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Resumo

A crescente prevaléncia de obesidade no mundo coincide com a elevagdo da
ingestdo de frutose pela populacdo, veiculada principalmente em refrigerantes e bebidas
adocadas. O consumo aumentado deste carboidrato associa-se a desordens metabdlicas
que podem comprometer o sistema nervoso central. A insulina age no hipotalamo
inibindo a ingestdo alimentar, e tendo em vista as evidéncias cientificas que associam o
consumo deste carboidrato a prejuizos aos sistemas que regulam a ingestdo alimentar,
hipotetizamos que consumo durante 8 semanas de solucdo de frutose a 20% ¢é capaz de
alterar a acdo anorexigena hipotaldamica da insulina e sinalizar a contribuicdo deste
monossacaridio no desenvolvimento da obesidade por interferéncia no controle
hipotalamico da ingestdo alimentar. Para isso, ratos Wistar aos 30 dias de vida, foram
divididos nos grupos controle (C) e frutose (F). Ambos os grupos foram tratados com
livre acesso a racdo comercial e agua (C) ou solucdo de frutose (F). Durante este
periodo foi avaliada a ingestdo alimentar, hidrica e energética de 24h e o ganho de
massa corporal Aos 90 dias de vida foi analisado no hipotadlamo a resposta anorexigena
a insulina, o teor do receptor de insulina (IR), do substrato do receptor de insulina 1
(IRS-1) e das formas fosforiladas das proteinas IR (p-IR) e Akt (p-Akt). Verificamos
que ndo houve diferenca significativa na massa corporal entre 0s grupos e o consumo de
racdo do grupo frutose foi menor, contudo este apresentou maior consumo energético na
maior parte das semanas. Diferentemente do grupo C, os ratos F ndo responderam a
acdo anorexigena central da insulina, bem como apresentaram teores hipotalamicos

maiores das proteinas IR, IRS-1 e p-Akt. Os resultados confirmam a hipbtese de que o



tratamento crénico com solucdo de frutose a 20% é capaz de modificar a acdo
anorexigena hipotalamica da insulina em ratos Wistar. Contudo, o aumento no teor de
importantes proteinas da via insulinica sugere uma adaptacdo compensatoria com vistas
a manter a funcionalidade e atividade satisfatdria da via, o que ndo foi sustentado pelo
teor do p-IR, o qual de certa forma parece contribuir na limitada atividade da via,
considerando a agdo deficitaria da insulina no hipotalamo promovida pelo consumo de

frutose.

Palavras-chave: frutose, sinalizacdo insulinica, hipotadlamo, ingestdo alimentar,

receptor de insulina, proteina Akt.
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Abstract

The increasing in prevalence of obesity in the world coincides with increasing of
fructose intake by the population, conveyed mainly soft drinks. The consumption of this
carbohydrate is associated with metabolic disorders that can compromise the central
nervous system. Insulin acts in the hypothalamus inhibiting food intake, and in view of
the scientific evidence linking the consumption of carbohydrate to damage the systems
that regulate food intake, we hypothesized that consumption of fructose during 8 weeks
is able to change hypothalamic anorexigenic action of insulin and the contribution of
this sugar in the development of obesity. For this, Wistar rats at 30 days old were
divided into control (C) and fructose (F) groups. Both groups were treated with free
access to commercial chow and water (C) or 20% fructose solution (F). During this
period, the 24h food and liquid intake were evaluated, as the energy and body mass
gain. At 90 days old, we analyzed the hypothalamic response to insulin infusion, the
content of the insulin receptor (IR), the insulin receptor substrate 1 (IRS -1) and
phosphorylated forms of the IR (IR - p) and Akt (p -Akt ) protein. We found that there
was no significant difference in body mass between groups. However, the food intake of
the fructose group was lower, but it showed higher energy consumption in most weeks.
Unlike group C, F rats did not respond to central anorexigenic action of insulin, and had
higher hypothalamic levels of IR, IRS-1 and p-Akt proteins. The results support the
hypothesis that chronic treatment with a solution of 20% fructose is able to modify the
hypothalamic anorexigenic action of insulin in rats, but the increase in the levels of
important proteins in insulin pathway suggests a compensatory adjustment in order to

maintain satisfactory functionality and activity of the cascade, which has not been



supported by the content of p-IR, which seems to contribute somewhat limited activity
in the pathway, the insulin deficient in the hypothalamus promoted by the action of
fructose consumption.

