fungdes é manter os niveis
de glicose plasmatica de acordo com o estado nutricional do organismo. A glicose, no figado,

também é convertida em &cidos graxos que sdo utilizados para a sintese de TG que sdo a
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primeira fonte de estoque energético. Hepatocitos saudaveis oxidam &cidos graxos através de
enzimas que ficam nos peroxissomas, mitocondrias e reticulo endoplasmatico (MUSSO et al.,
2009). Os TG, por sua vez, sdo empacotados em lipoproteinas no reticulo endoplasmatico
granuloso e no complexo de Golgi, e, entdo, exportados para o estoque no TAB. AlteracGes
moleculares e fisioldgicas que ocorrem na sindrome metabdlica resultam em acimulo de TG
no tecido hepéatico conduzindo a DHGNA (BERLANGA et al., 2014).

A DHGNA ¢é a mais comum desordem hepatica no mundo e em problemas
metabolicos sua incidéncia corresponde a 70%-90% dos casos. Por conta disso, a DHGNA foi
classificada como o componente hepatico da sindrome metabolica. De acordo com a
Associacdo Americana de Estudos de Doencas do Figado, a DHGNA é definida como um
acumulo de gordura no tecido hepatico excedendo de 5%-10% do seu peso sem que haja
algum historico de ingestdo excessiva de alcool ou outras doencas relacionadas e sua
prevaléncia é estimada em 10%-25% da populacdo no mundo ocidental (TSOCHATZIS;
PAPATHEODORIDIS, 2011).

A lipogénese de novo é uma via enzimatica que contribui substancialmente para o
desenvolvimento da DHGNA. Esse processo é regulado por fatores de transcricdo como
SREBP-1c e ChREBP. A ativagdo de ambos leva a conversao do piruvato em &cidos graxos
livres no figado e a um aumento das enzimas lipogénicas (DENECHAUD et al., 2008)
culminando com o acimulo excessivo de lipidios no tecido hepatico.

A p-oxidacdo, uma sequéncia de remocdo de dois fragmentos de carbono pela
producdo de cetonas ou geracdo de energia no interior na mitocdndria, é a principal rota do
metabolismo de acidos graxos longos sob condigdes normais. Esse processo, no entanto, pode
ser afetado em diferentes pontos de acdo enzimética e também corroboram para o
desenvolvimento da DHGNA. A importacdo de acidos graxos para a matriz mitocondrial para
B-oxidacdo se d& pela sua ligagdo covalente a carnitina, uma molécula carreadora da
mitocondria. Cada &cido graxo se liga a carnitina através da carnitina O-palmitoiltransferase 1
(CPT-1), uma enzima que também é responsavel pela regeneracao da carnitina, sendo esse um
passo regulatério e limitante da p-oxidagdo. A malonil-CoA, formada pela dimerizacdo e
subsequente descarboxilacdo do acetil-Coa (primeiro passo da sintese de &cidos graxos) é
conhecida por ser um inibidor da CPT1. As concentracdes de malonil-CoA no tecido hepatico
comecam a aumentar quando ha acumulo de citrato, o primeiro substrato da lipogénese de
novo, que e formado além da capacidade de oxidacdo ou de necessidade do figado. Assim, o
aumento da lipogénese de novo e o prejuizo da [-oxidagdo, corroboram para o0
desenvolvimento da DHGNA (LIM et al., 2010).
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2.3. Triglicerideo de cadeia média

Os &cidos graxos de cadeia média (AGCM) contém de 6 a 12 ligacdes de carbono em
sua molécula e sdo predominantemente saturados (BABAYAN et al., 1987). S&o encontrados
em maiores concentracdes no leite de vaca, leite materno, 6leo de palma e 6leo de coco
(TAKEUCHI et al., 2006; LI et al., 2015; LEMARIE et al., 2016). Ainda, estes apresentam
composicao e metabolismo diferente dos outros AGs.

Figura 3 - Absorcéo do triglicerideo de cadeia média e triglicerideo de cadeia longa
g

AGCM - Acido graxo de cadeia média
AGCL - Acido graxo de cadeia longa

Coracao
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Vesicula biliar Pancreas
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Legenda: Devido ao seu menor comprimento de cadeia, 0 AGCM apresenta metabolismo distinto do AGCL.
Enquanto o AGCL é transportado através do sistema linfatico pelos quilomicrons apds serem
absorvidos no intestino delgado, 0 AGCM ¢é absorvido na mucosa intestinal diretamente para o
sistema porta e sdo transportados diretamente para o figado. No figado, o AGCM é oxidado na
mitocOndria para formar acetil-CoA e produzir energia. Ao contrario do AGCL é liberado na corrente
sanguinea como TG, fosfolipideos e ésteres de colesterol ou se transportam pelo sistema da carnitina
para serem metabolizados como fonte energética mais rapidamente do que o AGCL.

Fonte: adaptado de WALLACE et al., 2018.

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) contém de 2 a 6 ligagcdes de carbono em sua
molécula e sdo predominantemente saturados. Podem ser produtos finais da fermentacdo da

microbiota intestinal de alimentos ndo digeridos como carboidratos complexos, com 0 amido
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resistente e a fibra dietética que estdo presentes em frutas e vegetais como banana verde,
chicéria e alcachofra, que sdo substratos principais para a producdo dos AGCC
(MACFARLANE et al., 2012).

Os &cidos graxos de cadeia longa (AGCL) contém mais de 12 liga¢bes de carbono em
sua molécula e podem ser saturados ou insaturados. S&o encontrados na maioria das fontes
alimentares (LEMARIE et al., 2016), como por exemplo, banha de porco, manteiga, ovos e
carne vermelha (saturados); peixes como salméo, atum e Gleos vegetais como 6leo de soja e
o6leo de oliva (insaturados).

O o6leo de coco, um alimento rico em gordura saturada, pode ser utilizado no preparo e
na finalizacdo de pratos ou até mesmo ingerido isoladamente (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004;
LIAU et al., 2011; ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2014). Contudo, por este 6leo conter grande
quantidade de &cidos graxos saturados se da a necessidade de isolar esses triglicerideos para
avaliar seus efeitos individuais em estudos.

Em sua composicdo, o 6leo de coco apresenta grande concentracdo de AGCM, entre
70-85% (LIAU et al. 2011) e também contém AGCC em menor quantidade, e em maior
concentracdo o cido laurico (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2014), que leva ao aumento dos
niveis de colesterol sérico e da razdo HDL (do inglés, high density lipoprotein) — colesterol e
LDL (do inglés, low density lipoprotein) estando associado com menor risco cardiovascular.

Os TG ingeridos na dieta sdo digeridos no estomago e no intestino delgado por lipases
gastrica e pancreatica. Os principais produtos sdo 2-monoacilglicerois e acido graxo de cadeia
longa, que sdo absorvidos pelos enterdcitos no intestino delgado. Essas células intestinais
reesterificam os acidos graxos em TG, que sdo transportados em quilomicrons dos vasos
linfaticos até atingir a corrente sanguinea (CAREY et al., 1983). Porém, o TCM sofre
digestdo e transporte diferenciados dos demais (CALABRESE et al., 1999).

