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INTRODUCTION AND AIMS

During last few decades, the prevalence
of obesity, metabolic syndrome and
insulin resistance, among other metabolic
disturbances, has raised considerably in
many countries worldwide. Environmental
factors (diet, physical activity), in tandem
with predisposing genetic factors, may
be responsible for this trend'. Along with
an increase in total energy consumption
during recent decades, there has also been
a shift in the type of nutrients, with an
increased consumption of fructose, largely
attributable to a greater intake of beverages
containing high levels of fructose>.

It has been accepted the rat as a good
model for the study of fructose metabolism
in humans*. A high-fructose diet in rats
induces metabolic alterations similar to
those found in the metabolic syndrome®.
In fact, in previous studies, our research
group showed that fructose administration
(10% w/v) into drinking water during 14
days causes hypertriglyceridemia and fatty
liver as a result of an induced synthesis and
a reduced oxidation of liver fatty acids®”®.
These metabolic disturbances caused by
liquid fructose consumption were observed
both in male and in female rats. However,
only in male rats they were caused by a state
of hepatic leptin resistance’®. Therefore,
the aim of this work was to determine the
molecular mechanisms involved in the
hypertriglyceridemia and hepatic steatosis
induced by fructose supplementation in
female rats.

METHODS

Female Sprague-Dawley rats had
free access to water (n=8) or to a 10 %

(w/v) fructose solution (n=12). After 7
and 14 days, animals were sacrificed by
decapitation under isoflurane anesthesia
and plasma and liver samples were
obtained  for  determining  plasma
analytes, liver triglycerides, liver enzyme
activities and expression of enzymes and
transcription factors related to fatty acid
metabolism. To confirm possible molecular
mechanisms, FaO rat hepatoma cells, and
a primary culture of human hepatocytes
were incubated for 24 hours in absence or
presence of 25 mM fructose (n=4 for each
treatment).

RESULTS AND DISCUSSION

As it can be observed in table 1, fructose-
supplemented female rats, had increased
plasma and liver triglyceride concentrations
after 14 days but not at 7 days of treatment.
The hepatic expression of lipogenic genes
such as Liver Pyruvate Kinase (L-PK) and
Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1) was
induced by fructose consumption both
at 7 and 14 days, but the nuclear content
of the transcription factor Carbohydrate
Response  Element Binding Protein
(ChREBP), which induces liver lipogenesis
after carbohydrate ingestion’, was only
increased in the liver of those animals
which had consumed fructose for 14 days.
In regard to fatty acid -oxidation activity,
it was reduced by fructose consumption
both at 7 and 14 days, but the expression of
Peroxisome Proliferator Activated Receptor

(PPAR) and its target genes Acyl-CoA
Oxidase (ACO) and Liver Carnitine
Palmitoyl Transferase I (L-CPT-I), enzymes
that strictly control fatty acid -oxidation
activity, was only decreased after 2 weeks of
fructose treatment, showing an important
role of PPAR down-regulation in the
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Figure 1. mRNA levels of L-PK (A) and PPARa (B) from FaO cells treated in absence (control cells, CT) or
presence of 25 mM glucose (GL) or fructose (FR) during 24 hours. Results are expressed as mean + SD of n=4

samples per each treatment group. Representative images of the corresponding a->*P-dATP radiolabeled PCR

assays are shown at the top of each figure. **p<0.01; ***p<0.001 vs CT.

onset of hypertriglyceridemia and hepatic
steatosis induced by fructose.

On the other hand, incubation of FaO
cells, a well-known rat hepatoma cell
line, with 25 mM fructose also increased
the nuclear content of ChREBP and the
expression of its main target gene, L-PK.
Moreover, fructose treatment to FaO cells
reduced the expression of the nuclear
receptor PPAR and its target genes, CYP4A1
and ACO. Furthermore, in a primary culture
of human hepatocytes, fructose treatment
also increased L-PK gene expression,

indicating the activation of ChREBP
transcription factor, and down-regulated
PPAR and L-CPT-I expression (Table 2).

Concerning the cause of PPAR down-
regulation, Boergesen et al. have recently
described that glucose can repress PPAR
expression through the activation of ChREBP
in -pancreatic cells'. Interestingly, when we
treated FaO cells in presence of glucose or
fructose at 25 mM concentration during 24
h, we observed a down-regulation of PPAR
expression only in those cells incubated with
fructose and not with glucose (Figure 1A).
Similarly, L-PK gene expression was only
induced by fructose treatment, indicating
that only fructose and not glucose was
capable of activating ChREBP in FaO cells
(Figure 1B).

Moreover, as Bricambert et al. showed that
ChREBP acetylation leads to an increased
binding activity of this transcription factor'!,
we determined the acetylation degree
of ChREBP. We observed an increase of
the acetylation of this protein only in the
livers of 14 days-fructose fed rats (Figure
2), occurring at the same time as down-
regulation of PPAR expression.