Keywords: fructose, insulin signaling, hypothalamus, food intake, insulin receptor, p-
Akt,
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1. INTRODUCAO

A crescente prevaléncia mundial de obesidade coincide com a elevagdo do
consumo de frutose pela populacdo, veiculada principalmente em refrigerantes ou soft
drinks. A ingestdo aumentada deste carboidrato associa-se a modificagBes metabolicas
semelhantes as decorrentes de dietas hiperlipidicas, razdo pela qual tem sido alvo de
grande investigacdo. A seu respeito, ja foi descrita acdo orexigena bem como associa¢do
a alteracBes do metabolismo enddcrino, envolvidas no controle da ingestdo alimentar e
da massa corporal, capazes de favorecer a génese da obesidade.

A insulina, importante por seus diversos efeitos sistémicos periféricos, incluindo
a regulacdo do metabolismo de macronutrientes, bem como por sua a¢do no sistema
nervoso central (SNC), € um dos hormdnios que pode ser afetado pelo consumo
excessivo de frutose. Ja foi sugerido que este monossacarideo inclui-se entre os fatores
causais de resisténcia a insulina nos tecidos adiposo, hepatico e muscular. Por outro
lado, os efeitos da frutose na homeostase do horménio no SNC estdo pouco claros,
sobretudo se este glicidio seria capaz de alterar a sua acdo anorexigena hipotalamica e
comprometer o consumo alimentar.

Neste trabalho, ratos machos Wistar foram tratados durante 8 semanas com
solucéo de frutose a 20%, apds o que foi avaliado o efeito desta ingestdo crénica do
carboidrato sobre o consumo alimentar e ganho de massa corporal dos animais. Em
seguida, com o objetivo de identificar se a frutose atua no hipotalamo no mecanismo
de regulacdo da ingestdo alimentar, comprometendo a acdo anorexigena da insulina,
foi conduzido experimento destinado a avaliar a resposta alimentar a infusdo
intracerebroventricular (icv) deste hormoénio. Na etapa subsequente, buscou-se
identificar alteracdes na via de sinalizacdo da insulina, por meio da quantificacdo de
proteinas que participam dos passos iniciais desta via [receptor de insulina (IR) e
substrato do receptor de insulina 1 (IRS1)]. A avaliacdo da atividade da cascata de
sinalizacdo, por meio da quantificacdo das formas fosforiladas das proteinas IR e
proteina-quinase B (Akt) constituiu a etapa final do estudo, observando-se teores
aumentados da fosforilacdo da proteina Akt em resposta ao tratamento. Estes
resultados sugerem que a frutose atua no SNC, interferindo em processos de regulacao
da ingestdo alimentar, mediados pela insulina, comprometendo etapas da via

hipotaldmica de sinalizacdo deste horménio e permitem supor que a ingestao



prolongada de frutose pode, de fato, contribuir para o desenvolvimento de desordens
capazes de conduzir a obesidade.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Frutose: caracterizagdo quimica, bioldgica e implicaces na saude

A frutose ou levulose (C6H1206) é um monossacarideo, quimicamente formado
por seis atomos de carbono, unidos em ligagcdes covalentes simples, apresentando um
grupamento carbonila no final da cadeia, sendo considerada uma cetohexose. E
encontrado na natureza na forma livre ou como componente natural da sacarose,
rafinose, estaquiose e inulina, além de estar presente nas frutas e contribuir com 50% do
teor total de carboidratos presentes no mel de abelha (Barreiros et al., 2005; Barclay et
al., 2012).