Um estudo realizado em 2011 mostrou que o 6leo de coco esta relacionado com
efeitos benéficos como a reducédo da circunferéncia da cintura (LIAU et al., 2011), regulacéo
do metabolismo de lipideos hepaticos e séricos, a reducdo dos niveis de colesterol total, de
LDL-colesterol e de TG e 0 aumento do HDL-colesterol (COX et al., 1995; FERANIL et al.,
2011) em humanos; e em animais por diminuir a lipogénese e aumentar o catabolismo de
acidos graxos a partir da modulacdo da atividade de enzimas envolvidas na sintese e na
oxidacdo de &cidos graxos (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004; ARUNIMA; RAJAMOHAN,
2014). Contudo, outros estudos sugerem que as dietas ricas em TCM induzem resisténcia a
insulina (DE VOGEL-VAN DEN BOSCH et al., 2011), assim como causadores de danos
hepaticos, com alteragdo na lipogénese e na [3-oxidagéo de lipideos (CHAMMA et al., 2017).
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O dleo de coco, por conter alto teor de acido laurico, um TCM com maior estabilidade
em relacdo aos demais, pode ser utilizado no cozimento em temperaturas moderadas por
apresentar maior ponto de fumaca em relacdo ao TCM, tendendo a formar menos substancias
toxicas durante o aquecimento (TAKEUCHI et al., 2008; MCCARTY; DINICOLANTONIO,
2016).

O TCM é encontrado na forma liquida em temperatura ambiente (AOYAMA et al.,
2007). Esse é produzido industrialmente como suplemento alimentar através da hidrélise do
0leo de coco ou do 6leo de palma, com filtragem dos AGCM e subsequente reesterificacao
em TG. S&o lipideos formados por trés AGCM, fornecem 8,25 Kcal/g e em sua composicao
de &cidos graxos predominam o &cido caprilico (C8H1602; 50-80%) e o acido caprico
(C10H2002; 20-50%) (BACH; BABAYAN, 1982; FERREIRA et al., 2014).

O TCM vem sendo amplamente utilizado como fonte alimentar na adicdo de
preparacfes ou consumido isoladamente. Nao é indicado para o cozimento por apresentar
baixo ponto de fumaca (140° C aproximadamente) podendo formar substancias tdxicas
durante o aguecimento (AOYAMA et al., 2007; MCCARTY; DINICOLANTONIO, 2016).

O TCM comecou a ser utilizado na década de 50 na nutricdo clinica principalmente
em doencas de ma-absorcdo devido a sua facil digestdo, rapida absorcdo e boa solubilidade
no limen intestinal e no citoplasma de células-alvo em relagcdo aos AGCL (SEATON et al.,
1986; AOYAMA et al., 2007). O menor tamanho de cadeia dos AGCM confere diferengas na
absorcdo e no metabolismo em comparacdo com os AGCL. Estudos com TCM mostraram
beneficios no perfil lipidico evidenciando melhoras no risco cardiovascular (CARPENTIER
et al., 2010; CARPENTIER et al., 2012; ZHANG et al., 2015). Os AGCC e AGCM estédo
associados com aumento de HDL-colesterol (MENSINK et al., 2003).

Diferente do TCL, o TCM possui menor comprimento de cadeia, sendo assim, esses
ndo necessitam sofrer a acdo de enzimas digestivas como a lipase pancredtica para serem
absorvidos, atravessam rapidamente a mucosa intestinal, caindo na corrente sanguinea como
0s AGCL sendo entéo ligados a aloumina e transportados diretamente para o figado através da
veia porta, fazendo com que o sistema linfatico seja desnecessdrio na sua absorcdo
(GUILLOT et al., 1993; TAKEUCHI et al., 2008) sendo rapidamente p-oxidados (LEYTON
et al., 1987). Por ser mais rapidamente hidrolisado no intestino em relacdo ao TCL
(GREENBERGER et al., 1966), o TCM ¢ completamente oxidado pelos hepatocitos.
Enquanto isso, os AGCL séo redistribuidos como TCL e LDL através do sistema linfatico
pelos quilomicrons para tecidos extra-hepaticos. Assim, o TCL pode ser armazenado como

tecido adiposo apos ser absorvido no intestino delgado, enquanto os TCM sdo absorvidos na
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mucosa intestinal e sdo enviados diretamente para o sistema porta sendo transportados
diretamente para o figado (MCGARRY; FOSTER, 1980; LEMARIE et al., 2016). No figado,
sdo oxidados na mitocondria para formar acetil-CoA para producdo de energia. Sua
reesterificacdo nos hepatdcitos e em outras células é limitada (PAPAMANDJARIS et al.,
1998), sendo preferencialmente oxidados e se comportanto mais como fonte glicidica do que
como fonte lipidica (BABAYAN et al., 1987). Além dsso, o TCM ndo necessita do
transportador CPT-1 (do inglés, Carnitine Palmitoyltransferase 1) para atingir o interior da
mitocondria ¢ ser B-oxidado (FRIEDMAN et al., 1990), ao contrario dos outros tipos de
acidos graxos. Sendo assim, os TCM néo séo estocados diretamente no tecido adiposo e séo
rapidamete oxidados no figado, além de ser descrito como ndo participante do ciclo do
colesterol (LIAU et al., 2011). Alguns estudos mostraram aumento do gasto energético basal
em animais e em humanos a partir da ingestdo do TCM (WHITE et al., 1999; ST-ONGE et
al., 2008), levando a um menor acimulo de gordura corporal (BOURQUE et al., 2003; ST-
ONGE; JONES 2003; ST-ONGE et al., 2003) sem que houvesse restri¢ao calorica, devido ao
aumento da oxidacdo de gordura corporal. Entretanto esses resultados ndo sdo bem
elucidados.

Pelas caracteristicas descritas acima, 0 TCM é mais rapidamente absorvido pelo
organismo e metabolizado como combustivel, sendo, por vezes usado como uma fonte de
lipideos na nutricdo parenteral total (BACH; BABAYAN, 1982; LI et al., 2015; MACIAS-
ROSALES et al., 2016). A inclusdo do TCM em formulacdes de nutri¢do parenteral pode ser
atil em intervencdes terapéuticas para tipos de doencas resultantes da inflamacdo cronica
(CARLSON et al., 2015; WU et al., 2017). Mas este deve ser utilizado com cautela quando
referido aos demais grupos de pessoas.

Devido a sua metabolizacdo diferenciada no organismo, o 6leo de TCM vém sendo
utilizado em larga escala pela populagédo em geral com base em publicagfes que demonstram
seu potencial de reducdo de niveis de lipideos sericos (LI et al., 2013; LI et al., 2015),
relacionados com a diminuicdo do acumulo de lipideos estocados como tecido adiposo
(GENG et al., 2016) levando a um aumento na oxidagdo de acidos graxos em estudos com
animais (AOYAMA et al., 2007; SHINOHARA et al., 2010) e humanos (SHINOHARA et
al., 2005; ST-ONGE et al., 2008), em relacdo aos AGCL.

