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O consumo de frutose causa resisténcia a insulina e favorece a gliconeogénese hepatica através de
mecanismos ainda ndo completamente compreendidos. Estudos recentes demonstraram que a
ativacdo hipotaldmica da proteina quinase ativada por 5AMP (AMPK) controla as flutuagdes
dindmicas na produgdo hepatica de glicose. Dessa forma, o presente estudo foi desenhado para
investigar se a ativagdo da AMPK no hipotdlamo pela frutose mediaria o aumento da
gliconeogénese. Ambos os tratamentos intracerebroventricular (icv) e intraperitonial (ip) com frutose
estimularam a fosforilagdo da AMPK e da acetyl-CoAcarboxilase (ACC) no hipotalamo; em paralelo
ao aumento da fosfenolpiruvatocarboxicinase (PEPCK) e gliconeogénese no figado. Um aumento
na fosforilagdo da AMPK induzida pela frutose icv foi observada no hipotalamo lateral, assim como,
nos nucleos paraventricular e arqueado. Esses efeitos foram reproduzidos pelo tratamento icv com
5-amino-imidazole-4-carboxamide-1-B-d-ribofuranoside (AICAR). A inibigdo da AMPK hipotaldmica
através da injegdo icv com Composto C ou siRNA para AMPKa2 no hipotalamo mediobasal (HMB)
suprimiu os efeitos hepaticos induzidos pela frutose intraperitonial. Ainda, o tratamento com frutose
aumentou os niveis de corticosterona através de um mecanismo dependente da ativagéo
hipotalémica da AMPK. Concomitantemente, a gliconeogénese, a expresséo hepatica da PEPCK e a
ligacdo do receptor de glicocorticoide no gene da PEPCK foram suprimidos pelo blogueio
farmacolégico do receptor de glicocorticoide. Em sua totalidade, os dados aqui apresentados
suportam a hipétese de que a ativacdo da AMPK no hipotalamo induzida pela frutose estimula a
gliconeogénese hepatica através do aumento dos niveis de corticosterona.
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Fructose consumption causes insulin resistance and favors hepatic gluconeogenesis through
mechanisms that are not completely understood. Recent studies demonstrated that the activation of
hypothalamic 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK) controls dynamic fluctuations in hepatic
glucose production. Thus, the present study was designed to investigate whether hypothalamic
AMPK activation by fructose would mediate increased gluconeogenesis. Both ip and
intracerebroventricular (icv) fructose treatment stimulated hypothalamic AMPK and acetyl-CoA
carboxylase phosphorylation, in parallel with increased hepatic phosphoenolpyruvatecarboxy kinase
(PEPCK) and gluconeogenesis. An increase in AMPK phosphorylation by icv fructose was observed
in the lateral hypothalamus as well as in the paraventricular nucleus and the arcuate nucleus. These
effects were mimicked by icv 5-amino-imidazole-4-carboxamide-1-B-d-ribofuranoside treatment.
Hypothalamic AMPK inhibition with icv injection of compound C or with injection of a small interfering
RNA targeted to AMPKa2 in the mediobasal hypothalamus (MBH) suppressed the hepatic effects of
ip fructose. We also found that fructose increased corticosterone levels through a mechanism that is
dependent on hypothalamic AMPK activation. Concomitantly, fructose-stimulated gluconeogenesis,
hepatic PEPCK expression, and glucocorticoid receptor binding to the PEPCK gene were
suppressed by pharmacological glucocorticoid receptor blockage. Altogether the data presented
herein support the hypothesis that fructose-induced hypothalamic AMPK activation stimulates hepatic
gluconeogenesis by increasing corticosterone levels.
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1- INTRODUCAO GERAL




Segundo a mitologia grega, Perséfones, filha de Zeus e de Demeter (deusa da agricultura)
fora raptada por Hades e levada ao mundo subterraneo. L4, Hades seduziu-a com uma roma (fruta
rica em frutose), desposou-a e a fez sua rainha. Sua mae inconsolavel travou uma busca incessante
por sua filha amada e descuidou-se de suas tarefas enquanto deusa. Como Demeter, mée de
Perséfones, ndo sobreviveria sem a presenca da filha, ficou decidido por Zeus que Perséfones
ficaria metade do ano junto a sua mae, caracterizando um periodo de grande alegria, de terras
férteis e época das colheitas (primavera e o verdo). Durante a outra metade do ano Perséfones
estaria ao lado de Hades no mundo subterréneo, gerando grande tristeza e frustracdo em sua méae.
Por causa dessa tristeza, sua mae chorava e descuidava-se novamente de suas tarefas com a terra,
gerando uma época de pouca fertilidade e de muita escuridao (tempo que miticamente representava
0s meses de mau tempo, 0 outono e o inverno). Assim como na lenda de Perséfones, segundo a
histéria da criagdo do mundo, o destino de Adao e Eva e, da humanidade como um todo, foi
determinado pela ingestdo de uma fruta. Segundo o cristianismo, Adéo e Eva comeram o fruto
proibido em desobediéncia a Deus e foram expulsos do Jardim do Eden, dando origem ao pecado

original (Figura 1).

Como relatado por Varman T. Samuel (2011), muito embora essas lendas ou histérias
biblicas ndo estivessem anunciando um pressagio contra a frutose contida nestas frutas misticas;
nos dias atuais muita atengdo tem sido voltada para os perigos reais do consumo excessivo de
frutose, uma vez que, alguns autores tem relatado a possibilidade de uma correlagdo temporal entre
0 aumento da incidéncia da obesidade no mundo e o0 aumento significativo da ingestdo de frutose

através do consumo de produtos industrializados (Page et al., 2013).

19



Figura 1. Adéo e Eva (Lucas Cranach, 1472)

Um breve relato sobre a insercdo do acucar na alimentacao

Os humanos alimentam-se sobretudo para geracdo de energia e manuten¢do das suas
necessidades metabolicas. A partir da introdugdo de alimentos mais palataveis, em especial, na
dieta do mundo ocidental, o ato de alimentar-se passou a ser também um dispositivo de satisfagéo e
agregagéao social. O sabor adocicado, preferido por muitos individuos, tem a capacidade de conferir
uma alta palatabilidade aos alimentos, tornando-os extremamente atrativos. Essa atratividade
natural pelo “doce” conservada ao longo da evolugdo do ser humano pode explicar, em parte, o
consumo substancial de agucar nas sociedades modernas. Embora hoje haja um grande consumo
de agucar (em especial de sacarose e frutose na sua forma livre) na dieta ocidentalizada, nem

sempre fomos grandes consumidores (Tappy & L€, 2010).

Durante o periodo paleolitico quase todo o alimento era proveniente da caca e da pesca,
sendo as frutas a Unica fonte de carboidratos da dieta. Especula-se que a atratividade pelo sabor
adocicado data desta época quando o agucar era extremamente escasso (Tappy & L€, 2010).
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O mel foi utilizado como principal adogante até as Cruzadas, periodo no qual os europeus
tiveram acesso ao agucar ja entdo utilizado no Oriente Médio. O consumo de aglcar permaneceu
baixo até o século XVIII e passou a ser impulsionado pelo estreitamento das relagées comerciais do
ocidente com paises orientais onde o agucar proveniente da cana era abundante, assim como, pela
melhoria nas técnicas de extragdo e refinamento do agucar. Com isso, 0 aglicar passou a ser mais
popularizado, sendo inicialmente extraido e refinado a partir da cana e importado para a Europa e
América do Norte. Inicialmente, o aglcar foi consumido como adogante em chas e cafés, sendo
rapidamente utilizado na preparagédo de alimentos em padarias. Durante a Revolugéo Industrial na
Inglaterra houve um aumento de 1500% no consumo de agucar e, por volta do século XX, o agucar

tornou-se 0 maior constituinte da dieta ocidental (Licht, 2005).

A sacarose era 0 agucar predominantemente consumido nesta época, sendo utilizadas
pequenas quantidades de glicose e frutose provenientes de frutas. A partir do desenvolvimento da
industria alimenticia e das técnicas de extragdo do amido de milho, tornou-se economicamente
viavel a sua hidrélise a glicose e posterior converséo a frutose através de isomerizagao enzimética
(Marshall, 1957). Esse avanco tecnolégico possibilitou a produgéo de adogantes derivados do milho,
em especial, 0 xarope de milho rico em frutose (HFCS) (White, 2008). A grande capacidade
adocante do HFCS, associada as suas propriedades organolépticas e ao seu baixo custo,
contribuiram para 0 aumento do seu consumo, o que foi acompanhado por uma reducdo gradativa
do consumo da sacarose. Enquanto praticamente ausente ha alguns anos atras, a frutose hoje
assume um papel central como 0 aglcar mais consumido nas dietas modernas, sendo
predominantemente encontrada sob a forma de sacarose (frutose ligada a glicose) ou na sua forma
livre presente no HFCS, o mais popular adogante utilizado pela populagdo norte-americana (Tappy &

L&, 2010).

21



Os agucares provenientes da dieta sdo representados em parte por sacarose (dissacarideo
formado por glicose e frutose em razdes iguais) e pelo HFCS (45% de glicose/ 55% de frutose), um
adocante bastante utilizado também na industria alimenticia (Ventura et al., 2011). Do ponto de vista
energético as moléculas de glicose e frutose tm o mesmo valor calérico, muito embora o corpo
tenha uma compreensdo diferenciada desses dois carboidratos; condicdo essa que origina

discussdes sobre seus papéis individuais na obesidade e na sindrome metabdlica (Lustig, 2010).

Como o metabolismo da frutose ndo depende da agdo da insulina e induz apenas um
aumento pequeno na glicemia sanguinea, a frutose surgiu como uma nova alternativa de adogantes
em substituicdo a sacarose para uso em individuos diabéticos. Porém, 0 aumento da ingestéo diaria
de frutose causou efeitos metabdlicos adversos, sendo reconhecida a sua associagdo com o
aumento das concentragbes plasmaticas de triglicerideos (TG), esteatose hepética e intolerancia a

glicose (Havel, 2005).

Com base em uma série de estudos epidemioldgicos, foi publicado por Tappy & L& que
adolescentes e adultos jovens sdo os principais consumidores de frutose e, considerando todas as
faixas etarias, o refrigerante continua sendo a principal fonte desse agucar. Entre 1999 e 2004 nos
Estados Unidos, a média de consumo per capta de frutose foi estimada em 70 g/dia e o consumo de
HFCS representou 42% do consumo total de adogantes em detrimento a 16% nos anos de 1977 e
1978. A partir desses registros, foi evidenciado um aumento substancial do consumo de frutose ao
longo das ultimas quatro décadas, especialmente por parte de adolescentes e adultos jovens de
ambos 0s sexos e que os refrigerantes sdo a principal fonte de frutose na dieta ocidentalizada

(Tappy & L&, 2010).

O consumo de frutose livre (sob a forma de HFCS) aumentou dramaticamente entre 1970 e

2007 e muitos autores tem sugerido que 0 consumo excessivo de frutose possa estar relacionado ao
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desenvolvimento de obesidade e sindrome metabdlica (Samuel, 2011; Lyssiotis & Cantley, 2013).
De fato, tanto em roedores quanto em humanos, alguns estudos mostram que as dietas ricas em
frutose levam a actumulo ectdpico de lipideos no figado e mais tardiamente no musculo (Havel, 2005,

Lé &Tappy, 2007).

Através de um estudo multicéntrico realizado no Brasil, foi evidenciado que o consumo de
bebidas ricas em aglcar representou 37% e 45% do total de calorias provenientes da ingestdo de
liquidos para os grupos com idade compreendida entre 3-6 anos e 7-10 anos, respectivamente, 0
que foi acompanhado por uma diminui¢do da ingestdo de leite. Entre adolescentes (11-17 anos) a
maior parte da ingestéo de frutose deu-se a partir do consumo de refrigerantes, representando 42%
do total de calorias ingeridas a partir de liquidos. Frente a esta realidade muitos autores alertam para
os efeitos adversos do consumo excessivo de aglcar e 0 risco de obesidade em criangas e

adolescentes (Feferbaum et al., 2012).