Table 1. Fructose effects on lipid metabolism of Sprague-Dawley female rats (CT: control; FR: fructose)

7 days 14 days
cT FR cT FR
Plasma triglycerides (mg/dL) 58 + 27 57+13 63+ 12 94 +17
Hepatic triglycerides (mg/g liver) 6.8+£0.6 8.2+3.0 41+23 7.7+2.4"
L-PK mRNA (a.u.) 1.02+029 | 1.59+0.14 1.00+ 005 | 2.12+0.64
SCD1 mRNA (a.u.) 1.00+£0.52 | 11.98+5.06 | 1.00+0.39 | 4.39+2.53
ChREBP nuclear protein (a.u.) 1.00+0.14 | 1.15+0.23 1.00+0.36 | 2.01+0.87
FA B-oxidation activity (nmol '"C- | 0.53+0.13 [ 0.29 +0.08" 0.60+0.07 | 0.35+0.10
palmitoyl-CoA/min/mg protein)
PPARa. mRNA (a.u.) 1.00+0.72 | 2.08+0.40 | 1.00+0.27 | 036+0.22
ACO mRNA (a.u.) 0.99+0.09 | 1.26+0.12 1.02+0.02 | 0.80+0.11
L-CPT-I mRNA (a.u.) 1.00+0.48 | 1.68+0.69 1.0 +0.37 0.56 +0.21°

$p=0.07; Tp=0.06; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs CT

a.u.: arbitrary units
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Figure 2. Lys acetylation levels of ChREBP protein from liver total extracts of 7 and 14 days fructose-fed
female rats. Representative images of the corresponding immunoprecipitation-Western Blot assays (IP:
anti-acetyl-Lys; Blot: anti-ChREBP) are shown.

In summary, our results suggest that fructose can
reduce fatty acid catabolism through the increase of
the nuclear content and hyperactivation of ChREBP.
We are now transfecting FaO cells with a siRNA

against ChREBP in order to confirm the involvement
of ChREBP activation by fructose in the reduction of
PPAR expression.

Table 2. Fructose effects on the expression of different enzymes and transcription factors related to

lipogenesis or fatty acid catabolism on FaO cells and human hepatocytes in absence (control, CT) or

presence of 25 mM fructose (FR) during 24 hours.

Fao cells
CcT FR
ChREBP nuclear 1.00 £ 0.15 1.40 £0.18
protein (a.u.)
L-PK mRNA (a.u.) 1.00 £ 0.05 1.90 +0.07
PPARa mRNA (a.u.) 1.00+£0.10 0.57 £ 0.06
CYP4A1 mRNA (a.u.) 1.00 £ 0.09 0.48 £ 0.03
ACO mRNA (a.u.) 1.00 £ 0.09 0.88 +0.03
Human hepatocytes
cT FR
L-PK mRNA (a.u.) 1.00 + 0.06 1.86+0.38
PPARa mRNA (a.u.) 1.00 £ 0.06 0.69 £0.15
L-CPT-l mRNA (a.u.) 1.00 + 0.05 0.73+0.11
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Normas para los autores de colaboraciones

Basadas en las “normas uniformes para los originales enviados a las re-
vistas biomédicas”, redactadas por el Comité Internacional de Edi-
tores de Revistas Médicas.

Actualidad en Farmacologia y Terapéutica (AFT) es una revis-
ta de educacién continuada que persigue informar y formar a los
profesionales del medicamento, sobre los aspectos mds actuales
de la farmacoterapia. Por ello, publica solo articulos de revisién
y actualizacién sobre los mds variados aspectos de las propieda-
des de los farmacos, siempre en el contexto de su aplicacién en
la profilaxis y terapéutica de las enfermedades humanas. La in-
formacién y contenido de sus distintas secciones se fundamenta-
rd en estudios serios y objetivos y se apoyard siempre en el mds
completo rigor cientifico. Todas sus secciones se editardn en len-
gua castellana.

Los trabajos deben ser inéditos y no estar en fase de publicacién,
o0 haberse publicado, en ninguna otra revista. Se redactardn si-
guiendo las instrucciones a los autores que se describen més aba-
jo y se remitirdn por correo electronico a la siguiente direccion:
luis.gandia@uam.es

Los manuscritos se acompanardn de una carta en la que se espe-
cificard que el trabajo no ha sido publicado, ni estd en fase de pu-
blicacién, en ninguna otra revista.