O TCM tem a capacidade de regular fatores de transcricdo que levam a modulacdo da
atividade de enzimas relacionadas com reagdes de sintese e oxidacdo de lipideos como, por
exemplo, os PPAR (do inglés, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) (EVANS et al.,
2004).
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Uma dieta com alto teor de TCM parece ser capaz de estimular a lipogénese e levar a
um desequilibrio no metabolismo de lipideos hepaticos (CHAMMA et al., 2017). Contudo,
em situacGes de aumento da necessidade energética, parece ser uma alternativa segura de
tratamento (TUCCI et al.,, 2010), demonstrando a importancia da individualidade na
prescricdo dietética. O aumento de AGL periféricos e a lipogénese de novo contribui para o
acumulo de lipideos no figado (DONNELLY et al., 2005). Esses mecanismos podem ser
controlados através dos tipos de lipideos que sdo ingeridos na dieta por serem capazes de
modular a atividade de enzimas hepaticas relacionadas com o metabolismo de &cidos graxos
(MUMME; STONEHOUSE, 2015).

Uma dieta rica em TCM, resultou em uma reducdo dose-dependente na esteatose e
necrose ativando PPAR-o, ¢ aumento na respiragdo mitocondrial. Esse achado indica que a
substituicdo de AGL, como O6leo de milho, por TCM poderia ser utilizado como um
suplemento no tratamento de DHGNA (RONIS et al., 2013).

Um estudo mostrou que o TCM induziu RI hepética e causou maior grau de DHGNA
em relacdo aos AGCL em camundongos (TURNER et al., 2009). Essa elevacdo nos niveis de
TG hepaticos parece ndo ser somente devido & diminuicdo da capacidade de oxidacao lipidica.
Como a entrada de AGCM nas mitocondrias ndo depende de CPT-1 ocorre uma oxidagéo
acelerada e um excesso de producdo de acetil-CoA e grande parte é convertida em corpos
cetdnicos, de acordo com estudos animais (DIAS et al., 1990; SHINOHARA et al., 2010).
Acetil-CoA por ser também um substrato para lipogénese de novo, causa um aumento na
expressao de enzimas relacionadas com a lipogénese hepatica para poder lidar com o acetil-
CoA em excesso, contribuindo para os niveis de TG aumentados nestes animais
(SHINOHARA et al., 2005; BUETTNER et al., 2006).

Alguns artigos relacionam o TCM como agente de prevencao de doencas crénicas nao
transmisiveis como obesidade e a Rl (ST-ONGE et al., 2005; GENG et al., 2016). Estudos em
animais e em humanos mostraram propriedades antidiabéticas do TCM, em que dietas
contendo TCM levaram a melhora do metabolismo de lipideos e da intolerancia & glicose em
ratos e em pacientes diabéticos (ECKEL et al., 1992; HAN et al., 2003; TERADA et al.,
2012).

Embora estudos tenham mostrado que os AGCM tenham reduzido a adiposidade e
preservado a acdo da insulina no musculo e no tecido adiposo, esse tipo de acido graxo esta
relacionado com o aumento da DHGNA (HAN et al,. 2003; BUETTNER et al., 2006) e da RI
hepéatica (TURNER et al., 2009), provavelmente devido ao aumento da atividade de enzimas

relacionadas com a lipogénese hepatica. Dessa forma, a suplementacdo com AGCM pode ser
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benéfica na prevencdo do desenvolvimento da obesidade e da RI periférica (TURNER et al.,
2009; GENG et al., 2016), no entanto, pode levar ao acimulo de lipideos hepéticos e RI
hepaética.

Para serem oxidados na matriz mitocondrial (KELLY; SCARPULLA, 2004,
CAMARA et al.,, 2009; CHAN et al.,, 2013), os &cidos graxos devem ultrapassar as
membranas mitocondriais extrenas e internas. Os AGCL dependem do sistema mitocondrial
de transporte da carnitina para serem transportados para a matriz mitocondrial (FRITZ et al.,
1959) enquanto os AGCM podem ultrapassar as membranas mitocondriais sem necessitarem
do transporte pela carnitina (MCGARRY; FOSTER, 1980). Esse sistema de transporte
consiste de CPT-1 localizado na membrana externa da mitocondria e CPT-2 localizado na
regido da matriz mitocondrial da membrana interna (KERNER; HOPPEL, 2000).

Além do sistema mitocondrial, a B-oxidacdo peroxissomal também esta envolvida na
oxidagdo de acidos graxos. Os sistemas mitocondriais e peroxissomais diferem em relacéo a
especificidade do substrato (MANNAERTS; VAN VELDHOVEN, 1993): enquanto o0s
peroxissomos sdo responsaveis pela B-oxidacdo de AGCL com mais de 20 atomos de
carbono, a mitocondria oxida principalmente AGCL entre 16 a 20 atomos de carbono (VAN
VELDHOVEN; MANNAERTS, 1999). As enzimas relacionadas comm a p-oxidacéo
peroxissomal e mitocondrial sdo reguladas por diferentes genes. O sistema peroxissomal nao é
regulado por malonil-CoA (MANNAERTS; VAN VELDHOVEN, 1993). A Acil-CoA
(ACO) ¢ a primeira enzima limitante da B-oxidacdo peroxissomal (MANNAERTS; VAN
VELDHOVEN, 1993). Devido a baixa afinidade da ACO com acidos graxos com menos de
12 4tomos de carbono, essa rota acaba ndo sendo utilizada pelos AGCM (MANNAERTS;
VAN VELDHOVEN, 1993).

Em vista dos graves danos causados pela frutose no tecido hepatico, o aumento do
consumo do 6leo de coco e, mais recentemente, do TCM isolado pela populacéo, se observa a

necessidade de estudo para avaliar esses efeitos no metabolismo hepatico.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do TCM na estrutura e metabolismo hepéatico de camundongos

alimentados com dieta rica em frutose.

3.2. Objetivos especificos

a) Avaliar a evolugdo da massa corporal dos camundongos;

b) Analisar o metabolismo lipidico e de carboidratos;

c) Avaliar a lipogénese hepética;

d) Avaliar a B-oxidag&o e biogénese mitocondrial no figado;

e) Analisar o perfil inflamatdrio hepatico dos camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Protocolo experimental

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA 002/2018) de acordo com as diretrizes ja
estabelecidas (KILKENNY et al., 2010). Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas
sob condigdes controladas (sistema NexGen, Allentown Inc., PA, EUA, 20+ 2°Ce 12 h/ 12
h ciclo claro/escuro), com livre acesso a alimento e 4gua. A terminologia de genes e proteinas
foi padronizada (DAVISSON, 1994): os simbolos do gene estdo em italico, com a primeira
letra em mailscula; os simbolos de proteina sdo os mesmos que o simbolo do gene, mas ndo
estdo em itélico, e todos sdo maiusculos.

40 camundongos C57bl/6 machos com trés meses de idade foram aleatoriamente
divididos em quatro grupos, a estes foram ofertados diferentes dietas por 12 semanas: grupo
controle (C); Grupo controle-TCM (C-TCM; 8% da energia total de triglicerideos de cadeia
média); Grupo frutose (F; 50% da energia total da frutose); Grupo Frutose-TCM (F-TCM;
50% da energia total de frutose mais 8% da energia total de triglicerideos de cadeia média).

As dietas foram preparadas com nutrientes purificados (Pragsolucoes, Jad, SP, Brasil)
de acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition para roedores (AIN
93M) (REEVES et al., 1993). O TCM isolado (Pura Vida, 2018) foi adicionado as respectivas
dietas experimentais. O 6leo de soja foi inserido para ajustar cada dieta ao requisito minimo
para &cidos graxos essenciais, e 0s minerais e as vitaminas seguiram as recomendacdes da
AIN 93M (Tabela 1).