A frutose tem despertado interesse por parte de muitos grupos de pesquisa e muito se tem
discutido sobre o papel desse nutriente no desenvolvimento de doengas metabdlicas, uma vez que,
nas Ultimas décadas, houve um aumento substancial do consumo de frutose seja através da

sacarose ou HFCS (Tappy et al., 2010; Samuel, 2011).

Ha documentado um numero substancial de estudos que demonstram que o excesso de
frutose estimula a sintese de &cidos graxos e triglicerideos, resultando em obesidade e muitas
caracteristicas da sindrome metabélica em modelos animais e humanos. De uma perspectiva
evolucionaria, a conversdo facilitada de frutose & gordura talvez possa ter sido vantajosa em
periodos de pouca disponibilidade de alimentos. No entanto, no mundo ocidental atual, a
disponibilidade de alimentos é mantida em qualquer época do ano e sugere-se que a gordura

estocada a partir da ingestdo excessiva de frutose tenha passado a desempenhar um papel que
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ultrapassa os limites da necessidade energética, tendo um impacto negativo sobre a saide humana

(Stanhope & Havel, 2008; Lyssiotis & Cantley, 2013).

Frutose, obesidade e resisténcia a insulina

Ao longo do ultimo século, 0 aumento da prevaléncia de obesidade e diabetes tem sido
atribuida em grande parte a um estilo de vida cada vez mais sedentario e a disseminagao de uma
dieta ocidentalizada excessivamente rica em gordura e agucar (Chen et al., 2011). Ainda, 0 aumento
crescente do sobrepeso, obesidade e doenga metabolica relacionada pode ser também resultante
da falta de contrabalango desta dieta nutricionalmente pobre e rica em calorias por uma atividade

fisica adequada (Hirahatake et al., 2011).

Avangos no crescimento industrial e no processamento de alimentos tem tornado
disponiveis para o consumo diario uma infinidade de alimentos com alta palatabilidade, no entanto,
nutricionalmente deficientes e com altos teores lipidicos e glicidicos (Stanhope & Havel, 2009;
Stanhope & Havel, 2010).0 consumo de refeicdes fora do ambiente domiciliar tem sido associado ao
aumento da aquisicdo de energia através da ingestdo excessiva de alimentos ricos em agucar e
gordura, e a associagdo entre este tipo de alimentagdo e o aumento do indice de massa corporal

tem sido evidenciada por muitos grupos de pesquisa (Boutelle et al., 2007).

Nos Estados Unidos o consumo de frutose aumentou mais que 25% entre 1970 e 1997
(Elliott et al, 2002). Durante o mesmo periodo a prevaléncia de obesidade aumentou
dramaticamente em paralelo a introdu¢do do HFCS e ao aumento consequente do consumo de

frutose. Em 1997 e 1998, o consumo total de frutose, seja adicionada ou a partir de fontes naturais,
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foi estimado em 97 g/pessoaldia nos Estados Unidos e 83 g/pessoaldia na Suica, respectivamente

(Elliott et al., 2002; Aeberli et al., 2013).

De fato, parece haver uma relagdo temporal entre 0 aumento do consumo de frutose através
do uso disseminado do HFCS e o aumento do nimero de pessoas com sobrepeso e obesidade no
mundo (Figura 2). Em humanos, isolar a contribui¢do individual de um unico componente da dieta
para a obesidade € uma tarefa dificil, mas ha um nimero significativo de evidéncias que apontam a
frutose como um possivel contribuidor para o aumento da obesidade e do risco para Diabetes

Mellitus tipo Il (Hirahatake et al., 2011, Purnell & Fair, 2013).
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Figura 2. Ingestédo de HFCS versus prevaléncia de individuos obesos. (Adaptado de Bray et al, 2004) .

Se comparada a glicose, a ingestdo de grandes quantidades de frutose esta mais associada
a taxas aumentadas da de novo lipogénese (DNL) e aumento de lipideos circulantes em humanos

(Basciano et al, 2005; Collison et al, 2009; Stanhope et al, 2009).

Participantes de um estudo submetidos a dieta rica em frutose ad libitum exibiram um ganho

de peso maior em relagdo ao grupo submetido a dieta controle (Sievenpiper et al., 2012). De forma

25



consistente, pesquisas em modelos animais também mostraram que, quando comparada a glicose,
a frutose inserida na dieta ou injetada diretamente nos centros reguladores do apetite no hipotalamo
induziu um aumento da ingestao alimentar e do ganho de peso (Miller et al., 2002; Jurgens et al.,

2005; Lane & Cha, 2009).

Através de estudos que quantificam as variagbes de fluxo sanguineo cerebral de maneira
nao-invasiva como medida de atividade foi demonstrado que o sinal cerebral gerado em resposta a
ingestdo de frutose em individuos sadios foi diferente do sinal gerado nos individuos que ingeriram
glicose, sendo concomitantemente associado a uma menor sensagéo de saciedade. Esses achados
déo suporte ao conceito de que quando o cérebro humano € exposto a frutose, vias neurobioldgicas
que regulam o apetite sé@o moduladas e resultam em aumento da sensagdo de fome, o que deve

contribuir em parte para o aumento da ingestao alimentar (Page et al., 2013).

Quando um determinado nutriente, tal como a frutose, promove alteragdes que resultam em
aumento do ganho de peso, muita atengé@o se volta para a questdo do aumento da ingestéo de
calorias. No entanto, um ponto importante a ser considerado € a diminuicdo da sensacdo de
saciedade ja bem demonstrada em diversos estudos com frutose, visto que, a fome € a saciedade
sd0 os maiores determinantes do quanto um individuo come e a falta desse equilibrio ndo pode ser

ignorada na génese da obesidade (Page et al., 2013).

Uma série de estudos recentes tem fornecido uma base sélida para a hipotese de que a
frutose possa ter contribuido para o aumento alarmante da incidéncia de obesidade no mundo, em
especial na populagdo norte-americana. Muitos grupos de pesquisa sugerem que a ingestao
excessiva de agucar, em particular de frutose, pode ter uma contribuicdo importante nao so6 para o
aumento dos casos de obesidade, mas também para o aumento da incidéncia de diabetes (de

Koning et al., 2011).
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Algumas condicdes experimentais sugerem que a frutose seja capaz de causar intoleréncia
a glicose e resisténcia a insulina, embora através de mecanismos ainda ndo completamente
elucidados. Tem-se proposto que esses mecanismos estejam relacionados a agao lipogénica da
frutose e independam do ganho de peso ou aumento da ingestéo caldrica embora o entendimento

desses mecanismos ainda ndo sejam consenso na literatura (Johnson et al., 2009).

Como dito anteriormente, a frutose pode estar associada a indugéo de resisténcia a insulina,
em parte através de mecanismos associados a obesidade. Uma hipétese seria de que o acimulo de
triglicerideos no figado induzido pelo consumo excessivo de frutose resultaria em ativagéo da
proteina cinase C (PKC) e resisténcia hepatica a insulina. (Stanhope & Havel, 2008). Além disso, 0
aumento de acidos graxos livres circulantes poderia resultar em aumento da captagéo de lipideos no
musculo e em outros tecidos, o que poderia contribuir para a resisténcia periférica a insulina

(Johnson et al., 2009).

Como consequéncia do aumento da lipogénese no figado, a frutose proveniente da dieta
poderia promover o desenvolvimento de esteatose hepatica, o que resultaria em resisténcia hepatica

ainsulina, uma caracteristica chave do Diabetes Mellitus tipo Il (Samuel, 2011).

Voluntarios do sexo masculino ndo obesos foram submetidos a protocolos experimentais de
ingestdo de bebidas contendo diferentes agucares em diferentes concentragdes (40 ou 80 g/dia de
frutose; 80 g/dia de glicose ou 80 g/dia de sacarose). Neste estudo foi observado que, mesmo em
quantidades relativamente pequenas de frutose, houve uma diminuicéo significante da sensibilidade
hepatica a insulina com supressao incompleta da produgéo hepatica de glicose por este horménio.
Em contraste, a sensibilidade a insulina no tecido muscular ndo foi alterada. Adversamente a outros
estudos, ndo foram observados aumento das concentragdes circulantes de acidos graxos ou

deposicdo ectdpica de gordura. Segundo os autores, 0s mecanismos que suportam esses efeitos
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permanecem desconhecidos mas podem envolver a estimulagdo da gliconeogénese hepatica ou
devem estar relacionados a lipotoxicidade hepatica (Aeberli et al., 2013). Varios outros estudos em

humanos corroboram com esses resultados (Faeh et al., 2005; Stanhope et al., 2009).

Em humanos nao-obesos, foi descrito que o consumo de frutose associa-se a diminuigdo da
sensibilidade & insulina e aumento da produgéo hepatica de glicose de jejum (Le et al., 2009). Em
roedores, também tém sido admitida uma correlagdo entre dietas ricas em frutose e resisténcia
hepatica a insulina (Ragheb et al., 2008) ou aumento da gliconeogénese hepatica (Rajasekar &
Anuradha, 2007). A gliconeogénese hepética € um componente importante do aumento da taxa de
producdo endégena de glicose, atuando em conjunto com a resisténcia periférica a insulina para
promover a hiperglicemia de jejum em pacientes diabéticos (Basu et al., 2013).

De forma aparentemente controversa, ha evidéncias demonstrando que a suplementagéo
crénica com quantidades moderadas de frutose ndo causam deposi¢do ectopica de lipideos e
resisténcia a insulina em humanos sadios, sugerindo que os efeitos da frutose possam ser
decorrentes de mecanismos independentes de sua capacidade de induzir aumento de adiposidade
ou resisténcia a insulina (Lé et al,. 2006). Embora tenha sido sugerido que dietas contendo grandes
quantidades de frutose induzam resisténcia hepatica a insulina e aumentem os niveis de produgéo
de glicose como conseqliéncia da esteatose hepatica, 0 mecanismo exato, através do qual possa
haver o aumento da gliconeogénese hepatica ndo esta ainda claramente elucidado (Nagai et al.,

2009, Samuel, 2011).

Frutose:aspectos gerais

Ao longo das Ultimas quatro décadas o aumento da ingestdo de frutose através de bebidas

adocgadas artificialmente e alimentos processados tem sido proposto como fator contribuidor para
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muitas desordens metabdlicas (Lyssiotis & Cantley, 2013). Essa afirmativa ndo é universalmente
aceita, uma vez que, alguns pesquisadores sugerem que os efeitos adversos resultantes do
consumo excessivo de frutose possam ser atribuidos ao excesso de calorias ingeridas, assim como
seria frente a ingestdo excessiva de qualquer outro carboidrato. Muito embora, a glicose e a frutose
tenham o mesmo valor calérico, esses aglcares séo metabolizados diferentemente. Contribuindo
para um melhor entendimento dessa questao, estudos recentes investigam o papel do metabolismo
da frutose na obesidade e sindrome metabdlica em um modelo animal incapaz de metabolizar
frutose, dando suporte a teoria de que o consumo excessivo de frutose tem efeitos tdxicos proprios

(Ishimoto et al, 2013; Lanaspa et al., 2013).

Metabolismo da frutose

A frutose é absorvida no intestino via transportadores especificos (GLUTS), sendo grande
parte captada primariamente pelo figado. Embora seja preferencialmente metabolizada a nivel
celular pela frutocinase, poucas quantidades de frutose podem também ser metabolizadas pela

hexocinase (Van den Berghe, 1986).