No inicio do século XX, as principais fontes alimentares de frutose da populagéo
eram naturais, porém nos ultimos anos 30 anos, a industria vem contribuindo de forma
significativa para o aumento de sua ingestdo (Bray et al., 2004), especialmente em razédo
da utilizagdo do “xarope de milho rico em frutose” (HFSC), adicionado a muitos
alimentos, que possui caracteristicas vantajosas para esse seguimento, como 0 poder
edulcorante, umectante, o desenvolvimento de cor e aroma, a depressdao do ponto de
congelacdo e a estabilidade osmotica (Hanover e White, 1993).

A sacarose e 0 HFSC sdo amplamente utilizados para adocar as bebidas
consumidas pela populacdo no mundo, em especial as bebidas carbonatadas (Bray et al.,
2004). A facilidade de manuseio do HFSC e o seu custo reduzido, desencadeou
aplicacdo industrial em alta escala, resultando em maior acesso para 0 consumo da
populacéo.

Dados relativos ao consumo de frutose pela populacdo norte americana mostram
valores crescentes hd algumas dezenas de décadas. Em 1900, a ingestdo diaria,
essencialmente por meio de frutas e vegetais, era estimada em torno de 15 g 4% do
valor energético total (VET). No periodo que antecede a Segunda Guerra Mundial,
alcancava 24g e, ao final da década de 1990 atingia valores estimados em 55¢, ou 10%
do VET, entretanto, a populacdo adolescente ja consumia quantidades superiores do
carboidrato (72,8g/dia), representando 12,1% do seu VET( Vos et al., 2008).

No Brasil, apesar da escassez de informagdes sistematicas acerca da ingestdo de
frutose, estima-se consumo de 4,3 g/dia do monossacarideo livre, e de 27,5 g/dia,

proveniente da sacarose (Barreiros et al., 2005). Porém, segundo dados da Pesquisa de



Orgamento Familiar 2008 (IBGE, 2009) a projecdo é de que esse valor pode ser ainda
maior, considerando que refrigerantes representam o 5° produto alimenticio mais
consumido pelos brasileiros.

Embora a frutose tenha a mesma férmula e massa molecular que a glicose, do ponto
de vista fisiolégico, ambas sdo processadas de formas distintas. A captacdo celular da
glicose é regulada por diversos transportadores difundidos nos tecidos, e €é facilitada
pela liberacdo da insulina, que estimula a translocagéo do transportador GLUT 4 nos
tecidos Samuel, 2010). De outro modo, 0s dois mecanismos envolvidos na absorcéo da
frutose incluem o transporte facilitado, com baixa capacidade, e o outro, dependente de
transportador, sendo o GLUT 5, aquele que apresenta especificidade para a molécula.

A frutose é primariamente metabolizada no figado (Figura 1) e sua internalizacdo no
hepatocito é mediada também pelo transportador GLUT 2, ndo havendo gasto de
energia ou necessidade de estimulo da insulina. A fosforilacdo da frutose em frutose-1-
fosfato ocorre pela acdo da frutoquinase, levando a formacdo de duas pentoses, a di-
hidroxicetona e a gliceraldeido. Esta enzima ndo é regulatéria e, portanto, pode
favorecer a formacdo de produtos lipogénicos. De forma semelhante, a glicose é
fosforilada por duas vezes antes do acesso a via da frutose, até o seu desdobramento em
di-hidroxicetona e gliceraldeido, entretanto, seu metabolismo depende da enzima
limitante fosfofrutoquinase, que € inibida por ATP e citrato, dificultando o acimulo de
intermediarios ricos em carbono para entrar no ciclo de Krebs (Barreiros et al., 2004;
Johnson et al., 2009; Samuel, 2011).
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Figura 1. Metabolismo hepatico da frutose (Tappy e L&, 2010)

A frutose ja foi indicada para tratamento de diabéticos por ndo estimular a
secrecdo de insulina, mas ndo ha consenso para sua utilizagdo, visto que seu consumo
crénico tem sido associado a desordens metabdlicas (Ludwig, 2013).