Tabela 1 - Composigéo das dietas experimentais

Nutrientes (g) C C-TCM F F-TCM
Maisena 622,692 622,692 148,392 148,392
Caseina 136,0 136,0 136,0 136,0
Frutose - - 474,3 474,3
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo TCM - 37,8 - 37,8
Oleo de soja 42,0 4,2 42,0 4,2
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 1.000,0 1.000,0 1.000,0 1.000,0
Energia (Kcal) 3812,8 3790,1 38128  3790,1
gj)fg;%ratos 758 763 758 763
Frutose (%oKcal) - - 50 50
Lipidios (%oKcal) 9,9 94 9,9 9,4
TCM (%) - 8 - 8
Proteinas (%oKcal) 14,3 14,3 14,3 14,3
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Legenda: Grupos: C, controle; C-TCM, controle acrescido de triglicerideo de cadeia média; F, frutose; F-TCM,
frutose acrescido de triglicerideo de cadeia média.

Fonte: A autora, 2019.

4.2. Consumo alimentar, ingestao hidrica e massa corporal

Medimos a ingestdo de alimentos e ingestdo de dgua diariamente. A massa corporal foi

avaliada semanalmente por meio da balanga eletrénica (Shimadzu; BL 3200H).
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4.3. Pressao Arterial

A pressao arterial sistolica foi medida entre 10 e 12 horas semanalmente, por
pletismografia da cauda em animais conscientes, usando um pletismografo programado EFF
306 (Insight, S&o Paulo, Brasil). A média de pelo menos 3 leituras por sessao foi registrada e

a média foi calculada.

4.4. Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de toleréncia a glicose (TOTG) foi realizado no final do experimento
usando uma solucdo de glicose a 25% (1,0 g / kg) administrada por gavagem orogastrica apos
um periodo de jejum de 6 h. O sangue foi obtido a partir da veia da cauda. A glicemia foi
medida (glicometro Accu-Check, Roche, SP, Brasil) antes da administracdo de glicose (0 min,
que foi considerada a glicemia basal) e 15, 30, 60 e 120 min ap6s a administracdo de glicose.
Os resultados sdo apresentados como a 'area sob a curva' (GraphPad Prism versdo 7.00, La
Jolla, CA, EUA).

4.5. Eutanésia

Apbs jejum de 6 h, os animais foram anestesiados profundamente (pentobarbital
sodico intraperitoneal, 150 mg) e amostras de sangue foram obtidas rapidamente por puncao
cardiaca e o plasma foi coletado por centrifugacdo (1200 g, 15 min) a temperatura ambiente e
armazenado individualmente a —80 ° C até a andlise. O figado foi dissecado e pesado, ¢ as
amostras foram fixadas em uma solugéo fixadora preparada recentemente (formaldeido a 4%
p / v, tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2) por 48 h para microscopia de luz ou armazenada a -80 °

C para outras analises.
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4.6. Analises plasméticas

Foram medidos os triglicerideos plasméaticos e o colesterol plasmatico
(espectrofotdmetro automaético e o kit comercial Bioclin System Il, Quibasa, Belo Horizonte,
MG, Brasil).

4.7. Analises hepaticas

4.7.1. Bioguimica

Medimos os triglicerideos hepéaticos e o colesterol hepético (espectrofotometro

automatico e kit comercial Bioclin System I, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

4.7.2. Microscopia

Fragmentos de figado fixados foram preparados para microscopia de luz, embebidos
em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seccionados com espessura de 5 um
e corados com hematoxilina e eosina. Varios cortes foram obtidos por bloco, e dez campos
aleatdrios e cegos foram analisados para cada animal. Fotomicrografias digitais foram obtidas
em microscopio Nikon (modelo 80i e cdmera digital DS-Ril, Nikon Instruments, Inc., Nova
York, EUA).

4.7.3. RT-qPCR

O é&cido ribonucleico (RNA) (do inglés, ribonucleic acid) total foi extraido de
aproximadamente 50 mg do figado usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

EUA). A quantidade de RNA foi determinada usando espectroscopia Nanovue (GE Life
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Sciences). Em seguida, o RNA (1 pg) foi tratado com DNAse I (Invitrogen). A primeira
cadeia de DNACc foi sintetizada utilizando iniciadores Oligo (dT) para RNAm e transcriptase
reversa Superscript 111 (ambos Invitrogen). A PCR quantitativa em tempo real foi realizada
utilizando-se um termociclador BioRad CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e a mistura
SYBR Green (Invitrogen). Os primers sdo descritos na Tabela 2. A expresséo da beta-actina
foi utilizada para normalizar a expressédo dos genes-alvo.

Apds um programa de pré-desnaturacao e ativacdo de polimerase (4 min a 95 ° C), 44
ciclos de 95 ° C por 10 s e 60 ° C por 15 s foram seguidos por um programa de curva de fusao
(60-95 ° C com uma taxa de aquecimento de 0,1 ° C / s). Os controles negativos consistiram
em pogos nos quais 0 cDNA foi substituido por &gua deionizada. A relacdo de expressao
relativa do mRNA foi calculada pelo método 2-AACt, no qual ACT representa a diferenca

entre o numero de ciclos dos genes alvo e do controle endogeno.

Tabela 2 - Primers

Primers 5°-3 Anti-sense

p-actina TGAGACCTTCAACACCCCAGCCA CGTAGTGGGCACAGTGTGGGTG
Cptla GGGCTACTCAGAGGATGGAC GGAATGTCCCACTGTAGCCT
Fas TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
11-6 AAGAGTGTGCCAATGGTTCC CACTGCAGGTCTGTGACGTT
Mcad AAGGTTGAACTCGCTAGGCT GCATAGTAAGTGTTCCGGCG
Nrfl GTTGGTACAGGGGCAACAGT GTAACGTGGCCCAGTTTTGT
Pgcla GCACCAGAAAACAGCTCCAA ACACAGCTTGACAGGGATGA
Ppparo. ACCTTGTGTATGGCCGAGAA GGACCTCTGCCTCTTTGTCT
Srebplc AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
Tnfa TCAGCCGATTTGCTATCTCA TGGAAGACTCCTCCCAGGTA
Ucp3 AGACCCGATACATGAACGCT TCCTGAGCCACCATCTTCAG

Legenda: B-actina; CPTla, carnitina-palmitoil-transferase-1la; FAS, acido graxo sintase; IL6, interleucina 6;
MCAD, Acil-CoA desidrogenase de cadeia média; NRF1, Fator nuclear respiratério-1; PGCla,
proliferador ativador peroxisomal do receptor gamma coativador 1a; PPARa, proliferador ativador
peroxissomala; SREBPIc, proteina de ligagdo ao elemento regulador do esterol-1c; TNFa, fator de
necrose tumorala; UCP3, Proteina desacopladora mitocondrial-3.