Embora a glicose e a frutose tenham a mesma formula quimica e sejam caloricamente
idénticas, o metabolismo destes dois aglcares difere marcadamente em muitos pontos importantes

(Dekker et al., 2010).

Apbs absorgéo, a frutose presente no sistema portal é rapidamente captada pelo figado,
onde é metabolizada a frutose-1-fosfato pela acao da frutocinase e entdo metabolizada a triose-
fosfato através da enzima aldolase B. A frutocinase exibe uma grande afinidade e especificidade

pela frutose, o que contribui para o seu rapido metabolismo hepético. A entrada da glicose na via
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glicolitica é regulada pela glicocinase ou hexocinase, enzima que apresenta uma alta afinidade pela
glicose. Na célula, a glicose é entdo fosforilada a glicose-6-fosfato e convertida a frutose-6-fosfato,
que por sua vez, é convertida a frutose-1,6-difosfato, reagéo catalisada pela fosfofrutocinase. A
atividade da fosfofrutocinase pode ser inibida pelo trifosfato de adenosina (ATP) e citrato. Dessa
maneira, a captacdo de glicose pelo figado pode ser regulada e limitada pelo estado energético
celular (Tornheim & Lowenstein, 1976) e isso faz com que quantidades substanciais de glicose
presentes na veia porta ndo sejam captadas pelo figado e alcancem a circulagdo sistémica,
contribuindo para o0 aumento da glicemia sanguinea e estimulando a secrec&o de insulina (Teff et al.,

2009).

Diferentemente da glicose, a frutose € um estimulo pobre para a secre¢do de insulina € o
seu metabolismo é um processo rapido e ndo sofre modulagao negativa por parte do ATP ou citrato.
Em paralelo, esse processo resulta em um maior consumo de ATP e consequente diminui¢do da

razdo ATP/AMP nas células hepaticas (Tappy et al, 2010).

Como consequéncia da auséncia da modulagdo negativa exercida pelo estado energético
celular, a maior parte da frutose ingerida como parte de uma refeicéo é rapidamente convertida a
triose fostafo. Esses substratos podem ser convertidos a glicose ou lactato e liberados na corrente
sanguinea, convertidos em glicogénio hepatico ou serem utilizados na de novo lipogénese para

formac&o de triacilglicerol (Havel et al., 2005).

Em geral, a glicose ¢ utilizada diretamente pelo tecido muscular e cérebro como fonte
energética e o excesso de glicose é estocado no musculo e figado sob a forma de glicogénio,
podendo também ser convertido a frutose através da via do poliol. Como grande parte da frutose é
metabolizada pelo figado e a sua conversdo a frutose-1-fosfato ndo sofre agdo da modulagao

negativa por parte do estado energético celular que previne a sintese de lipideo e estimula a sintese
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de glicogénio a partir da glicose, quantidades substanciais de frutose sdo desviadas para a

biossintese de &cidos graxos e triglicerideos (Lustig, 2010; Stanhope et al., 2009).

Efeitos metabdlicos da frutose

Uma das caracteristicas metabolicas da frutose mais evidenciadas na literatura é a sua
capacidade de estimular potencialmente a lipogénese. Embora haja muitas evidéncias experimentais
apontando o carater lipogénico da frutose, os mecanismos moleculares através dos quais isso

ocorre permanecem ainda néo totalmente elucidados (Samuel, 2011).

Contribuindo para os seus efeitos lipogénicos, a frutose pode ativar fatores de transcrigdo
que ativam genes envolvidos na de novo lipogénese (DNL) e inibir a oxidagdo de lipideos (Faeh et

al., 2005).

Em modelos animais, as dietas ricas em frutose quase que invariavelmente levaram ao
aumento dos niveis circulantes de triglicerideos e deposicdo ectdpica de gordura no figado e, mais
tardiamente, no tecido muscular (Tappy & Lé, 2010). Em roedores foi demonstrado que a frutose na
agua de beber (10% m/v) reduziu a atividade do PPARa, inibindo a oxidagdo de lipideos e
contribuindo para o aumento do conteudo hepatico de gordura. Essas alteragbes nao foram
observadas nos animais que receberam glicose nas mesmas condi¢des, embora ambos 0s
carboidratos tenham induzido uma resposta similar sobre a expressdo de fatores de transcricdo e

enzimas envolvidas na sintese de acidos graxos (Roglans et al., 2007).

Alguns estudos sugerem que apds uma refei¢éo rica em glicose, ha aumento da atividade da

lipase lipoproteica (LPL) induzida pela ag&o da insulina € aumento da captagéo de triglicerideos (TG)
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pelo tecido adiposo subcutaneo. Interessantemente, apos uma refei¢do rica em frutose, grande parte
da frutose ingerida é captada pelo figado e apenas pequenas quantidades alcangam a circulagdo
sistémica, resultando apenas em um pequeno aumento da glicemia e da insulinemia. Isso resultaria
em menor atividade da LPL, menor captagéo de TG no tecido adiposo subcutaneo e maior captagéo
de TG no tecido adiposo visceral. Ainda, 0 aumento da captagdo hepatica de frutose aumentaria a
producdo de substratos lipogénicos que favoreceriam a de novo lipogénese (Stanhope & Havel,

2010).

Apesar da frutose apresentar um baixo indice glicémico e consequentemente nédo contribuir
eficientemente para 0 aumento da secregao de insulina, alguns autores associam as dietas ricas em
frutose a hiperglicemia e hiperinsulinemia de jejum por mecanismos ainda n&o elucidados. Especula-
se que 0 aumento do contelido hepatico de lipideos e a formagao de diacilglicerol possa ativar a
proteina cinase C (PKC), resultando em fosforilagdo em serina do substrato do receptor de insulina 1

(IRS1) e inibicdo da via de sinalizagao da insulina no figado (Stanhope et al., 2009).

Individuos obesos ou com sobrepeso submetidos a dieta controlada e ingestdo de solugao
rica em glicose ou frutose (correspondendo a 25% da necessidade energética) por 10 semanas
exibiram aumento do peso corporal e da massa gorda corporal. A despeito do ganho de peso similar
evidenciado entre os dois grupos, os individuos que consumiram frutose exibiram um aumento
significante do tecido adiposo visceral e da DNL. Ainda, os niveis circulantes de glicose e de insulina
de jejum apresentaram-se aumentados somente no grupo tratado com frutose. Como muitos efeitos
adversos foram observados apenas no grupo tratado com frutose, acredita-se que estes efeitos ndo
possam ser atribuidos unicamente ao ganho de peso ou ao excesso de calorias ingeridas, levando-
se em consideracdo que essas duas condi¢des foram igualmente observadas no grupo tratado com

glicose (Stanhope et al., 2009).
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O tratamento com frutose na agua de beber por 9 semanas induziu um aumento intracelular
das concentragdes de corticosterona no tecido adiposo, o que foi acompanhado por uma redugéo
significante dos niveis proteicos do receptor de glicocorticoide (GR) no citoplasma e por um aumento
paralelo do GR no nucleo. Apos ligagdo da corticosterona e translocagcdo do GR para o nucleo
celular, 0 mesmo € responsavel por regular a taxa transcricional de genes-alvo e reprimir a sua
propria sintese de maneira horménio dependente (Bursac et al., 2013). Um gene-alvo importante do
GR ¢é a PEPCK, uma enzima primariamente implicada na gliconeogénese e também envolvida na

regulagdo do metabolismo de lipideos (Olswang et al., 2003).

Muitas questdes relevantes considerando o papel da frutose na patogénese de muitas
alteragbes metabdlicas permanecem parcialmente respondidas (Tappy et al, 2010), havendo ainda
uma grande disparidade de resultados e a falta de consenso sobre 0s efeitos da frutose per se. Com
base nessas consideragdes, surge a necessidade de uma investigacdo mais ampla sobre os efeitos
da frutose e suas implicagdes sobre 0 metabolismo, em especial sobre a regulagdo da homeostase
glicémica, enfatizando o sistema nervoso central como um possivel sitio através do qual a frutose

possa promover parte dos seus efeitos adversos.

AMPK e metabolismo energético

Estrutura e fungédo da AMPK

A maioria das fungdes realizadas pelas células requer energia, sendo esta proveniente da
hidrolise do ATP a ADP e fosfato. Com a diminuicdo da energia celular, o aumento relativo das
concentracdes € sempre muito maior para AMP do que para ADP, embora a concentragao absoluta

de AMP permaneca menor que de ADP. Nas células eucariontes a AMPK assume um papel

33



fundamental, garantindo um equilibrio perfeito entre aquisicdo e gasto de energia (Hardie et al.,

2012).

A AMPK é uma proteina com atividade seriltreonilcinase que responde as flutuagdes nos
niveis energéticos celulares, atuando como um verdadeiro sensor energético para a manutengao da

homeostase na célula (Schimmack et al., 2006).

E formada por um complexo heterotrimérico, consistindo das subunidades a (a1 e a2), B (B1,
B2 e B3) ey (yl, ¥2 e¥3)) (Figura 3). A subunidade o possui o sitio catalitico da enzima, sendo a
isoforma o1 encontrada primariamente no citosol e a isoforma o2 encontrada em ambos citosol e
nucleo. Acredita-se que essas diferengas de localizagao entre essas isoformas resultem em fungdes
celulares diferentes. As subunidades regulatérias f e y sdo responsaveis pela estabilidade do
complexo como um todo. Alguns estudos tem demonstrado que a subunidade  possui um sitio de
reconhecimento e ligagdo a moléculas de glicogénio, podendo este Ultimo ser capaz de inibir a
atividade da AMPK apds a sua ligagdo. A subunidade vy possui sitios importantes para ligagdo da

AMP, a qual regula alostericamente a atividade da AMPK (Schimmack et al., 2006).
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Figura 3. Estrutura heterotrimérica da AMPK composta das subunidades ¢, 3 e . (Adaptado de Schimmack et al., 2006)

Os genes codificadores dessas subunidades sdo extremamente conservados em todas as
espécies eucarioticas cujas sequéncias do genoma foram completadas, incluindo vertebrados e
invertebrados. Alguns estudos relatam que esses genes codificadores s&o essenciais para uma
resposta metabdlica em situacdes de pouca disponibilidade de alimento e, ainda, estdo envolvidos
na regulacdo do crescimento em periodos alternados do ciclo claro/escuro em plantas verdes
primitivas. Interessantemente, como a falta de luz representa uma condi¢ao de pouca disponibilidade
de nutrientes (uma vez que a planta é incapaz de produzir carboidratos pela fotossintese) e nesta
condicdo ha o aumento da atividade da AMPK, esta proteina tem sido entendida como um complexo
sistema responsavel pela aquisicdo de energia em estados metabolicos negativos (Towler & Hardie,

2007).

Ativagéo e requlagdo da AMPK

Com a fungéo de manter a homeostasia energética, a AMPK é responséavel por inibir vias
anabdlicas consumidoras de energia e ativar vias catabélicas que possam promover a geracdo de
ATP. Agentes promotores de stress a nivel celular, tais como, exercicio, isquemia e hipdxia reduzem
a disponibilidade dos estoques dos fosfatos de alta energia. Assim, 0 aumento resultante da razéo
AMP/ATP ativa a AMPK através de mecanismos que envolvem a ativagao alostérica de sua
molécula e fosforilagdo da sub-unidade a pelas cinases da AMPK (AMPKKs). A fosforilagdo da sub-
unidade a da AMPK em residuos de treonina 172 (Thr172) é o principal mecanismo responsavel

pelo aumento da sua atividade catalitica (Schimmack et al., 2006).