Diferentes investigacdes tém demonstrado que a ingestdo de frutose, na forma
pura ou em misturas de carboidratos, em diferentes concentragdes e periodos de tempo,
imprime riscos a satde tanto do organismo humano (Akhavan e Anddeson, 2007; Teff
et al., 2009), quanto de roedores (Djordjevic et al., 2013).

A utilizacdo de teores de frutose considerados muito elevados (> 50%) nos
modelos experimentais empregados tem sido alvo de criticas, na medida em que nao
representaria 0 consumo usual da populacdo. Do mesmo modo, a fonte de frutose
oferecida, também é questionada, tendo em vista que humanos geralmente consomem
frutose associada a glicose, conforme se encontra no agucar, no HFSC e no mel (White,
2013). Contudo, a utilizacdo de frutose livre, comparada a sua presenga em misturas, se

demonstra mais prejudicial a satde (Sheludiakova et al., 2012).



Dentre as desordens metabolicas associadas ao consumo elevado de frutose,
figuram entre aquelas mais observadas: hipertriacilglicerolemia, hiperuricemia,
hiperinsulinemia, esteatose hepatica, comprometimento vascular, resisténcia periférica a
insulina e aumento de adiposidade visceral, podendo ocorrer ou ndo elevagédo (substitui
somente para evitar repetir o termo “aumento”) do consumo alimentar e da massa
corporal (Wiernsperger et al., 2010). = Recentemente, evidéncias cientificas tém
sinalizado para o envolvimento da frutose em alteragdes no SNC. A este respeito, ja
foram descritos prejuizos na neurogénese, resisténcia central a insulina e
comprometimento do sistema central de regulacdo da ingestdo alimentar e, por esta
razdo, também se atribui & ingestdo aumentada de frutose, participagdo no
desenvolvimento da obesidade (Convit, 2005; Messie, 2005, Ross et al., 2009).

Parte dos avancos na epidemiologia da obesidade vem sendo atribuida a
elevagdo paralela do consumo de frutose, veiculada essencialmente em produtos
contendo HFSC e acucar refinado, contudo, esta relacdo €, atualmente, alvo de intenso
debate cientifico (Bray, 2013).

Frutose em excesso pode guardar relagdo com o estabelecimento da obesidade
por estar envolvida na desregulacdo de vias metabolicas do tecido adiposo e favorecer a
lipogénese de novo. Ratos tratados por 9 semanas com solucdo de frutose a 10%
apresentaram aumento na expressao das enzimas 11-beta-HSD1 (11beta-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1) e H6PDH (hexose-6-phosphate dehydrogenase) e nos teores de
corticosterona no tecido adiposo. Embora estes animais ndo tenham apresentado
excesso de adiposidade corporal, o conteudo aumentado de triacilglicerois plasmaticos e
de acidos graxos livres sinalizam condi¢Ges propicias para o estabelecimento da
obesidade em longo prazo (Bursac et al., 2013).

O aumento na taxa de lipogénese de novo, decorrente do consumo elevado de
frutose, pode ampliar a disponibilidade de acidos graxos, por efeito direto sobre a
sintese destes compostos. A frutose estimula fatores de transcricdio SREBP 1c e
ChREBP, responsaveis pela ativacdo de genes que codificam enzimas envolvidas na
via lipogénica (Tappy e Lé, 2010; Samuel, 2011; Dekker et al., 2010). Além disso, age,
oxidacao de acidos graxos, bloqueando a transferéncia destes lipideos para o interior da
mitocbndria assim como a via da palmitoil-transferase. Ambos 0s mecanismos
contribuem para ampliacdo da esterificacdo ou re-esterificagdo de acidos graxos, maior

sintese de triacilglicerois, caracterizando a hipertriacilglicerolemia induzida pela frutose



Barreiros et al., 2005; Basciano et al., 2005), aumento dos teores hepaticos de VLDL,
resisténcia a insulina nos tecidos adiposo e hepatico (Tappy e L&, 2010; Samuel, 2011’
Stanhope, 2012) e deposito de gordura no tecido adiposo visceral (Ludwig, 2013).
Quando este quadro se conjuga com estresse oxidatixo ou deficiéncia de nutrientes
antioxidantes, pode ocorrer fibrose hepatica, com consequente desenvolvimento de
cirrose, caracterizando a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease, NAFLD) (Lim et al., 2010).