Fonte: A autora, 2019.
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4.7.4. Western blot

Uma amostra de figado de aproximadamente 100 mg foi homogeneizada em tampéo
de lise contendo inibidores de protease e fosfatase. A concentracdo de proteina foi medida
com o kit de proteina BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL). As proteinas do figado (100
ug) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidas
para uma membrana de PVDF (GE Healthcare Biosciences). As membranas foram
blogueadas com leite em pd desnatado e depois incubadas durante a noite a 4° C com
anticorpos para as seguintes proteinas: FAS (270 kDa; SC-20140, Biotecnologia Santa Cruz),
PPAR alfa (52 kDa; SC-9000, Biotecnologia Santa Cruz), PPAR gama (67 kDa; SC-7273,
Biotecnologia Santa Cruz) e SREBP1c (68 kDa; SC-367, Santa Cruz Biotecnologia, CA,
EUA). Em seguida, as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios
especificos por 1 h. Utilizou-se beta-actina (42 kDa; SC-81178 Biotecnologia Santa Cruz)
para corrigir a expressao das proteinas. As bandas foram detectadas via quimiluminescéncia
usando um kit de reagentes ECL (GE Healthcare BioSciences), e as imagens foram obtidas
usando o sistema ChemiDoc (Bio-Rad, EUA). A densidade dos sinais foi medida usando o
software Image J, versdo 1.51 h para Windows (Instituto Nacional de Saide, EUA).

4.8. Analise estatistica

Os valores sdo mostrados como média e desvio padrdo da média. Uma vez que a
distribuicdo normal e homocedasticidade das varidncias foram confirmadas, as diferengas
entre os grupos foram testadas por analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Holm Sidak (versdo GraphPad Prism 7.0 para Windows; GraphPad Prism
Software, La Jolla, CA, EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1. Consumo alimentar, ingestdo hidrica e massa corporal

Na ultima semana do experimento, a ingestdo de alimentos e massa corporal nédo
foram diferentes entre os grupos. No entanto, a ingestdo de agua foi maior nos grupos F e F-
TCM em comparagcdo com os respectivos grupos C e C-TCM (+ 81%, p <0,0049; + 47%, p
<0,0104, respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 3 - Biometria, analises plasmaticas e massa hepatica

Anélises C C-TCM F F-TCM
Massa Corporal (g) 23,418 24,1+19 23,7£1,7 23,2422
Glicemia de jejum
5,240,8 5,0£1,3 5,540,3 5,310,7
(mmol/L)
Consumo alimentar
) 2,2+0,5 2,3+0,5 2,3+0,4 2,4+0,6
(g/dia)
Massa hepética (g) 0,9+0,1 1,0+0,2 1,0+0,2 1,4+0,2 1§
TOTG (AUC,
) 74154814 737,4+88,6  743,7+77,1 779,74£95,6
mmol/L/min)
CT (mg/dL) 103,2+9,4 107,7+£22,7 114,8+8,4 137,5+10,8 1§
TG (mg/dL) 35,6467 44,7465 39,0+3,1 47,7+7,9

Pressdo arterial sistélica
112,5#15,9 111,5+17,1 140,9£22,5 + 126,5+16,3
(mmHg)

Ingestdo hidrica (ml/dia)  3,9+0,7 4,6£0,9 7,1+1,8 6,7+1,2

Legenda: Grupos: C, controle; C-TCM, controle acrescido de triglicerideo de cadeia média; F, frutose; F-TCM,
frutose acrescido de triglicerideo de cadeia média. MédiaxDP, n = 5 - 10/grupo, one-way ANOVA e
pos teste de Holm-Sidak. P < 0.05 onde: T # C, £ # CT e § # F.Abreviagdes: AUC, éarea sobre a curva,
TOTG, Teste oral de tolerancia a glicose; CT, Colesterol total; TG, triglicerideo total.

Fonte: A autora, 2019.



39

5.2. Pressdo Arterial

A pressdo arterial sistélica foi maior no grupo F quando comparado ao grupo C (+
25%, p <0,0004) na dltima semana do experimento. Os outros grupos nao se apresentaram

diferentes quando comparados aos respectivos grupos (Tabela 3).

5.3. Anélise Plasmética

A glicemia de jejum e o TOTG foram semelhantes em todos os grupos (Tabela 3).

Na concentragdo de colesterol plasmatico foi observada aumento no grupo F-TCM, em
comparagdo ao grupo C-TCM (+ 28%, p <0,0035) e F (+ 20%, p <0,0267). Nos outros grupos
ndo existia diferencas significativas. Os dados do TG plasmatico ndo mostraram diferencas

entre os grupos (Tabela 3).

5.4. Analise Hepatica

A massa hepética mostrou aumento no grupo F-TCM em comparagdo com 0S grupos
C-TCM e F (+ 33%, p <0,0001; + 35%, p <0,0001, respectivamente). Além disso, a massa
hepética corrigida pela massa corporal mostrou aumento de C-TCM em relag&o ao grupo C (+
22%, p <0,0055) e de F-TCM em comparagédo aos grupos C-TCM e F (+ 29%, p <0,0001; +
38%, p <0,0001, respectivamente). Nos demais grupos néo existia diferencas (Tabela 3).

O colesterol hepatico foi maior no grupo C-TCM e F comparado ao grupo C (+ 26%, p
<0,0064; + 18%, p <0,0371, respectivamente) e o grupo F-TCM foi maior que os grupos C-
TCM e F (+ 20%, p <0,0064; + 28%, p <0,0006, respectivamente). Além disso, 0s
triglicerideos hepaticos apresentaram diferencas significativas entre todos 0s grupos
estudados: os grupos C-TCM (+ 107%, p <0,0145) e F (+ 92%, p <0,0249) foram maiores
guando comparados ao grupo C; e o grupo F-TCM aumentou quando comparado aos grupos
C-TCM (+ 67%, p <0,0025) e F (79%, p <0,0012) (Figuras 4A e B).
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A aparéncia histoldgica normal do tecido hepatico (grupo C) estd demonstrado
na figura 4C. A adicdo de TCM na dieta levou ao acumulo de gordura (esteatose) dentro dos
hepatocitos (grupo C-TCM, Figura 4D). A ingestdo de frutose (grupo F) também causou

esteatose hepatica (Figura 4E), que foi ainda mais pronunciada no grupo F-TCM (Figura 4F).

Gréfico 1 - Acimulo de lipidios hepéticos e colesterol hepético
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Legenda: (A), triglicerideos hepéticos (B) e fotomicrografias representativas do tecido hepético (C-F). Média +
DP Diferengas significativas foram testadas com one-way ANOVA e teste post hoc de Holm Sidak:
*P < 0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001. Fotomicrografias representativas foram coradas com HE e
estdo na mesma ampliagdo. O grupo C apresentou histologia normal (C). Por outro lado, os trés
grupos experimentais (D-F) apresentaram aumento da presenca de goticulas lipidicas,
principalmente no grupo FTCM (F), indicando esteatose hepdtica. Grupos: C, controle; C-TCM,
controle acrescido de triglicerideo de cadeia média; F, frutose; F-TCM, frutose acrescido de
triglicerideo de cadeia média.