A atividade cinase do complexo oy é instantaneamente aumentada pelo aumento nas

concentragdes celulares de AMP. A subunidade catalitica da AMPK contem um dominio kinase
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Ser/Thr no terminal amino. Em todas as espécies, a atividade do complexo aumenta em mais de
cem vezes quando o residuo Thr172 é fosforilado por algumas cinases. Em mamiferos, as cinases
mais importantes sdo o complexo LKB1-STRAD-MO25 (supressor de tumor) e a CaMKK2. O
complexo LKB1-STRAD-MO25 fornece um alto nivel basal de ativagdo que é modulado pela ligagdo
da AMP na subunidade v, estimulando a fosforilagéo e inibindo a desfosforilagdo. Embora a ativagéo
alostérica seja induzida apenas por AMP, tem sido discutido que os efeitos sobre a fosforilagdo e
desfosforilacdo também sejam provocados por ADP. Como ambos AMP e ADP ligam-se a
subunidade y da AMPK e ADP é usualmente presente na célula em quantidades maiores que AMP,
ADP pode ser o sinal ativador chave que promove a fosforilagdo da AMPK (Thr172) em processos
moderados de stress. No entanto, a ativacdo alostérica induzida por AMP seria capaz de amplificar
essa ativagdo durante um stress mais severo. A complexidade desse mecanismo possibilita uma
resposta gradativa da atividade da AMPK em resposta a uma ampla escala de niveis de stress

(Hardie et al, 2012).

Os efeitos de AMP ou ADP sobre o estado de fosforilagdo no residuo Thr172 sao resultado
de sua ligacdo e ativacdo alostérica da AMPK e independem de cinases ou fosfatases que fosforilem

ou desfosforilem esse residuo (Gowans et al., 2013; Hardie et al, 2012).

AMPK e homeostasia glicémica

A glicose é metabolizada por todas as células do organismo humano, especialmente por
eritrocitos e neurdnios do sistema nervoso central, os quais tem preferéncia absoluta por esse
nutriente. Em virtude do seu papel central no metabolismo energético como combustivel primario

para aquisi¢ao de energia celular, a glicose sanguinea é entendida como um indicador importante do
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estado energético global. Os niveis de glicose circulantes sdo rigorosamente mantidos por um
complexo e integrado sistema enddcrino que envolve principalmente a ag¢do da insulina e do
glucagon (horménios pancreaticos que regulam a captagao, sintese e estoque de glicose (Wahren &

Ekberg, 2007).

Em virtude da sofisticag@o dos sistemas endécrinos que controlam a homeostase glicémica
em mamiferos através do equilibrio entre a acdo da insulina, do glucagon e de outros horménios
contra-regulatérios, a privagao de glicose néo é considerado um evento fisioldgico aceitavel. Muitas
evidéncias vem apontando que o sistema nervoso central, em particular o hipotadlamo, monitora 0s

niveis sanguineos de glicose e modula a aquisi¢do e o gasto de energia (Blouet et al., 2010).

Nesse contexto, a AMPK, expressa ubiquamente nas células de mamiferos, assume uma
grande importancia fisiolégica, tanto periférica quanto centralmente, uma vez que esta envolvida na
resposta a uma grande variedade de condi¢bes metabdlicas que desequilioram a homeostase
energética celular, especialmente condi¢des associadas a um aumento da demanda de energia.
Alguns estudos recentes demonstram que alguns horménios e sinais extracelulares possuem a
capacidade de modular a AMPK, tanto central quanto perifericamente, com o intuito de preservar a

homeostase glicémica (Towler & Hardie, 2007).

As concentragdes circulantes de glicose refletem um equilibrio entre a produgao endogena
de glicose e a captacao de glicose pelo tecido muscular esquelético. Sob condigbes de jejum, esse
equilibrio € mantido em especial pela diminuicdo da captagdo muscular de glicose e pelo aumento
da produgéo enddgena de glicose em especial pela gliconeogénese hepatica. Alguns horménios, tais
como glucagon, séo capazes de iniciar a ativag@o de programas catabdlicos no figado que resultam

em aumento da gliconeogénese hepatica via ativagdo indireta do coativador 1a do receptor y ativado

37



por proliferador de peroxissomo a (PGC-1ar). No estado alimentado, a insulina silencia a atividade
transcricional e a expressao hepatica da PGC-1a. via fosforilagdo da AKT e subsequente fosforilagdo

do FOXO1 (Herzig et al., 2001, Puigserver et al., 2003).

A hiperglicemia de jejum caracteristica do diabetes tipo Il resulta do aumento da produgao
hepatica de glicose como consequéncia da resisténcia hepatica a insulina. Nesse contexto, algumas
evidéncias indicam que a ativagéo periférica da AMPK pode ser um mecanismo efetivo na redugéo
deste quadro. Alguns compostos, tais como, AICAR (Vincent et al., 1991) e metformina (Zhou et al,
2001) séo capazes de inibir a gliconeogénese em hepatécito de rato. Além disso, foi demonstrado
em hepatdcitos que o efeito inibitério da metformina sobre a produgao de glicose foi revertido através
do tratamento com Composto C (um inibidor seletivo da AMPK), indicando que a AMPK
perifericamente tem um efeito supressor direto sobre a produgéo hepatica de glicose (Zhou et al,

2001).

Em ratos obesos Zucker, a ativagdo da AMPK in vivo por AICAR diminui a produgao
hepéatica de glicose e aumenta a captagdo muscular de glicose (Bergeron et al, 2001) Em
camundongos ob/ob resistentes a insulina, a ativagdo cronica da AMPK por AICAR reduz

efetivamente a glicemia sanguinea (Song et al, 2002).

Foi demonstrado que a ativacdo periférica da AMPK induzida por AICAR foi capaz de
mimetizar os efeitos da insulina sobre a expressdo dos genes para PEPCK e glicose-6-fosfatase
(G6P-ase) em hepatomas de ratos (Lochhead et al., 2000). A ativacdo da AMPK no figado resulta
em diminuigdo da produgéo de glicose. Camundongos com delegdo da subunidade catalitica da
AMPK no figado exibiram resisténcia ao efeito hipoglicemiante da ativagdo da AMPK induzida por

AICAR (Viollet et al., 2009).

38



Além da importancia da AMPK em orgdos periféricos, foi demonstrado por Yang e
colaboradores que a ativagdo da AMPK hipotalamica aumenta a produgdo de glicose in vivo,
colocando esta enzima no centro de um sistema de comunicacdo inter-6rgdos que favorece a
producdo hepatica de glicose durante os periodos de baixa disponibilidade de energia. Neste
trabalho, foi evidenciado que tanto a inibicdo farmacolégica quanto a inibigdo molecular da AMPK no

hipotalamo resultaram em diminuigao da produgéo de glicose (Yang et al., 2010).

Em adigéo ao papel central da AMPK sobre a produgéo de glicose, foi evidenciado que a
ativacdo da AMPK no hipotalamo modula a resposta contra-regulatéria induzida por hipoglicemia
através do aumento dos niveis circulantes de corticosterona (Han et al., 2005). Concordantemente,
foi demonstrado que o aumento do glucagon, das catecolaminas e da corticosterona na circulagéo
como uma resposta contra-regulatéria frente @ hipoglicemia, foi evitada pelo tratamento icv com
composto C ou pela expressdo de uma forma negativa dominante da AMPK, demonstrando que a
ativacdo de AMPK na regido do hipotalamo provoca a secregdo da corticosterona a partir da

gléandula supra-renal (Han et al., 2005; McCrimmon et al., 2008 ).

O aumento dos niveis circulantes de corticosterona podem estimular a gliconeogénese
hepatica através de um mecanismo que envolve a estimulagdo direta da expressédo da
fosfenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), que é uma enzima reguladora chave na gluconeogénese e

tem locais de ligagéo para o receptor de glucocorticdide no seu promotor (Faber et al., 1993).

Efeitos diferenciais da glicose e frutose no sistema nervoso central

O controle neural da ingestdo alimentar é regulada por uma rede complexa de sinais

orexigénicos e anorexigénicos que convergem para populagdes distintas de neurénios no hipotalamo
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(Dzamko & Steinberg, 2009). O hipotalamo é formado por uma grande numero de ndcleos, incluindo
0s nucleos arqueado, paraventricular, ventromedial, dorsomedial e a area hipotalamica lateral.
Muitas dessas regibes sdo responsaveis pela producdo de neuropeptidios orexigénicos e
anorexigénicos que participam da modulagéo da ingestao alimentar e do gasto energético (Willians

et al., 2000; Pimentel et al, 2013).

Esse sistema regulatério € modulado por uma conex&o direta entre sistema nervoso central
e tecidos periféricos. Nesse cenario, ha evidéncias de que o hipotalamo monitora os niveis de
glicose sanguinea, sendo capaz de interpretar sinais hormonais e nutricionais da periferia para

regular a ingestao alimentar e o gasto energético (Lane & Cha, 2009).

Em adicdo as diferengas relacionadas ao metabolismo hepético, a glicose e a frutose
metabolizadas centralmente exibem efeitos inversos sobre a via de sinalizagdo hipotalémica
AMPK/malonil-CoA, sendo sugerido um possivel mecanismo de acdo através do qual a frutose, e
néo a glicose, possa contribuir para o aumento da ingestdo alimentar. A glicose, o principal
combustivel utilizado pelo cérebro, € um indicador do estado energético e o seu metabolismo central
induz saciedade. O mecanismo proposto para esse efeito supressor da fome baseia-se no fato de
que a metabolizagdo da glicose no sistema nervoso central promove um aumento da razéo
ATP/AMP, contribuindo para a desfosforilagao e inativagdo da AMPK no hipotalamo. Como AMPK
fosforila e inativa a ACC, a inativagdo da AMPK resultaria em aumento da ativagao da ACC, e como
consequéncia disso, haveria um aumento nas concentragdes hipotalamicas de Malonil-CoA (Cha et
al., 2008). O aumento das concentracdes de Malonil-Co-A esta associado a supressdo da ingestdo
alimentar através da modulagéo da expresséo de neuropeptidios orexigénicos e anorexigénicos no

hipotalamo (Hu et al., 2003; Wolfgang & Lane, 2011; Wolfgang & Lane, 2006).
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Consistente com esse cenario foi demonstrado que a administragdo central de glicose
aumenta os niveis hipotalamicos de malonil-CoA, diminui a expressdo de neuropeptidios
orexigénicos, aumenta a expressdo de neuropeptidios anorexigénicos, suprimindo a ingestéao
alimentar. Ao contrario dos efeitos induzidos pela glicose no sistema nervoso central, a frutose
causou uma diminui¢do rapida nos niveis de ATP, aumento da fosforilagao/ativacdo da AMPK e da
fosforilagdo/inativagdo da ACC e diminuicdo dos niveis de Malonil-CoA no hipotalamo, sugerindo
que a frutose inicia uma cascata de eventos que culmina com o aumento da ingestdo alimentar

através dessa via de sinalizagéo (Lane & Cha, 2009).

Através da analise de neuroimagens captadas por ressonancia magnética funcional, foi
demonstrado recentemente em humanos sadios que a glicose e a frutose exibem efeitos diferentes
sobre a circulagdo sanguinea de regides cerebrais implicadas na regulacdo do apetite. A resposta
hipotalémica induzida pela glicose e frutose diferiram marcadamente ap6s 15 minutos subsequentes
a sua ingestdo. Em relagdo as condi¢cbes basais e comparativamente aos efeitos induzidos pela
glicose, a ingestédo de frutose resultou em uma menor redugéo do fluxo sanguineo no hipotalamo e
niveis séricos mais baixos de insulina, glicose e GLP-1. Neste trabalho também foi demonstrado em
roedores que a infusdo endovenosa de frutose induz aumento da sua concentragéo plasmatica, o
que foi acompanhado por uma maior concentragado de frutose no hipotalamo ventromedial. Esse
efeito néo foi observado apds infusdo endovenosa de solugao salina. Em corroboragdo com esses
dados, foi identificada no hipotdlamo a expressdo génica do GLUT5 e da cetohexocinase, a

maquinaria necessaria para o metabolismo da frutose (Page et al., 2013).