Foi observado que ratos Wistar alimentados com ragéo enriquecida com frutose,
por um periodo de 28 dias, apresentaram menor teor de fosforilacdo do IR e do IRS-1,
tanto hepéatico como muscular, demonstrando que prejuizos nos passos iniciais da
cascata de sinalizacdo da insulina podem justificar a resisténcia ao hormdnio causada
por este carboidrato (Bezerra et al., 2000).

A sobrecarga de frutose também tem sido associada ao risco cardiovascular
aumentado. A molécula de ADP, formada apoés a fosforilacdo da frutose em frutose-1-
fosfato, € metabolizada, levando a formacdo de acido Urico. Este composto inibe a
biodisponibilidade de 6xido nitrico, um modulador chave na funcéo vascular (Nagawa
et al., 2006; Tappy e L&, 2010), contribuindo para a hipertensdo e disfuncéo endotelial
(Ludwig, 2013).

Ha consenso acerca do fato de que as doencas cronicas sdo acompanhadas por
processos inflamatérios assim como a inflamacdo pode preceder o futuro
desenvolvimento destas enfermidades. Contudo, independente do agente iniciante, a
relacdo entre o processo inflamatorio e resisténcia a insulina € bidirecional, ou seja,
qualquer estado inflamatorio crénico induz a resisténcia ao horménio, e esta, por sua
vez, acentua a inflamacéo (\Volp et al., 2008).

Neste contexto, consumo aumentado de frutose estd relacionado a um estado
pro-inflamatorio, podendo ser responsavel por aumentar a producao de fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a) e c-Jun amino terminal kinase (JNK) (Mille e Adeli, 2008). Ratos
suplementados por duas semanas com solucdo de frutose ou glicose a 10%
apresentaram reducdo na quantidade de receptores ativados por proliferador de
peroxissomo-alfa (PPAR-o) e aumento da ativagdo do fator de transcrigdo nuclear
kappa-beta (NF-kB), somente no grupo frutose (Roglans et al., 2007). O TNF-a colabora
para a desregulacdo da via de sinalizagdo da insulina por favorecer a fosforilagdo em
serina do IRS-1, mediada pela ativacdo da JNK e NF-kB (Dekker et al., 2010) .



Ademais, a diminui¢do do PPAR-o reduz a oxidagdo de acidos graxos e aumenta o teor
de lipideos disponiveis e a hipertriacilglicerolemia (Miller e Adeli, 2008).

Apesar da dieta rica em frutose levar a alteragdes bem conhecidas nos sistemas
periféricos, ainda é controverso o efeito deste carboidrato sobre a regulacdo central da
ingestdo alimentar e a capacidade de suscitar mudancas na expressao de neuropeptidios
hipotalamicos que, subsequentemente, podem levar a obesidade.

Normalmente, o cérebro utiliza a glicose como fonte de carbono para producéo
de energia (Leloup et al., 1994), porém ha evidéncias moleculares e bioquimicas de que
a frutose pode desempenhar papel neuroenergético Funari et al., 2005; Shu et al., 2006;
Funari et al., 2007). De fato, o cérebro expressa genes requeridos para o metabolismo da
frutose (Funari et al., 2005), como o gene do transportador GLUT 5, encontrado em
células purkinjes do cerebelo, tendo sido demonstrado que, em curto prazo, a ingestao
de frutose promoveu aumento da expressdo de GLUT 5 no cérebro de ratos (Shu et al.,
2006). Essas evidéncias reforcam a ideia de que este transportador constitui mecanismo
de conducéo da frutose ao SNC e que o tecido cerebral é alvo de efeitos diretos da acado
da frutose.