5.4.1. Lipogénese

A expressdo do gene da Srebplc foi maior nos grupos contendo frutose (F vs C, +
63%, p <0,0065; F-TCM vs C-TCM, + 80%, p <0,0096). Esses resultados ndo foram
observados para a expressdo proteica da SREBP1C, onde os resultados apresentados néo
obtiveram diferenca significativa (Figuras 5A e B).


https://els-jbs-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/a321fa31-0192-419b-8398-11ebb2278b31/gr1.jpg
https://els-jbs-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/a321fa31-0192-419b-8398-11ebb2278b31/gr1.jpg
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As expressdes génica e proteica de FAS foram maiores no grupo F do que no grupo C
(+ 295%, p <0,0001; + 242%, p <0,0022, respectivamente). Além disso, no grupo F-TCM
houve diminuicdo em comparagdo com o grupo F para ambas as analises (-51%, p <0,0011; -
50%, p <0,0217, respectivamente). Na expressdo do gene Fas, o grupo F-TCM também
apresentou aumento na comparagdo com o grupo C-TCM (+ 685%, p <0,0024) (Figuras 5C e
D).

A expressdo do gene Ppargama foi maior no grupo F-TCM comparado ao grupo C-
TCM (+ 190%, p <0,0170). Nos demais grupos nao existiam diferencas significativas (Figura
5E).

Gréfico 2 - Marcadores de lipogénese no figado
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Legenda: Expressdo génica de Srebplc (A), expressdo proteica de SREBP1c (B), expressdo génica de Fas (C),
expressdo proteica de FAS (D) e expressao proteica de PPAR gama (E). Média + DP Diferencas
significativas foram testadas com one-way ANOVA e teste post hoc de Holm Sidak: * P < 0,05, ** P
< 0,01 e *** P < 0,001. Grupos: C, controle; C-TCM, controle acrescido de triglicerideo de cadeia
média; F, frutose; F-TCM, frutose acrescido de triglicerideo de cadeia média.

5.4.2. B-oxidacéo

A expressdo do mRNA de Pparalfa foi maior nos grupos C-TCM (+ 148%, p <0,0228)
e F (+ 295%, p <0,0001) quando comparado ao grupo C. Enquanto isso, a resposta no grupo

F-TCM foi menor do que no grupo F (-35%, p <0,0228). Na expressdo proteica PPARalfa, 0
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grupo F-TCM foi maior quando comparado ao grupo C-TCM (+ 273%, p <0,0210) (Figuras
6A e B).

A expressdo de mMRNA de Cptl foi maior nos grupos C-TCM (+ 172%, p <0,0163) e F
(+ 324%, p <0,0001) quando comparado ao grupo C (Figura 6C).

Por fim, a expressédo do gene Mcad no grupo F foi maior que no grupo C (+ 161%, p
<0,0007). Da mesma forma, no grupo F-TCM foi maior do que no grupo C-TCM (+ 77%, p
<0,0268) (Figura 6D).

Gréfico 3 - Marcadores de p-oxidacdo no figado
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Legenda: Expressdo génica de Ppar alfa (A), expressdo proteica de PPAR alfa (B), expressdo génica de Cptl (C)
e expressao génica de Mcad (D). Média + DP Diferencas significativas foram testadas com one-way
ANOVA e teste post hoc de Holm Sidak: *P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001. Grupos: C,
controle; C-TCM, controle acrescido de triglicerideo de cadeia média; F, frutose; F-TCM, frutose
acrescido de triglicerideo de cadeia média.

5.4.3. Biogénese Mitocondrial

A expressdo de mRNA de Ucp3 foi maior no grupo F-TCM quando comparada com
0s grupos C-TCM (+ 133%, p <0,0001) e F (+ 92%, p <0,0003) (Figura 7A).
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A expressdo de mRNA de Pgclalpha foi maior nos grupos C-TCM e F (+ 160%, p

<0,0158; + 279%, p <0,0002, respectivamente) quando comparada ao grupo C. No entanto, o

grupo F-TCM foi menor que o grupo F (-55%, p <0,0032) na mesma analise (Figura 7B).
A expressao do mRNA de Nrfl foi maior nos grupos C-TCM (+ 133%, p <0,0066) e F
(+ 111%, p <0,0177) quando comparada ao grupo C (Figura 7C).

Gréfico 4 - Marcadores de biogénese mitocondrial no figado
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Legenda: Expressdo génica de Ucp3 (A), expressdo génica de Pgcl alfa (B), expressdo génica de Nrfl (C) e

manchas representativas dos

marcadores

mencionados em figuras

precedentes. Média +

DP Diferengas significativas foram testadas com one-way ANOVA e teste post hoc de Holm Sidak:
*P < 0,05 **P < 0,01 e ***P < 0,001. Grupos: C, controle; C-TCM, controle acrescido de
triglicerideo de cadeia média; F, frutose; F-TCM, frutose acrescido de triglicerideo de cadeia média.

5.4.4. Inflamacdo

Na resposta inflamatdria, observamos aumento nas expressdes dos genes Tnfalfa e 11-6

no grupo C-TCM (Tnfalfa: + 203%, p <0,0015; II-6: + 164%, p <0,0064) e F (Tnfalfa: +
215%, p <0,0015; 1I-6: + 193%, p <0,0020) grupos quando comparados com o grupo C
(Figuras 8A e B).
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Gréfico 5 - Marcadores inflamatdrios no figado
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Legenda: Expressdo génica de Tnf alfa (A) e expressdo génica de 11-6 (B). Média + DP Diferengas significativas
foram testadas com one-way ANOVA e teste post hoc de Holm Sidak: * P < 0,05, **P < 0,01 e
*** P < (0,001. Grupos: C, controle; C-TCM, controle acrescido de triglicerideo de cadeia média; F,
frutose; F-TCM, frutose acrescido de triglicerideo de cadeia média.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, ndo observamos alteracdes na massa corporal, ingestdo de
alimentos e tolerancia a glicose entre os grupos estudados. Ap6s 0 experimento o consumo de
agua e a pressdo arterial foram maiores no grupo F, confirmando o modelo proposto. Em
relacdo ao acumulo de lipidios no figado, todos os trés grupos experimentais apresentaram
aumento da esteatose hepatica. Nos grupos F e F-TCM houve lipogénese elevada, assim como
beta-oxidacdo e biogénese mitocondrial. Um dado muito importante do estudo é que o grupo
C-TCM tinha sinais de acumulo de lipideos no figado e que o TCM néo conseguiu neutralizar
e, em alguns casos, exacerbou os danos hepaticos induzidos pela frutose no grupo F-TCM.

Constatamos que nem a ingestdo de alimentos nem a massa corporal foram afetadas
pela ingestdo de frutose e / ou TCM. De acordo com a literatura, a frutose ndo afeta a ingestéo
alimentar e a massa corporal (BRAY et al., 1980; FURUSE et al., 1992; MATULKA et al.,
2006; SCHWARZ et al., 2015); no entanto, os efeitos da ingestdo de TCM ¢é controversa em
relacdo a perda de massa corporal. Estudos classicos mostram que o consumo de TCM
aumenta a saciedade dos animais (MAGLIANO et al., 2015; ZHOU et al., 2017) enquanto
novos artigos mostram a manutencao do consumo alimentar e da massa corporal (IEMITSU et
al., 2008; XU et al., 2017) corroborando com os resultados encontrados em nosso estudo.

O consumo de agua foi elevado pela ingestdo de frutose no grupo F, como descrito
anteriormente (BARGUT et al., 2017) e o TCM nao foi capaz de reverter essa alteracdo.
Semelhante ao resultado do consumo de agua, também houve aumento da pressao arterial
sistolica no grupo F e que a ingestdo de TCM ndo foi completamente capaz de reverter esse
efeito no grupo F-TCM. Ja estéa estabelecido na literatura que a frutose eleva a pressdo arterial
(HAN et al., 2007) e que a ingestdo de TCM néo exerce efeito sobre a pressdo arterial,
embora promova efeitos cardiovasculares positivos (TERADA et al., 2012).