Concordantemente com esses resultados, alguns trabalhos demonstram que a frutose pode
ser metabolizada no hipocampo (Shu et al., 2006) e em neurdnios do cerebelo (Funari et al, 2005),

assim como, mostram a habilidade da frutose em atravessar a barreira hemato-encefélica (Thurston,
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1972). Esses dados corroboram com a hipdtese de que, quando o cérebro humano é exposto a
frutose seja proveniente da dieta ou injetada diretamente no sistema nervoso central, vias
neurobiolégicas envolvidas na regulacdo do apetite e de outras fungdes metabdlicas possam estar

moduladas.

Como as dietas ricas em frutose estdo associadas a quadros de hiperglicemia de jejum sem
necessariamente haver uma correlagdo com a existéncia de resisténcia a insulina e, ainda, como
numerosas evidéncias experimentais ddo suporte a hipotese de que a frutose possa atravessar a
barreira hemato-encefélica e ativar a AMPK no hipotalamo, nosso estudo objetivou testar a hipétese
de que a ativacdo da AMPK no hipotalamo induzida pela frutose possa sinalizar ao figado através da
modulagéo dos niveis de corticosterona, contribuindo para o aumento da produgdo hepatica de

glicose.
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2 - OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Investigar os mecanismos moleculares pelos quais a ativagdo hipotalamica da AMPK induzida pela

frutose estimula a expressdo da PEPCK e a gliconeogénese no figado.

Obijetivos Especificos

Avaliar:

- Os efeitos do tratamento intraperitonial de frutose sobre a ativagdo da AMPK no hipotalamo e
aumento da expressdo da PEPCK e G6P-ase no figado.

- Os efeitos do tratamento intracerebroventricular de frutose sobre a ativagdo da AMPK no
hipotalamo e aumento da expressao da PEPCK e G6P-ase no figado.

- As repercussdes da ativagdo da AMPK hipotalamica induzida pela frutose sobre a gliconeogénese
hepatica.

- A modulacao da expressao da PEPCK e G6P-ase no figado pela ativagéo e inibi¢do farmacologica
da AMPK no hipotalamo.

- A modulagéo da gliconeogénese hepatica pela ativagdo e inibicdo farmacolégica da AMPK no
hipotalamo.

- Os efeitos da inibicdo traducional da AMPK no hipotalamo sobre a expressao da PEPCK e G6P-se,
assim como, sobre a gliconeogénese hepatica.

- A participagéo dos hormdnios contra-regulatérios corticosterona, glucagon e catecolaminas sobre o
aumento da gliconeogénese hepatica induzidas pala ativagdo da AMPK hipotalamica pela frutose.

- O efeito do bloqueio farmacolégico do receptor de glicocorticoide sobre a reversdo dos efeitos

induzidos pela frutose.
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Fructose-Induced Hypothalamic AMPK Activation Stimulates Hepatic
PEPCK and Gluconeogenesis due to Increased Corticosterone Levels

Andrezza Kinote, Juliana A. Faria, Erika A. Roman, Carina Solon, Daniela S.
Razolli, Leticia M. Ignacio-Souza, Carolina S. Sollon, Lucas F. Nascimento, Thiago
M. de Araujo, Ana Paula L. Barbosa, Camilo Lellis-Santos, Licio A. Velloso, Silvana
Bordin, and Gabriel F. Anhé

Departments of Pharmacology (A.K., J.A.F.,C.S.S., T.M.d.A., AP.L.B,, G.F.A)), and Internal Medicine
(E.A.R, C.S.,D.S.R, LM.I.-S., L.F.N., L.A.V.), Faculty of Medical Sciences, State University of
Campinas, 13084-971 Campinas, SP, Brazil; and Department of Physiology and Biophysics (C.L.-S.,
S.B.), Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, 05508-900 Sao Paulo SP, Brazil

Fructose consumption causes insulin resistance and favors hepatic gluconeogenesis through
mech- anisms that are not completely understood. Recent studies demonstrated that the
activation of hypothalamic 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK) controls dynamic
fluctuations in hepatic glucose production. Thus, the present study was designed to
investigate whether hypothalamic AMPK activation by fructose would mediate increased
gluconeogenesis. Both ip and intracere- broventricular (icv) fructose treatment stimulated
hypothalamic AMPK and acetyl-CoA carboxylase phosphorylation, in parallel with increased
hepatic phosphoenolpyruvate carboxy kinase (PEPCK) and gluconeogenesis. An increase in
AMPK phosphorylation by icv fructose was observed in the lateral hypothalamus as well as
in the paraventricular nucleus and the arcuate nucleus. These effects were mimicked by icv
5-amino-imidazole-4-carboxamide-1-[3-D-ribofuranoside treatment. Hypothalamic AMPK
inhibition with icv injection of compound C or with injection of a small interfering RNA targeted
to AMPKa2 in the mediobasal hypothalamus (MBH) suppressed the hepatic effects of ip
fructose. We also found that fructose increased corticosterone levels through a mechanism
that is dependent on hypothalamic AMPK activation. Concomitantly, fructose-stimulated
gluconeogenesis, hepatic PEPCK expression, and glucocorticoid receptor binding to the PEPCK
gene were suppressed by pharmacological glucocorticoid receptor blockage. Altogether the
data presented herein support the hypothesis that fructose-induced hypothalamic AMPK
activation stimulates hepatic gluconeogenesis by increasing corticosterone levels.

Fructose is a naturally occurring monosaccharide and is nonobese humans, fructose consumption was described as
T

arely present in the human diet as a single nutrient. reducing insulin sensitivity and increasing fasting hepatic
Human exposure to dietary fructose results mainly from  glucose output (2). In rodents, fructose-enriched diets
the consumption of sucrose (fructose-glucose) and high- have been demonstrated to cause hepatic insulin resistance
fructose corn syrup. High-fructose corn syrup currently ~ (3) and to increase gluconeogenesis (4).
represents the most popular sweetener in the United Gluconeogenesis is an important component of the in-

States, and its consumption, along with the incidence of  creased rate of hepatic glucose production, acting together
obesity and diabetes, is continuously increasing (1). In ~ With peripheral insulin resistance to promote hyperglyce-
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mia in diabetic patients (5). Although it has been suggested
that diets containing high amounts of fructose induce he-
patic insulin resistance and increase glucose levels as a
consequence of hepatic steatosis, the exact mechanism
leading to increased gluconeogenesis has not been clearly
described (6-38).

Among its several extrahepatic actions, fructose was
recently demonstrated to stimulate food intake by increas-
ing the activation of hypothalamic 5'-AMP-activated pro-
tein kinase (AMPK) (9). AMPK is a major sensor of cel-
lular energy status and is activated by increases in the AMP
to ATP ratio (10). Peripheral AMPK activation switches
on metabolic processes that increase ATP levels, such as
free fatty acid oxidation by adipose tissue and liver and
glucose uptake by skeletal muscle (11, 12). Some of these
alterations are secondary to acetyl-CoA carboxylase
(ACC) phosphorylation that reduces the synthesis of ma-
lonyl-CoA (12).

In addition to the importance of AMPK in peripheral
organs, Yang et al. (13) have recently demonstrated that
the activation of hypothalamic AMPK increases hepatic
gluconeogenesis, placing this enzyme at the center of an
interorgan communication system that favors hepatic glu-
cose production during periods of low fuel availability.

We presently demonstrate the importance of fructose-
stimulated hypothalamic AMPK activation for the up-reg-
ulation of hepatic gluconeogenesis. In addition, our study
collects compelling evidence that favors the hypothesis
that fructose-induced AMPK activation in the mediobasal
hypothalamus (MBH) signals the liver by modulating cor-
ticosterone levels.

Materials and Methods

Surgical procedures and treatments

Male Wistar rats weighing approximately 180 g were
obtained from the Animal Breeding Center at the Univer-
sity of Campinas (Campinas, Brazil) and housed under a
12-h light, 12-h dark cycle (lights on at 0700 h and lights
off at 1900 h) with free access to food and water. Rats were
anesthetized with diazepam and ketamine (respectively, 2
mg/kg and 50 mg/kg) and stereotaxically cannulated using
a stereotaxic apparatus to fix a stainless steel cannula into
the lateral ventricle. Stereotaxic coordinates were 0.2 mm
anteroposterior,1.5 mm lateral, and 4.0 mm depth. The
localization of the cannula was tested by evaluating the
drinking response to intracerebroventricular (icv) angio-
tensin II injection 1 wk after surgery (14). Cannulas were
also implanted in the MBH using the following the coor-
dinates: 3.1 mm posterior of bregma, 0.4 mm lateral, and
9.6 mm depth. Localization of the cannula was confirmed
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by blue staining of the hypothalamic region (bregma
—3.0) after an injection with Bromophenol Blue (Supple-
mental Fig. 1, published on The Endocrine Society’s Jour-
nals Online web site at http://endo.endojournals.org).

Intracerebroventricular glucose or fructose injections
and ip fructose injections were performed for 5 d, three
times a day (at 0700, 1200, and 1700 h). Fructose and
glucose were diluted to a final concentration of 200 mg/ml
and injected (2 mg/kg of body weight) in a final volume of
2 fLI (daily dosage of 6 mg/kg). The control (CTL) animals
received an equal volume of 0.9% NaCl. For ip injections,
fructose was diluted to a final concentration of 4 mg/ml
and injected (2 mg/kg of body weight) in a final volume of
100 fLI (daily dosage of 6 mg/kg). The CTL animals re-
ceived an equal volume of a solution containing 0.9%
NaCl.

Treatment with 5-amino-1-[3-p-ribofuranosyl-imida-
zole-4-carboxamide (AICAR) (catalog no. 2840; Tocris,
Bristol, UK) occurred for5d (2 fLl/d of a 16 mm solution).
CTL animals received an equal volume of a solution con-
taining 0.9% NaCl. The AMPK activator A769662 (cat-
alog no. 3336; Tocris) was diluted to a final concentration
of 0.2 mm using 2% ethanol as the vehicle; 2 fLl of this
solution was injected daily for 5 d. Compound C (catalog
no. 171260; EMD4 Biosciences, Gibbstown, NJ) was di-
luted in 5% dimethylsulfoxide (DMSO) to a final concen-
tration of 200 fLM. An equal volume (2 fLI) of either com-
pound C or its vehicle was injected daily for 5 d. RU486
was diluted in ethanol 99% to a concentration of 62.5
mg/ml. This solution was diluted 1:5 in 0.9% NaCl and
injected at a final dose of 20 mg/kg daily for 5 d. Twenty
percent ethanol was used as vehicle.

AICAR, compound C, A769662, or their vehicles were
injected at 0800 h through the icv cannula. RU486 or its
vehicle was injected at 0800 h sc. In all protocols, food was
removed after the last injection (fifth day) to allow a 13-h
fast before euthanasia.

The small interfering RNA (siRNA) targeted to
AMPKa2 (catalog no. 155985) and scrambled siRNA
(catalog no. 37007) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) were complexed with jetSI/DOPE (catalog no.
403-05; Polyplus Transfection SA, Ilkrich, France) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Briefly, 200
pmol of the siRNA was diluted in 50 fLI of a solution
containing 5% glucose, 0.2 mm jetSI, and 0.4 mm L-alpha-
Phosphatidylethanolamine, Dioleoyl. Two microliters of
the mixtures containing either the siRNA to AMPKa2
(siRNA-AMPKa2) or the scrambled siRNA (scrambled
siRNA) were injected through the cannula positioned in
the MBH at the first, third, and fifth day of the ip fructose
treatment. Western blot analysis of hypothalamic extracts



revealed the ability of the siRNA to knock down AMPKa2
with no compensatory increase of AMPKal.