Ha indicios de que a frutose é capaz de provocar mudancas no metabolismo
energético, afetando horménios envolvidos no controle da ingestdo alimentar. Acredita-
se que, desta forma, a frutose pode agir no SNC como um nutriente potencialmente
orexigenos (Miller et al., 2002).

Lindqvist, Baelemans e Erlanson-Albertsson (Lindquivist et al., 2008) relataram
aumento nos teores séricos de grelina e leptina de ratos, apos 2 semanas de tratamento
com solucdo a 23% de frutose. Entretanto, apesar da elevacdo da leptinemia, foi
verificada menor saciedade, evidenciando reducdo da efetividade desta adipocina
anorexigena. As alteracBes no contedo de grelina e leptina ndo foram exclusivas para a
frutose. O consumo excessivo de glicose e sacarose também induziu aumentos séricos
semelhantes em ambos 0s hormdnios. Interessantemente, Shapiro et al., (2008)
evidenciaram, em ratos, que o consumo cronico de dieta contendo 60% de frutose causa
resisténcia a leptina, antes mesmo da manifestacdo de alteragdes na massa corporal e de
aumento do conteddo sérico de insulina, leptina e glicose, atestando os efeitos deletérios
deste carboidrato .

Burmeister et al. (2013) encontraram que a frutose estimula a ingestdo de
alimentos, ao alterar a agdo central do GLP-1R (Glucagon-Like Peptide-1 Receptor),

ativado pela GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1), que possui importante efeito incretina, e



ndo diminui os teores de grelina (Page et al., 2013). Desta forma, estes mecanismos
também estariam envolvidos nos efeitos da frutose sobre a atividade da insulina no SNC
e 0 consumo alimentar.

Em humanos, Teff et al.,(2004) observaram que a ingestdo de bebidas contendo
frutose juntamente com a refeicdo resulta, em curto prazo, na reducdo do contetdo
circulante de insulina e leptina e aumento no de grelina, o que contribui
substancialmente para a elevacao da energia ingerida e o ganho de massa corporal. Por
outro lado, se 0 consumo de dieta rica em frutose promove, a curto prazo, reducdo das
concentragdes de leptina e insulina, como resultado da ingestdo cronica deste
monossacarideo, se estabelece hiperleptinemia e hiperinsulinemia, com provaveis

repercussdes na homeostase energética (Havel, 2005).

2.2 Regulacéo da ingestédo alimentar e acdo da insulina

O organismo ¢ dotado de um complexo sistema fisiologico que mantém a massa
corporal relativamente constante, apesar das variagdes diarias da ingestdo alimentar e do
gasto energético. Com a perda de massa, adaptacdes fisiologicas resultam em aumento
da fome e diminuicdo da energia consumida, enquanto respostas opostas sao deflagradas
quando hé elevacdo da massa corpora (Schwartz et al., 2000; Boguszewski et al., 2010).

Este circuito que controla a ingestdo alimentar € fundamental para a homeostase de
energia e funciona por meio de mdltiplas interacdes entre 6rgdos periféricos, incluindo
tecido adiposo, tiredide, musculos, intestino e génadas e o SNC, influenciadas por
fatores comportamentais, sensoriais, autonémicos, nutricionais e endocrinos
(Boguszewski et al., 2010; Lopez et al., 2010).

Em resposta a ingestdo alimentar, as concentracdes de nutrientes circulantes
aumentam, dando inicio a uma série de mudancas no perfil endécrino que alcangcam o
cérebro e estabelecem um circuito de comunicacdo por meio de neuropeptideos. Esses
horménios podem ser categorizados em dois sistemas: 0 primeiro, ativado em curto
prazo, estimula sinais relacionados as refeicBes, como a grelina e colecistoquinina. O
segundo, desencadeado em longo prazo, inclui horménios cuja liberacdo na circulagéo é
proporcional a quantidade de gordura corporal, como a leptina e insulina (Stanley et al.,
2005; Lopez et al., 2010).