Os dados referentes a homeostase da glicose (glicemia de jejum e TOTG) ndo foram
alterados nem pela adicao de frutose nem pelo TCM na dieta. Entretanto, a frutose em excesso
é capaz de modular esses parametros quando seu consumo ultrapassa 16 semanas (FURUSE
et al., 1992), enquanto em situacbes com menos de 12 semanas esse padrdo ndo é verificado
(BARGUT et al., 2017). Bargut et al. (BARGUT et al., 2017) levantaram a hipdtese de que
com 8 semanas de experimento, a frutose seria capaz de induzir a resisténcia a insulina, mas
ndo a intolerdncia a glicose, e isso também pode estar ocorrendo no presente estudo. Em

relacdo ao TCM, estudos mostram que 0 mesmo ndo € capaz de alterar a glicemia de jejum
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em humanos diabéticos tipo 2 obesos (LANASPA et al., 2012) ou a glicose plasmaética e o
TOTG na obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratos (LANASPA et al., 2012), como
vimos no presente estudo. No entanto, ambos os estudos mostraram melhorias na resisténcia a
insulina (LANASPA et al., 2012), que, embora ndo tenham sido avaliadas no presente estudo,
também podem estar ocorrendo.

Os TG hepéticos foram elevados no grupo F. Ja foi classicamente relatado que a
frutose € distinta da glicose em sua capacidade Unica de aumentar a gordura do figado (EGLI
et al.,, 2013; LIU et al., 2018). De acordo com um estudo recente que demonstrou que o
consumo de frutose, mesmo na auséncia de obesidade, causa alteracdes deletérias no figado
com a presenca de DHGNA com éreas de inflamacdo (FURUSE et al., 1992). Um ponto
importante é que ndo é a prépria molécula de frutose a principal responsavel pela producéo de
TG, mas a gordura se acumula no figado pela ativacdo da lipogénese e, a0 mesmo tempo, pelo
blogueio da oxidacao dos acidos graxos (HERMAN; SAMUEL, 2016; JENSEN et al., 2018).
Outro fato que vale a pena notar é que os efeitos da frutose sdo atribuidos a frutose per se,
independentemente do balanco energético (MATULKA et al., 2006; JEGATHEESAN et al.,
2015).

No presente estudo, observamos que SREBP1c e FAS aumentaram no grupo F. Como
estes sdo marcadores da lipogénese de novo, podemos comprovar que a frutose estimula o
acumulo de gordura hepética. Além disso, houve aumento do PPARgama, que atua no figado,
reforcando os mecanismos lipogénicos (BORGES et al., 2018). A ingestdo cronica de frutose
aumenta a lipogénese hepatica de novo ativando varios fatores-chave de transcricdo (DONG
et al, 2013), como o SREBPlc (FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2011). Como
consequéncia, suas principais enzimas-alvo que regulam a sintese de lipidios, como a FAS e a
acetil-CoA carboxilase, também aumentam (VLUGGENS; REDDY, 2012).

A P-oxidacdo é uma das principais vias através das quais os lipidios sdo
metabolizados, enquanto que a inibigdo da [-oxidacdo leva ao acumulo de lipidios nos
hepatdcitos (SILVA et al., 2001). Como ressaltado anteriormente, a frutose inibe a oxidagéo
dos acidos graxos, estimulando a esteatose hepatica, e isso pode ser devido a um impacto
negativo na via de sinalizacdo do PPAR (PONCHAUT et al., 1992; DONG et al., 2013). O
PPARalfa controla os genes envolvidos na B-oxidacéo, incluindo o CPT1, que controla a
entrada de &cidos graxos nas mitocondrias, e o MCAD que participa da maquinaria
mitocondrial para a B-oxidagdo (DONG et al., 2013). Surpreendentemente, observamos
elevacdo da B-oxidacdo no grupo F. Isso vai contra os dados que demonstram que a frutose

inibe a CPT1 através do aumento do acimulo de malonil-CoA (gerado na lipogénese de novo)
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(CAMARA et al., 2009). No entanto um trabalho demonstrou que, em ratos alimentados com
uma dieta rica em gordura exibindo esteatose hepética e acidos graxos livres elevados, a
expressdao de CPT1 e MCAD estdo aumentadas (LIM et al., 2010). Curiosamente, a [-
oxidacdo acelerada promove niveis aumentados de acetil-CoA, que pode ser um substrato
para a lipogénese de novo, aumentando, portanto, o acumulo hepatico de TG (WANG et al.,
2011).

Juntamente com o aumento da lipogénese e B-oxidacdo, o grupo F também mostrou
aumento dos marcadores da biogénese mitocondrial como o PGClalpha e CPT1. O PGClalfa
é o principal regulador da biogénese mitocondrial, sendo responsavel pela transcricdo da
NRF1 (SHINOHARA et al., 2005). Um estudo prévio mostrou que ratos alimentados com
dieta rica em frutose apresentam biogénese mitocondrial prejudicada, incluindo a reducéo da
expressao de PGClalfa e NRF1 no figado (BUTOW; AVADHANI, 2004). Por outro lado,
outro estudo mostrou que ratos alimentados com dieta rica em frutose apresentaram aumento
da biogénese mitocondrial no musculo esquelético (CIOFFI et al., 2017). Nesse tecido, o
aumento da disponibilidade de acidos graxos se mostrou como indutor da biogénese
mitocondrial (CRESCENZO et al., 2013) e isso também pode estar ocorrendo no figado dos
nossos animais. Além disso, como o PGClalfa também é responséavel pela inducdo de
PPARalfa e CPT1, é possivel que o aumento da beta-oxidacdo no grupo F possa ser
secundario ao aumento da expressdo de PGClalfa (GARCIA-ROVES et al., 2007; SONG et
al., 2010).

Em relacdo aos grupos alimentados com TCM, observamos que o TCM sozinho na
dieta, (grupo C-MCT) induziu elevacdo da massa hepética, colesterol hepéatico e TG e
esteatose e no grupo F-TCM, houve uma exacerbacdo desses parametros quando comparado
com o0s grupos C-TCM e F. No figado, o TCM néo é incorporado aos lipideos sintetizados,
mas sim dirigidos para as mitocondrias. Este processo ndo requer a presenga de carnitina, isto
é, de CPT1 (FINCK; KELLY, 2006). O resultado € um excesso de acetil-CoA que pode ir
para a mitocondria ou permanecer no citosol, culminando na lipogénese de novo.
Corroborando com isso, estudos mostram que os AGCM aumentam os marcadores de
lipogénese, como SREBP1c e FAS, e que esse aumento é maior que o dos AGCL (BACH,;
BABAYAN, 1982; TURNER et al., 2009; WANG et al., 2011).