All experiments were conducted in accordance with the
guidelines of the Brazilian College for Animal Experimen-

tation and were approved by the State University of
Campinas  Committee for  Ethics in  Animal
Experimentation.

Intraperitoneal pyruvate tolerance test (PTT)

Rats were fasted for 13 h, and a sodium pyruvate so-
lution (250 mg/ml) was injected ip at a dosage of 2 g/kg.
Glucose was determined in blood extracted from the tail
before (0 min) and 15, 30, 90, and 120 min after pyruvate
injection. The area under the curve (AUC) of glycemia vs.
time was calculated using each individual baseline (basal
glycemia) to estimate the total glucose synthesized from
pyruvate. We have previously demonstrated that gluco-
neogenesis accounts for the increase in glucose levels using
3-mercaptopicolinic acid, an inhibitor of gluconeogenesis,
30 min before pyruvate injection (15).

Protein extraction and immunoblotting

Anesthetized rats were decapitated, and the hypothal-
amus and a fragment of the liver (approximately 100 mg)
were removed and processed for Western blotting as pre-
viously described (15). The primary antibodies used were
as follows: anti-pAMPKal/2 (Thr 172) and anti-phos-
phorylated (p) ACC (Ser 79) from Cell Signaling Tech-
nology (Danvers, MA), anti-[3-actin from Abcam (Cam-
bridge, UK), anti-AMPKal, anti-AMPKa2, and anti-
ACC from Millipore (Billerica, MA), and anti-glucose-6-
phosphatase (G6Pase) anti-phosphoenolpyruvate
carboxy kinase (PEPCK) from Santa Cruz Biotechnolo-
gies. Secondary antibodies conjugated with horseradish
peroxidase (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) were
used, followed by chemiluminescent detection of the
bands on x-ray-sensitive films. Optical densitometry of the
films was performed using the Scion Image analysis soft-
ware (Scion Corp., Frederick, MD).

and

Immunofluorescent staining

The central nervous system (CNS) from rats treated
with icv fructose and their CTL were removed and pro-
cessed for immunofluorescent staining as previously de-
scribed (16). Antibodies used were anti-pAMPKal/2 (Thr
172) (catalog no. 2535) or anti-pACC (Ser 79) (catalog no.
3661) from Cell Signaling Technology. Secondary fluo-
rescein isothiocyanate-conjugated antibody was used to
visualize pAMPKa and pACC staining. A separate set of
sections from were stained only with the secondary anti-
body (omission of the primary antibody) to assure speci-
ficity of the fluorescent signals (Supplemental Fig. 2). Im-
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ages were acquired in high (X400) and low (X200)
magnification.

Hormone measurements

Trunk blood was collected, and the plasma was stored
with heparin for glucagon and corticosterone determina-
tion and with EDTA for epinephrine and norepinephrine
determination. Glucagon (catalog no. 297-57101; Wako
Pure Chemical Industries, Osaka, Japan), corticosterone
(catalog no. 402810; Neogen, Lexington, KY), and cat-
echolamines (catalog no. E-6500; Rocky Mountains, Col-
orado Springs, CO) were quantified by ELISA according
to the manufacturer’s instructions.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

Liver fragments for the ChIP assay were processed as
previously described (17). After DNA shearing, samples
were precleared for 1 h at 4 C with protein A-Sepharose
saturated with salmon sperm DNA. An aliquot of 10 fLI
was collected as input. The remaining supernatants were
immunoprecipitated with protein A-Sepharose and 2 flLg
of anti-glucocorticoid receptor (GR) antibody (Santa Cruz
Biotechnologies). In parallel, one sample was incubated
only with protein A-Sepharose to generate the negative
control. DNA extracted from the Sepharose pellets was
subjected to cross-linking reversal and purification using
phenol-chloroform. DNA samples were amplified for de-
tection of the PEPCK gene. A 179-bp fragment flanking
bases 164 —342 of the rat PEPCK gene was amplified by
real-time PCR. The sequences of the primers were sense
5'-TGGTCTGGACTTCTCTGCCAAG-3" and antisense
5'-GGATGACACCCTCCTCCTGC-3" (annealing at 62
C). To check the primer specificity (by estimated product
length), reaction products were resolved in an ethidium
bromide-agarose gel. The GR binding was calculated after
normalization to the input of each sample.

Statistical analysis

The results are presented as the means + se. Compar-
isons were performed using an unpaired Student’s ¢ test or
one-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer post hoc
testing when appropriate (INStat; GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA). Values of P <0.05 indicate a signif-
icant difference.

Results

Intraperitoneal fructose treatment activates AMPK
in the hypothalamus and increases hepatic PEPCK
expression and gluconeogenesis

Intraperitoneal pyruvate load induced a higher increase
in blood glucose in rats treated with ip fructose (Fructose-



IP) when compared with CTL. This effect was best ob-
served 90 min after pyruvate injection (1.23-fold higher
than CTL; P < 0.05) (Fig. 1A). The AUC for Fructose-IP
was 1.82-fold higher than CTL animals (P < 0.05) (Fig.
1B). The increase in glucose production induced by fruc-
tose was not paralleled by changes in body weight gain or
food intake (Supplemental Fig. 3, A and B, respectively).

Figure 1C shows that levels of AMPKal, AMPKa2,
and ACC proteins were unchanged by fructose treatment.
Figure 1, D and E, shows that Fructose-IP treatment in-
creased levels of both hypothalamic AMPKa and ACC
phosphorylation, respectively (2.05- and 1.59-fold higher
than CTL, respectively; P < 0.05). We also found in-
creased PEPCK levels in liver of Fructose-IP-treated ani-
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FIG. 1. Intraperitoneal fructose treatment increases gluconeogenesis, hepatic PEPCK, and
activates hypothalamic AMPK. Wistar rats were treated with ip fructose (Fructose-IP) or 0.9%
NaCl (CTL). Treated rats were fasted for 13 h and subjected to an ip pyruvate tolerance test.
Glycemia was measured before and 15, 30, 90, and 120 min after pyruvate injection. The full
line with open squares represents the CTL group, and the full line with closed triangles
represents the Fructose-IP group (A). The AUC was calculated for each individual animal
within the CTL and Fructose-IP groups (B). CTL and Fructose-IP rats were anesthetized, and
the hypothalamus and a fragment of the liver were removed and processed for Western
blotting. Membranes containing hypothalamic protein samples were probed with antibodies
against AMPKa1, AMPKa2, ACC, pAMPKa, pACC, and [3-actin (C). The data for pAMPKa (D)
and pACC (E) were normalized to [3-actin. Membranes containing liver protein extracts were
probed with antibodies against PEPCK and [3-actin (F). The data for PEPCK (G) were
normalized to [3-actin. The results are shown as the mean +se. *, P < 0.05 vs. CTL (n 0 5).
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mals (1.54-fold higher than CTL; P <
0.05) (Fig. 1G). G6Pase expression was
not altered by ip fructose treatment
(data not shown). Hepatic ACC phos-
phorylation was also unchanged in
Fructose-IP animals (Supplemental Fig. 4).

Chronic icv treatment with
fructose, but not glucose,
activates AMPK in the
hypothalamus and increases
hepatic PEPCK expression and
gluconeogenesis

To test whether the effects of ip fruc-
tose resulted from its direct action in the
hypothalamus, we next performed icv
fructose injections (Fructose-ICV). An
additional group received equimolar
amounts of glucose to exclude the hy-
perosmolarity effects (Glucose-ICV).
Fructose-ICV but not Glucose-ICV dis-
played increased mean glucose levels 60
min after pyruvate injection (1.37-fold
higher than CTL, P < 0.05; Fig. 2A)

and significantly increased AUC (1.90-
fold higher than CTL; P < 0.05) (Fig.

2B). In addition, Fructose-ICV rats, but
not Glucose-ICV, displayed increased
levels of fasting glycemia (Supplemen-
tal Fig. 5SA). Fructose-ICV rats showed
no changes in body weight gain but in-
creased values for food intake (Supple-
mental Fig. 5, B and C, respectively).
Fructose-ICV rats did not show a de-
crease in whole-body insulin sensitivity.
Glucose-ICV rats, instead, became insu-
lin resistant, as revealed by the insulin tol-
erance test (Supplemental Fig. 5D).
Fructose-ICV and Glucose-ICV rats
exhibited no changes in their hypotha-
lamic AMPKal, AMPKa2, and ACC
levels (Fig. 2C). Fructose-ICV rats, but
not Glucose-ICV, presented higher lev-
els of both AMPKa and ACC phos-
phorylation (2.08- and 1.87-fold
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FIG. 2. Intracerebroventricular fructose but not glucose treatment increases gluconeogenesis
and hepatic PEPCK and activates hypothalamic AMPK. Wistar rats were subjected to lateral
ventricle cannulation. One week after surgery, rats received icv injections with fructose,
glucose, or CTL (0.9% NaCl as vehicle). Treated rats were fasted for 13 h and subjected to an
ip pyruvate tolerance test. Glycemia was measured before and 15, 30, 60, 90, and 120 min
after pyruvate injection. The dashed line with open squares represents the CTL rats, the full
line with open circles represents the glucose-treated rats, and the full line with closed
triangles represents the fructose-treated rats (A). The AUC was calculated for each individual
animal within the CTL, glucose, and fructose groups (B).the CTL, glucose, and fructose rats
were anesthetized, and the hypothalamus and a fragment of the liver were removed and
processed for Western blotting. Membranes containing the hypothalamus samples were
probed with antibodies against AMPKa1, AMPKa2, ACC, pAMPKa, pACC, and [3-actin (C).
The data for pAMPKa (D) and pACC (E) were normalized to [3-actin. Membranes containing
liver samples were probed with antibodies against PEPCK and [3-actin (F). The data for PEPCK
(G) were normalized to [3-actin. The results are shown as the mean +st. *, P < 0.05 vs. CTL

(nQ6).
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higher than CTL, respectively; P <

0.05) (Fig. 2, D and E, respectively). We
also found that hepatic PEPCK expres-
sion was up-regulated exclusively in
Fructose-ICV rats (1.33-fold higher
than CTL; P < 0.05) (Fig. 2G), whereas
G6Pase levels were unchanged (data
not shown). ACC phosphorylation was
not altered in the liver of Fructose-ICV
rats (Supplemental Fig. 6).

Pharmacological hypothalamic
AMPK activation increases hepatic
PEPCK expression and
gluconeogenesis
Intracerebroventricular treatment
with the AMPK activator A769662 in-
creased glucose synthesis from pyru-
vate, as evidenced by increased mean
glycemic levels 30 min after pyruvate
load (1.48-fold higher than ethanol
2%, P < 0.05; Fig. 3A) and increased
AUC (1.57-fold higher than ethanol
2%, P < 0.05; Fig. 3B). Similarly,
AMPK activation with icv AICAR re-
sulted in higher mean glycemic values

90 min after the pyruvate load (1.38-
fold higher than CTL, P < 0.05; Fig.

3C) and an increased AUC (3.67-fold
higher than CTL, P < 0.05; Fig. 3D).

AICAR administered through icv in-
jection did not change AMPKal,
AMPKa2, or ACC levels (Fig. 3E) but
increased hypothalamic AMPKa and
ACC phosphorylation to 1.66- and
2.82-fold the values of the CTL (P <
0.05) (Fig. 3, F and G, respectively).
Moreover, icv AICAR increased levels
of hepatic PEPCK (3.23-fold higher
than CTL, P < 0.05; Fig. 31). Impor-
tantly, AMPK activation was not ubig-
uitous because icv AICAR had no effect
on hepatic ACC phosphorylation (Sup-
plemental Fig. 7).