O hipotélamo constitui &rea do SNC com ac¢do fundamental no controle da ingestao

alimentar e da massa corporal. Morfologicamente pode ser dividido em seis regides:



nacleo arqueado (ARC), nucleo paraventricular (PVN), nlcleo dorsomedial (DMH),
ndcleo ventromedial (VMH), &rea lateral hipotaldmica (LHA) e é&rea periformical
(PFA). O ARC e o nucleo do trato solitario, no tronco encefalico, sdo os principais
locais de convergéncia e integracdo dos sinais periféricos e centrais de regulacdo de
ingestdo alimentar e gasto energético (Schwartz et al., 2000; Stanley et al., 2005;
Boguszewski et al., 2010).

No hipotdlamo h& duas populacbes de neurdnios que promovem tanto efeitos
anabdlicos/orexigenos, como  efeitos catabdlicos/anorexigenos.  Dentre  0s
neuropeptidios orexigenos conhecidos estdo o neuropeptideo Y (NPY), proteina
relacionada a Agouti (AgRp), horménio concentrador de melanina, hipocretina 1 e 2 (ou
orexina a e b), galanina e noradrenalina. Os neuropeptidios anorexigenos incluem o
horménio estimulante de melandcitos (melanocyte-stimulating hormone, MSH),
horménio liberador de corticotropina, hormdnio liberador de tireotropina, transcrito
regulado por anfetamina e cocaina (CART), urocortina, ocitocina, neurotensina,
serotonina, entre outros (Schwartz et al., 2000; Lopez et al., 2010).

A insulina € um hormdnio anabdlico, produzido pelas células beta do pancreas,
secretado em resposta ao aumento dos teores circulantes de glicose e aminoéacidos e,
proporcionalmente, a adiposidade corporal. O hormdnio age em varios tecidos
periféricos, como figado, musculo esquelético e tecido adiposo, promovendo: ampliacdo
da captacdo de glicose, principalmente em tecido muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas, bloqueio da producdo hepatica de glicose, lipdlise e protedlise,
participando ativamente na homeostase de energia (Carvalheira et al., 2002; Pauli et al.,
2009).

Adicionalmente aos seus efeitos periféricos, a insulina também age no SNC
promovendo acdo anorexigena, e consequente controle da homeostase energética. Para
iniciar a sinalizacdo intracelular e exercer seus efeitos no hipotalamo o horménio se liga
a uma proteina especifica transmembrana, o receptor de insulina que possui
caracteristica e atividade quinase intrinseca e estd amplamente distribuida no cérebro,
principalmente nas areas hipotalamicas envolvidas com a ingestdo alimentar (Ghaseni et
al., 2013).

O IR é composto por quatro subunidades, sendo duas alfas e duas betas, e sua
ativacdo resulta na fosforilagdo, em residuos de tirosina, de diversos substratos,
incluindo IRS-1 e IRS-2. A fosforilagcdo das proteinas IRS cria sitios de ligacdo para

outra proteina citosélica, denominada fosfatidilinositol 3-quinase (P13-K), que ativa a



fosforilagdo da proteina quinase B ou Akt (Kin e Feldman, 2012). A PI3-K é um dimero
composto por uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatoria (p85). A
ligacdo dos sitios fosforilados das proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade p85 da
P13-K ativa o dominio catalitico associado (Carvalheira et al., 2002 )(Figura 2).
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Figura 2. Sinalizacdo da insulina no Sistema Nervoso Central e sistema nervoso
periférico (PNS) (Kim e Feldman, 2012).

A insulina regula a ingestdo de alimentos por meio da via IRS-PI3K que, em
condicdes normais, ativa a fosforilagdo da proteina AKT que, consequentemente,
degrada e inativa o fator de transcricdo FOXO1, resultando em aumento da transcricao
de neuropeptideos anorexigenos e pré-termogénicos (Kim et al., 2006; Belgardt e
Bruning, 2010; Nazarians-Armavil et al., 2013). Desta forma, é descrito que a insulina
age suprimindo o NPY/AgRP, enguanto o CART e o POMC - pré-horménio que
origina o MSH e corticotrofina - sdo ativados por estes hormdnios, sendo, entdo,
desencadeados seus efeitos anorexigenos (Schwartz et al., 2000; Porte et al., 2005).