Também observamos nos nossos resultados, aumento dos marcadores de -oxidacao
nos grupos C-TCM e F-TCM. De acordo com Matulka et al. (2006) eles concluiram que a
substituicdo parcial de uma dieta rica em gorduras por AGCM promove aumento da expressao
de PPARalpha (MATULKA et al., 2006). Portanto, presumimos que o acumulo de lipidios
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observado nos grupos TCM (e também no grupo F) ndo estd associado a diminuig¢do da -
oxidacdo, mas sim ao aumento da lipogénese hepética.

No presente estudo, o TCM na dieta foi capaz de aumentar os marcadores de
biogénese mitocondrial nos grupos C-TCM e F-TCM. Em um estudo recente, 0s autores
mostraram que os AGCM foram comprovados para promover aumento da biogénese
mitocondrial no masculo esquelético (WANG et al., 2018). O grupo F-TCM também mostrou
aumento da expressdo de UCP3. A UCP3 pode ser expressa no figado quando a oxidacéo de
gordura é elevada, estimulando a expressao de genes envolvidos na biogénese mitocondrial e
na oxidagdo de gordura, incluindo MCAD e PGClalfa (VLUGGENS; REDDY, 2012),
embora esses acidos graxos entrem na mitocondria para f-oxidacdo, independentemente da
presenca de CPT-1 (WANG et al., 2018).

Por fim, observamos que os trés grupos experimentais apresentaram marcadores
aumentados de inflamagéo (TNFalfa e IL-6). Em um estudo com camundongos alimentados
com dieta rica em frutose durante 60 dias, houve elevagdo de IL-1 e TNFalfa no plasma,
indicando que a ingestdo crénica de frutose causa inflamacdo (CARLSON et al., 2015), como
relatamos no presente estudo. Embora os efeitos da frutose sobre a inflamacéo sejam claros, o
mesmo nao é verdadeiro para o TCM. Varios estudos em roedores mostram que o TCM
administrado por via oral exerce efeitos anti-inflamatérios (KONO et al., 2000; KONO et al.,
2003). Por outro lado, um estudo in vitro realizado por Suzuki et al. (SUZUKI et al., 2013),
0Ss autores mostraram que os macrofagos expressam receptor para AGCM, GPR84, que
podem exercer um efeito pro-inflamatério. Se esses achados in vitro sdo pertinentes aos
AGCM administrados por via oral, nio estd claro. E importante notar que os efeitos
observados esse estudo podem ser uma consequéncia do aumento da esteatose hepatica, uma
vez que o acumulo de lipidios pode progredir para a inflamagdo tecidual (ANDERSON;
BORLAK, 2008).
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CONCLUSAO

Observamos que a frutose induz o acumulo de lipidios hepaticos, com aumento da
lipogénese, B-oxidacdo, biogénese mitocondrial e inflamagdo. Curiosamente, o TCM foi
capaz de promover danos no figado com aumento do acumulo de lipidios e inflamagéo no
grupo C-TCM, e ndo foi capaz de reverter anormalidades hepaticas induzidas pela frutose no
grupo F-TCM e pelo contrario, potencializou os efeitos deletérios da frutose. Esses resultados
indicam que o TCM deve ser usado com cautela, especialmente quando administrado em
associagdo de dieta rica em frutose e ainda, com anormalidades hepéticas.
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Keywords: We aimed to investigate the effects of medium-chain triglyceride oil on the high fructose diet-provoked hepatic
Medium-chain triglycerides abnormalities in mice. We used C57bl/6 mice of 3-months-ald divided into four groups for 12 weeks: control (C),
Fructose control with MCT (C-MCT), fructose (F), and fructose with MCT (F-MCT). We investigated food and water intake,
Steatosis

body mass, blood pressure, glucose tolerance, plasma and liver biochemistry, hepatic protein and gene ex-
pression. There were no changes in body mass, food intake and glucose tolerance among the groups. The F group
presented increased water intake and blood pressure associated with hepatic steatosis and elevated de novo
lipogenesis, beta-oxidation, mitochondrial biogenesis and inflammation in the liver. Surprisingly, the C-MCT
group also showed hepatic steatosis and inflammation in the liver, and the F-MCT group had no exacerbations of
fructose-induced abnormalities, showing marked hepatic steatosis, lipogenesis de novo and hepatic inflamma-
tion. The MCT oil groups also presented increased beta-oxidation and mitochondrial biogenesis. In conclusion,
MCT oil showed detrimental hepatic effects and should be used with caution, especially in the presence of

hepatic alterations.

1. Introduction

Nonaleoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by hepatic
lipid accumulation, or steatosis, which can progress to nonalcoholic
steatohepatitis or NASH (inflammation, fibrosis and ultimately cir-
rhosis) [1]. Approximately one billion individuals around the world
currently have NAFLD, the hepatic manifestation of metabolic syn-
drome [2]. Epidemiological [3] and experimental [4] studies demon-
strate a strong correlation between the fructose intake and NAFLD.

Although today we know that ingested fructose is metabolized first
in the small intestine, in a mechanism that can get saturated with its
overload, with fructose accumulation in the intestine it ends up
reaching the circulation and consequently the liver [5]. Therefore,
fructose induces de novo lipogenesis, triglyceride secretion, low fatty

acid oxidation, and high gluconeogenesis, thereby resulting in lipid
accumulation and hepatic damage [6,7].

Medium-chain triglycerides (MCT) are composed of a glycerol
backbone and three fatty acids that have an aliphatic tail of 6-12
carbon atoms. MCT usually have two or three of the fatty acid chains as
medium-chain fatty acids (MCFA). MCT exists in natural foeds with
high percentages found in coconut oil, palm kernel oil, desiccated co-
conut, and raw coconut meat according to the US Department of
Agriculture National Nutrient Database [8]. Unlike long-chain trigly-
cerides, MCT will be broken down into glycerol and MCFA, which will
be directly absorbed into the bloodstream. In contrast to long-chain
triglycerides, MCT is hydrolyzed rapidly to MCFA and do not need to be
incorporated into chylomicrons, being driven to the portal vein, and
then to the liver [9].

Abbreviations: ACC, acetyl-CoA carboxylase; AIN 93M, American Institute of Nutrition's recommendations for rodents to maintain; ANOVA, analysis of variance; BP,
blood pressure; C, control group; CPT, carnitine palmitoyltransferase; C-MCT, control with MCT oil group; F, fructose group; FAS, fatty acid synthase; F-MCT, fructose
with MCT oil group; IL, interleukin; MCAD, medium-chain acyl-CoA dehydrogenase; MCFA, medium-chain fatty acids; MCT, medium-chain triglycerides; NAFLD,
nonalcoholic fatty liver disease; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; NRF, nuclear respiratory factor; OGTT, oral glucose tolerance test, PGC, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator; PPAR, peroxisome-proliferator-activator receptor; SREBP, sterol regulatory element binding protein; TC, total cholesterol; TG,

triglycerides; TNF, tumor necrosis factor; UCP, mitochondrial uncoupling protein
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da ingestdo de triglicerideos de
cadeia média (TCM) na estrutura e no metabolismo hepatico de camundongos
alimentados com dieta rica em frutose", registrada com o n° 002/2018, sob a
responsabilidade de Marcia B. A. Mandarim de Lacerda - que envolve a produgéo,
manutencgdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE
ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
UERJ, em reuniédo de 30/01/2018.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizacdo 30/01/2022

Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BL/6

N° de animais 40

Peso/ldade 18 g/ 3 meses

Sexo Macho

Origem Biotério setorial
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