AMPK activation in the MBH is
essential for fructose-induced up-
regulation of gluconeogenesis

In an attempt to better discern the
regions of the CNS targeted by fructose,
we next localized AMPKa phosphory-

lation within the hypothalamus of
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FIG. 3. Intracerebroventricular A769662 and AICAR treatments increase gluconeogenesis and hepatic PEPCK and activate hypothalamic AMPK.
Wistar rats were subjected to lateral ventricle cannulation. One week after surgery, the rats received icv injections containing either A769662 or
2% ethanol as vehicle (CTL). Rats were also treated with icv AICAR and 0.9% NaCl as vehicle. Treated rats were fasted for 12 h and subjected to an
ip pyruvate tolerance test. Glycemia was measured before and 15, 30, 60, 90, and 120 min after pyruvate injection. The full line with closed circles
represents A769662-treated rats, and the full line with open circles represents their CTL (A). The full line with closed triangles represents AICAR-
treated rats, and the full line with open squares represents their CTL (C). The AUC was calculated for each individual animal within the group
treated with A769662 and AICAR and their respective CTL (respectively, B and D). CTL and AICAR rats were anesthetized, and the hypothalamus
and a fragment of the liver were removed and processed for Western blotting. Membranes containing the hypothalamus samples were probed
with antibodies against AMPKa1, AMPKa2, ACC, pAMPKa, pACC, and [3-actin (E). The data for pAMPKa (F) and pACC (G) were normalized to [3-
actin. Membranes containing the liver samples were probed with antibodies against PEPCK and [3-actin (H). The data for PEPCK (I)

were normalized to [3-actin. The results are shown as the mean +st. *, P < 0.05 vs. CTL (n 0 4 for AICAR and n 0 5 for A769662).
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FIG. 4. Fructose-induced AMPK activation in the MBH mediates the up-regulation of
gluconeogenesis. Wistar rats were subjected to lateral ventricle cannulation. One week after
surgery, the rats were treated with icv fructose. Treated rats were fasted for 13 h, and the
hypothalamic tissue samples were removed and processed for immunofluorescence staining.
Five-micrometer sections were stained using an anti-pAMPKa antibody followed by
incubation with a fluorescein isothiocyanate-conjugated secondary antibody (green). Nuclear
structures were visualized by 4',6'-diamino-2-phenylindole probing (blue). Large
magnification (X400) images are shown from the ARC (A), LH (B) and PVN (C). An
independent set of animals were subjected to cannula implantation in the MBH. After surgery,
the rats were divided into two groups receiving either scrambled siRNA or siRNA- AMPKa2
through a cannula. Simultaneous ip treatment with saline or fructose was performed in half
of the animals from both groups. After treatments, rats were anesthetized, and the
hypothalamus was removed and processed for Western blotting. Membranes containing the
hypothalamus samples were probed with antibodies against AMPKa1, AMPKa2, and [3-actin.
The data for pAMPKa were normalized to [3-actin (D). Treated rats were fasted for 12 h and
subjected to an ip pyruvate tolerance test. Glycemia was measured before and 15, 30, 60,
90, and 120 min after pyruvate injection. The dashed line with open circles represents the
scrambled siRNA treated with ip saline, the full line with closed circles represents the
scrambled siRNA treated with ip fructose, the full line with closed squares represents the
siRNA-AMPKa2 treated with ip saline, and the dashed line with open squares represents the
siRNA-AMPKa2 treated with ip fructose (E). The AUC was calculated for each

individual animal within the four groups (F). The results are shown as the mean +st. *, P <
0.05 vs. rats receiving scrambled siRNA in the MBH and ip saline; #, P < 0.05 vs. rats receiving
scrambled siRNA in the MBH and ip fructose; &, P < 0.05 vs. rats receiving scrambled siRNA
in the MBH and ip saline 60 min after pyruvate load (n € 3 for immunofluorescence and n €
5 for PTT and Western blot).
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Fructose-ICV rats. High-magnification
images showed that fructose-ICV rats
displayed increased levels of AMPKa
phosphorylation in three regions of the
MBH: the arcuate nucleus (ARC), the
hypothalamus (LH), and the
paraventricular nucleus (PVN) (Fig. 4,
A-C, respectively). The low-magnifica-
tion images are shown in Supplemental
Fig. 8. Sections posterior and anterior
to the hypothalamus revealed no
changes in pAMPKa induced by the
fructose (Supplemental Fig. 9). Similar
results were found in immunofluores-
cent staining for pACC (Supplemental
Fig. 10). Next, we performed AMPKa2
knockdown in the MBH in rats that si-
multaneously received either ip saline
or ip fructose. Our siRNA protocol was
able to reduce hypothalamic AMPKa?2
levels to 56 and 39%
Fructose-IP  rats, respectively,
pared with their counterparts treated
with scrambled siRNA (P < 0.05). No
changes were found in hypothalamic
AMPKal (Fig. 4D). In rats receiving
scrambled siRNA but not AMPKa2-
siRNA, ip fructose was associated with
an up-regulation of glucose levels 60
min after pyruvate load and AUC (re-
spectively, 1.66- and 1.70-fold higher
than rats receiving scrambled siRNA
and ip saline, P < 0.05) (Fig.4, Eand F,
respectively).

We also performed an experimental
protocol in which rats received simul-
taneous ip fructose and icv compound
C. The ip fructose-induced increase in
gluconeogenesis, as evidenced by
higher blood glucose levels at 90 and
120 min after pyruvate load (1.17- and

1.27-fold higher than CTL, respective-
ly; P < 0.05) was suppressed by con-

lateral

in saline- and
com-

comitant icv compound C treatment
(Fig. 5A). Accordingly, the increase in
AUC of rats treated with ip fructose
(2.31-fold higher than CTL, P < 0.05)
was suppressed by icv compound C
(Fig. 5B).

The rats that received ip fructose
with or without icv compound C

showed no differences in AMPKal, AMPKa2, and ACC
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FIG. 5. Intracerebroventricular compound C treatment suppresses fructose-induced increase
of gluconeogenesis and hepatic PEPCK. Wistar rats were subjected to lateral ventricle
cannulation. One week after surgery, the rats were divided into two groups that were treated
with ip fructose or 0.9% NaCl as vehicle. In addition, the rats were further divided into two
additional groups that received either icv compound C or 5% DMSO as vehicle. After
treatment, the rats were fasted for 13 h and subjected to anip PTT. Glycemia was measured
before and 15, 30, 90, and 120 min after pyruvate injection. The full line with open squares
represents data from the ip saline and icv vehicle, the full line with closed triangles represents
data from the ip fructose and icv vehicle, the dashed line with closed circles represents data
from the ip saline and icv compound C, and the dashed line with open circles represents data
from the ip fructose and icv compound C (A). The AUC was calculated for each individual
animal within the four groups (B). A different set of rats arranged in these four experimental
groups were anesthetized, and the hypothalamus and a fragment of the liver were removed
and processed for Western blotting. Membranes containing hypothalamus samples were
probed with antibodies against AMPKa1, AMPKa2, ACC, pAMPKa, pACC, and [3-actin (C).
The data for pAMPKa (D) and pACC (E) were normalized to [3-actin. Membranes containing
liver samples were probed with antibodies against PEPCK and [3-actin (F). The data for PEPCK
(G) were normalized using [3-actin. The results are shown as the mean +se. *, P < 0.05 vs.
rats receiving vehicle ip andicv (n € 5).

content (Fig. 5C). The ip fructose-in-
duced increases in both AMPKa and
ACC phosphorylation (2.53- and 4.21-
fold higher than CTL, respectively; P <
0.05) were suppressed by icv com-
pound C treatment (Fig. 5, D and E,
respectively). The increase in hepatic
PEPCK induced by ip fructose (2.04-
fold higher than CTL; P < 0.05) was
also suppressed by icv compound C
treatment (Fig. 5G). As evidence that
our experimental protocol did not
cause a systemic inhibition of AMPK,
ACC phosphorylation was not altered
in rats that received icv compound C
(Supplemental Fig. 11).

Fructose increases corticosterone
levels through a mechanism that
is dependent on hypothalamic
AMPK activation

We next assessed whether hypotha-
lamic AMPK activation by AICAR or
fructose would modulate circulating
levels of glucagon, catecholamines
and corticosterone. Chronic AICAR
administration through icv injection
increased corticosterone (2.46-fold),
epinephrine (1.28-fold), and norepi-
nephrine (1.27-fold) compared with
rats that received icv saline (P <
0.05). No changes in glucagon levels
were induced by icv AICAR. Rats receiv-
ing ip fructose injections exhibited an in-
crease in corticosterone (2.48-fold higher
than rats that received ip saline and icv
DMSO 5%; P < 0.05) that was sup-
pressed by concomitant icv treatment
with compound C. Epinephrine, norepi-
nephrine, and glucagon were not modu-
lated by ip fructose treatment (Table 1).

Fructose-induced increase in
hepatic PEPCK and
gluconeogenesis depends on GR
activation in the liver
Pharmacological blockage of the GR
receptor with sc injection of RU486
suppressed the icv AICAR-induced in-
crease in gluconeogenesis. This effect

was observed 90 and 120 min after pyruvate injection (Fig.
6A) and in the AUC values (Fig. 6B). Similarly, treatment
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TABLE 1.
fructose injection

Modulation of counter-regulatory hormonal response by hypothalamic AMPK activation after AICAR or

Corticosterone Glucagon Epinephrine Norepinephrine
(ng/ml) (pg/ml) (nm) (nm)
Saline, icv 76.59+18.20 315.0+13.64 11.35+0.38 4.97+0.17
AICAR, icv 187.5 +17.48° 254.4+33.98 14.64+0.21°4 6.33+0.23%
Vehicle/ip saline, icv 99.61+13.92 152.8+3.80 8.63+1.69 3.66+0.29
Vehicle/ip fructose, icv 190.20+31.48° 150.8+10.88 10.27+0.81 3.55+0.23
Comp. C/ip saline, icv 89.26+39.36 134.8+10.65 11.31+0.82 4.26+0.06
Comp. Clip, fructose icv 108.60+35.35 136.4+8.26 9.83+1.14 4.31+0.18

Comp. C, compound C.
@ P < 0.05 vs.icv saline.
5P < 0.05 vs. icv vehicle/ip saline.

with RU486 abolished the effect of the ip fructose over
gluconeogenesis (Fig. 6, C and D).

Subcutaneous RU486 treatment had no effect on ip
fructose-induced AMPKa and ACC phosphorylation
(Fig. 6, F and G). However, the combination of the GR
antagonist with fructose reduced the levels of hepatic
PEPCK to 0.65-fold the values of the animals receiving
fructose only (Fig. 6I).

We next measured the binding of GR to the PEPCK
gene. Fructose-IP efficiently stimulated GR binding to the
PEPCK gene in liver (2.42-fold higher than CTL; P <
0.05). Cotreatment with fructose and RU486, in turn, re-
duced GR binding activity to 0.67-fold the values of the
animals receiving only fructose (Fig. 6J).

Discussion

In the past few years, great attention has been paid to the
increase in fructose consumption due to its correlation
with an abrupt surge in the incidence of the metabolic
syndrome (8). Fructose is classically known as a gluco-
neogenic precursor because of its hepatic conversion into
pyruvate (18, 19). The data presented here show that a 5-d
fructose treatment increases the hepatic PEPCK expres-
sion and the synthesis of glucose after a pyruvate load.
This finding suggests that a mechanism other than the
metabolism of fructose by itself might contribute to in-
creased gluconeogenesis after fructose treatment. Our
findings also show that fructose, administered through an
icv or ip injections, induces an up-regulation of gluconeo-
genesis. Thus, we hypothesize that fructose is able to trig-
ger an interorgan communication between the CNS and
the liver to increase gluconeogenesis.