Los trabajos deben atenerse a las secciones de la revista, ajustar-
se en su confeccién a las normas dadas mds abajo y redactarse en
forma clara y concisa. Una vez aceptados, quedan como propie-
dad de los editores y no podran ser reimpresos sin autorizacién
de los mismos. Asimismo, los editores se reservan el derecho de
realizar los cambios necesarios para conseguir una mayor homo-
geneidad en lo referente a la correccién, expresién y claridad idio-
matica de los mismos. En los trabajos sélo se utilizardn los nom-
bres genéricos de los farmacos, en mintsculas.

La Redaccién acusard recibo de los originales. En el plazo mas
breve posible (entre uno y dos meses), comunicard a sus autores
la aceptacién o no del trabajo, la fecha aproximada de su publica-
cién y la sugerencia de posibles modificaciones. La responsabili-
dad del contenido de los trabajos recaerd exclusivamente sobre los
autores que los firman.

Articulos originales

Los articulos con referencias al tratamiento de enfermedades con-
cretas, hardn énfasis en el tratamiento farmacoldgico, farmacoci-
nética y pautas terapéuticas. Las referencias a la descripcién de la
enfermedad y a su diagndstico deben ser minimas (una pégina
inicial, a lo sumo); el protagonista debe ser el medicamento y las
alusiones a la enfermedad deben ser las minimas para poder ra-
zonar las distintas opciones terapéuticas.

La extensién de los articulos no debe superar las 15 pédginas a
madquina, y unas 5 figuras o tablas. Constardn de las siguientes
secciones:

Portada: Contendrd el titulo del trabajo en letras maytsculas,
iniciales del nombre de cada autor seguidas del o de los apellidos;
departamento, servicio y centro en el que se ha realizado.

Presentacion: Consistird en una corta frase de no mds de ocho li-
neas mecanografiadas, distinta del resumen, que resaltard el inte-
rés del trabajo e inducird a su lectura. Se escribird en hoja aparte.

Texto: El texto del trabajo debe iniciarse en hoja aparte y redac-
tarse siguiendo una secuencia l6gica en hojas consecutivas. Se or-
ganizard con epigrafes y subtitulos que faciliten su lectura.

Resumen: Se iniciard su redaccién en hoja aparte y su extensién
no serd superior a las 200 palabras. Esta pagina debe ir al final,
antes de la bibliografia.

Bibliografia: : Se citara en el texto mediante numeracién corre-
lativa, segtin el orden de aparicién en el mismo. En la relacién
bibliografica las referencias aparecerdn, igualmente, con la nu-
meracién correlativa, con el mismo orden de aparicién que en el
texto, SIN ALFABETIZAR. Las citas bibliogréficas deben seleccio-
narse escrupulosamente (20 como méaximo), sin que la necesaria
limitacién (por razones de espacio) merme la calidad y el rigor
cientifico de los trabajos.

Las referencias de articulos de revistas incluirdn: apellidos e ini-
cial del nombre/s del autor o autores en su totalidad, titulo, pu-
blicacién (sin abreviaturas), afio, volumen, primera y tdltima pa-
gina. Ejemplo:

Baron, E.J.; Gates, JW.: Primary plate identification of group A be-
ta-hemolytic streptococci utilizing a two-disk technique. Journal
of Clinical Microbiology, 1979; 10: 80-84.

Las referencias de libros incluirdn: apellidos e inicial del nombre/s
del autor o autores en su totalidad, titulo, editor/es la (si lo hay),
editorial, lugar y afio de publicacién y pdginas. Ejemplo:

Sabath, L.D.; Masten, ].M.: Andlisis de los agentes antimicrobia-
nos. En: Lennette, E. H,; Spaulding, E. H,; Truant, J. (ed.): Manual
de Microbiologia Clinica. Salvat, Barcelona, 1981, pp. 437-440.

Frases para entresacar: En otra hoja aparte, se resefiardn cinco
frases entresacadas del texto, que resalten los aspectos mas rele-
vantes del mismo.

Iconografia: Las tablas, figuras, cuadros, gréficas, esquemas,
diagramas, fotografias, etc, deben numerarse con niimeros or-
dinales, utilizando, tanto en el texto como en su titulo, la palabra
completa “sin abreviaturas” (V.G.: tabla 1, figura 3). Las tablas, en
formato word, llevardn su titulo (a continuacién del ntimero co-
rrespondiente) en su parte superior. Las figuras, cuadros, gréfi-
cas, esquemas, diagramas y fotograffas portardn su titulo, a con-
tinuacién del niimero correspondiente en su parte inferior. Cada
uno de estos materiales iconograficos se remitird en formato digi-
tal (jpeg, tiff, eps), separados del articulo, en un archivo de ima-
gen con una resolucion de 300 ppp (puntos por pulgada).

Nota importante: no pegar las imagenes en un documento de
word, puesto que reduce notablemente su calidad . Enviar siem-
pre en los formatos anteriormente especificados.
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