In opposition to our hypothesis, several studies support
the view that fructose increases gluconeogenesis due to its
lipogenic action in the liver (8). Fructose-enriched diets
increase circulating triglycerides and de novo lipogenesis
in obese patients (20) and stimulate intrahepatic lipid ac-

cumulation in healthy humans (2). Hepatic steatosis was
also reported in rats receiving fructose-enriched diets (6,
7). Fat accumulation in the liver is therefore believed to
generate hepatic insulin resistance, thus inhibiting the sup-
pressive action of insulin over hepatic glucose production
(8). As we understand it, the limits for this interpretation
depend on the amount of fructose administered. For in-
stance, Lé er al. (2)used 3.5 g of fructose per kilogram of
body weight daily in human patients, which results in a
daily intake of fructose that is far beyond that of the nor-
mal human diet (—700 mg/kg of body weight) (1). Rodents
usually receive diets that are enriched with fructose at con-
centration ranges of 20 —63% (wt/wt) (21, 22). It is note-
worthy that the lower dose of fructose used in our exper-
iments (6 mg/kg daily) efficiently up-regulated
gluconeogenesis and hepatic PEPCK, whether icv or ip,
suggesting that this metabolic alteration induced by fruc-
tose possibly precedes hepatic steatosis.

Direct action of ingested fructose in the CNS is far from
being a consensus opinion, but many experimental find-
ings favor this hypothesis. Fructose-metabolizing enzymes
and the fructose transporter glucose transporter-5 have
been described in distinct regions of the CNS (23-26) and
in cells of the blood-brain barrier (27). Fructose is also
transported by glucose transporter-2, a glucose trans-
porter expressed in several hypothalamic areas (28). In
addition, unmetabolized fructose is found in the urine af-
ter ingestion of a high-fructose meal, evidence that some
fructose bypasses liver metabolism (29) and possibly could
reach the CNS. Functionally, ip fructose was suggested to
cross the blood-brain barrier and to be rapidly metabo-
lized to lactate in the hypothalamus (30).

Fructose-induced decrease in hypothalamic ATP levels
and subsequent activation of AMPK has been reported to
stimulate food intake (9). Our data, showing that icv in-
jections with AICAR or A769662 mimicked the effects of
fructose ip or icv on gluconeogenesis and hepatic PEPCK
expression, supportthe proposition that fructose-induced
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FIG. 6. AICAR- and fructose-induced increase of gluconeogenesis depends on hepatic GR activation. Wistar rats were subjected to lateral ventricle
cannulation. One week after surgery, the rats were treated with icv AICAR and simultaneous sc injections containing RU486 or vehicle (20%
ethanol). Treated rats were fasted for 13 h and subjected to an ip pyruvate tolerance test. Glycemia was measured before and 15, 30, 90, and 120
min after pyruvate injection. The full line with open circles represents data from the icv saline and sc vehicle, the full line with closed squares
represents data from the icv AICAR and sc vehicle, the full line with closed circles represents data from the icv saline and sc RU486, and the
dashed line represents data from the icv AICAR and sc RU486 (A). The AUC was calculated for each individual animal within the four groups (B).
Wistar rats were treated with ip fructose during 5 d with one daily simultaneous sc injection containing RU486 or vehicle. After treatment, the rats
were fasted for 13 h and subjected to anip PTT. Glycemia was measured before and 15, 30, 90, and 120 min after pyruvate injection. The full line with
open triangles represents data from the ip saline and sc vehicle, the full line with closed triangles represents data from the ip fructose and sc vehicle, the
full line with open circles represents data from the ip saline sc RU486, and the dashed line with open squares represents data from the ip fructose and sc
RU486 (C). The AUC was calculated for each individual animal within the four groups (D). A different set of rats was anesthetized, and the hypothalamus
and a fragment of the liver were removed and processed for Western blotting. Membranes containing the hypothalamus samples were probed with
antibodies against AMPKa1, AMPKa2, ACC, pAMPKa, pACC, and [3-actin (E). The data for pAMPKa (F) and pACC (G) were normalized to [3-actin.
Membranes containing liver samples were probed with antibodies against PEPCK and [3-actin (H). The data for PEPCK (I) were normalized to [3-actin.
Fragments of liver were also used for ChIP using an anti-GR antibody. The PEPCK gene was amplified from the ChIP samples and normalized to the
respective input (J). The results are shown as the mean *se. *, P < 0.05 vs. CTL; #, P < 0.05 vs. Fructose-IP (n 0 6).
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AMPK activation in the CNS might also regulates of glu-
coneogenesis. In addition, our data demonstrating that
pharmacological AMPK inhibition in the CNS suppresses
the stimulation of gluconeogenesis induced by ip fructose
further support this hypothesis.

To investigate the participation of hypothalamus in the
fructose-mediated CNS-liver communication, we local-
ized AMPKa phosphorylation using immunofluorescent
staining. Fructose given through icv injection increased
phosphorylated AMPKa in the ARC, PVN, and LH. The
functional relevance for fructose-induced hypothalamic
AMPKa phosphorylation was further demonstrated by
the inability of ip fructose to increase gluconeogenesis in
rats exposed to AMPKa2 knockdown in the MBH.

The present data are in accordance with a recent inves-
tigation demonstrating that the expression of a dominant-
negative form of AMPKa2 in the MBH decreases glucose
production (13). Neuronal pathways downstream to
AMPK that may result in increased hepatic glucose output
are not yet identified, but the stimulation of carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT1) is likely to be involved.
AMPK activation is classically known to target the phos-
phorylation and inhibition of ACC, resulting in the re-
duced conversion of acetyl-CoA to malonyl-CoA (12).
Malonyl-CoA functions as an endogenous inhibitor of
CPT1. Reducing malonyl-CoA levels allows CPTI to
shunt long-chain acyl-CoA to the [3-oxidation cycle in mi-
tochondria. Pharmacological inhibition and  genetic
knockdown of hypothalamic CPT1 have been described
to reduce hepatic gluconeogenesis (31). Of note, our data
demonstrate that both ip and icv fructose stimulate hypo-
thalamic ACC phosphorylation.

Although the description of the precise mechanism by
which fructose activates hypothalamic AMPK is not the
main focus of the present investigation, some hypotheses
can be taken into account. First, direct icv injections of
fructose can stimulate AMPK activation through mecha-
nisms other than the simple increase in AMP to ATP ratio.
Phosphofructose, a metabolite of fructose, was already
described to inhibit protein phosphatase 2A activity, a
phosphatase known to dephosphorylate AMPK (32). Im-
portantly, although not precisely localized in the hypo-
thalamus, the CNS is a territory that contains high
amounts of ketohexokinase, the enzyme responsible for
converting fructose into phospho-fructose (33).

Regarding our present experiments using ip fructose,
some peripheral signal generated by fructose might also
contribute to AMPK activation in the CNS in addition to
its direct metabolism in the hypothalamus. TNFa pro-
duced by the liver due to direct action of fructose can
activate  AMPK in the hypothalamus through a mecha-
nism dependent on TGF[3-activated kinase activation
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(34 -37). Alternatively, fructose has been described to ab-
rogate postprandial drop in ghrelin levels (38). Ghrelin is
known to elicit an orexigenic response that is dependent
on hypothalamic AMPK activation (39). These putative
additional mechanisms might also explain the similar in-
tensity of AMPK activation when fructose was given either
through ip or through icv injections.

Having established the importance of hypothalamic
AMPK for fructose-induced gluconeogenesis, we next ex-
plored how this information was transmitted from the
MBH to the liver. Several studies reported that hypogly-
cemia-induced AMPK activation in the ventromedial hy-
pothalamus, ARC, and PVN mediates a hormonal coun-
terregulatory response, which characterized by
increased circulating levels of corticosterone, glucagon,
epinephrine, and norepinephrine (40 —42). These coun-
terregulatory hormones are classically recognized as po-
tent stimulators of hepatic gluconeogenesis. AMPKa2
phosphorylation in the PVN seems to be particularly im-
portant for the stimulation of corticosterone secretion
(41), whereas AMPKa2 phosphorylation in the ventro-
medial hypothalamus mediates an increase in glucagon
and catecholamines (40, 41). In accordance with these
studies, we have found that fructose treatment efficiently
increased AMPKa phosphorylation in the PVN and the
circulating levels of corticosterone.

The ability of fructose to increase glucocorticoid levels
is connected to hypothalamic AMPK activation because
icv. compound C abrogated the surge in corticosterone
induced by ip fructose. Singularly, we found that chronic
activation of hypothalamic AMPK by AICAR resulted in
a specific increase in corticosterone and catecholamines
but not in circulating glucagon. This finding is in contrast
with previous reports showing that acute AMPK activa-
tion by AICAR was able to increase glucagon levels (41,
43). It is possible that the glucagon response is not as
sustained as that of corticosterone because no increase in
the levels of that hormone are detected after repeated ac-
tivation of hypothalamic AMPK, as occurred in our ex-
perimental protocols.

Corticosterone-mediated up-regulation of hepatic glu-
coneogenesis involves a direct stimulation of hepatic
PEPCK expression, which is caused by the binding of GR
to the regulatory regions within the PEPCK promoter
(44). GR antagonism by RU486 was described to inhibit
gluconeogenesis and PEPCK expression in obese but not in
nonobese mice (45). We found that fructose is unable to
increase gluconeogenesis and hepatic PEPCK levels when
combined with RU486. In addition, fructose-induced GR
binding to the PEPCK gene demonstrates the interdepen-
dence between the fructose-mediated increase in gluco-
neogenesis and the hepatic action of corticosterone.

is



3644 Kinote et al.

Fructose and Hypothalamic AMPK

Frutose
Glucose
[+] [+
o
. 0 %0 o
o
%o o

FIG. 7. Proposed interorgan mechanism for fructose-induced increase
of gluconeogenesis. Fructose activates AMPK in the hypothalamus,
resulting in corticosterone (GC) secretion. Corticosterone acts in the
liver to increase PEPCK expression and gluconeogenesis.

In summary, the present study reveals a new mechanism
by which fructose up-regulates gluconeogenesis (illus-
trated in Fig. 7). This mechanism is triggered by the acti-
vation of the fuel sensor AMPK within the hypothalamus.
Hypothalamic AMPK activation leads to increased corti-
costerone levels that ultimately activate GR in the liver.
Finally, increased GR binding activity to the PEPCK gene
favors PEPCK expression and thus fructose-induced
gluconeogenesis.
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Os resultados obtidos através deste estudo nos remetem as seguintes conclusées:

i)

vi)

vii)

O tratamento intraperitoneal e intracerebroventricular com frutose & capaz de
ativar AMPK no hipotalamo, aumentar a expressdo da PEPCKno figado e diminuir
o clearance de glicose ap6s desafio com piruvato, provavelmente em decorréncia
da gliconeogénese aumentada.

A ativagao farmacoldgica da AMPK hipotalamica induzida por AICAR e A769662
aumenta a expressdo da PEPCKe dimiuui o clearance de glicose apds desafio
com piruvato, provavelmente em decorréncia da  gliconeogénese
aumentada.agliconeogénese.

A frutose induz o aumento da atividade da AMPK nos nucleos hipotaldmicos
arqueado, paraventricular e hipotalamo lateral.

A inibicdo farmacoldgica e traducional da AMPK hipotal&mica suprime o aumento
da PEPCK e a gliconeogénese hepaticas induzido pela frutose.

A frutose induz o aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona de maneira
dependente da ativagao hipotalamica de AMPK.

A frutose estimula a ligacdo do GR ao gene da PEPCK, aumentando sua
transcricdo e estimulando 0 aumento da gliconeogénese.

Os efeitos da frutose sobre o aumento da expressdo de PEPCK no figado e a
inibigdo do clearance de glicose apds desafio com piruvato sdo dependentes da
ativagdo do receptor de glicocorticdide no figado.
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