Os fatores de transcricdo FOXO pertencem a familia Forkhead Box, que
controlam funcgdes intrinsecas da célula, como divisdo celular, diferenciacdo e
sobrevivéncia. Em mamiferos, os membros dessa familia sdéo FOXO 1, 3, 4 e 6 e, do
ponto de vista fisioldgico, a acdo do FOXO1 no ndcleo das células hipotalamicas esta
relacionada a transcricdo de neuropeptideos orexigénicos e antitermogénicos (Kim e
Feldman, 2012).



Os hormdnios anorexigenos insulina e leptina se integram na ativacdo de
diferentes vias neuropeptidicas e esta interface denomina-se cross-talk molecular.
Ambos os hormdnios parecem exercer papel autorregulador sobre seus proprios efeitos
fisiologicos (Figura 3). Desajustes nestes complexos mecanismos de regulagdo neural
da homeostase energética estdo relacionados a obesidade (Schwartz et al., 2000;

Belgardt e Bruning, 2010).
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Figura 3. Cross—talk molecular entre insulina e leptina no controle da ingestao

alimentar (Varela e Hovath, 2012).

Pouco tem sido avaliado em relacao aos efeitos da frutose sobre a homeostase da
insulina no ambito do sistema nervoso central. Algumas evidéncias relacionaram o
consumo excessivo de frutose a alteracbes na homeostase deste hormdnio, por meio de
avaliacGes cognitivas. Ratos alimentados com doses elevadas de frutose apresentaram
maior déficit de memaria (Convit, 2005; Messier, 2005), tendo sido relatada associacao
positiva entre resisténcia a insulina e diminuicdo, em longo prazo, de neurdnios do
hipocampo, possivelmente em razdo do papel chave da insulina na plasticidade sinptica
neuronal (Mielke et al., 2005; Ross et al., 2009).



3.HIPOTESE

Neste trabalho acredita-se que a frutose por sua habilidade em ultrapassar a barreira
hematoencefalica, age no sistema nervoso central configurando-se como uma substancia
orexigena. E esse efeito pode ser, em partes, por atenuar a agdo anorexigena da insulina

hipotalamica.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar se o consumo prolongado de frutose altera a acdo anorexigena
hipotalamica da insulina em ratos machos Wistar.

4.2 Objetivos especificos

I. Avaliar a ingestdo alimentar e massa corporal;

I Investigar a resposta alimentar a infuséo intracerebroventricular de insulina;

i.i.i Quantificar o teor hipotalamico do receptor de insulina (IR), do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS1) e das formas fosforiladas das proteinas IR e proteina-
quinase B (Akt).



5.MATERIAL E METODOS

5.1 Questdes éticas
O presente protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, sob o numero de referéncia Macaél4, como parte de um projeto “guarda-
chuva” intitulado “Efeitos dos diferentes componentes da dieta e atividade fisica sobre

sistemas que regulam a ingestao alimentar” (Anexo 1).

5.2 Animais e condic¢des experimentais
Ratos Wistar, recém-desmamados (30 dias), foram distribuidos em gaiolas
coletivas, com cinco animais por gaiola, e mantidos por 8 semanas no biotério do
Laboratorio de Nutricdo experimental, sob ciclo de luz de 12 horas (6h as 18h),
temperatura constante (24 + 1°C) e livre acesso a agua ou solucdo aquosa a 20% de

frutose e racdo comercial Nuvilab®, até eutanasia, aos 90 dias de vida.

5.3 Grupos experimentais
Para este estudo, a partir dos 30 dias de vida animais foram aleatoriamente
distribuidos em dois grupos experimentais, a saber: grupo controle (C), animais que
receberam, ao longo de 8 semanas, racdo comercial e agua filtrada ad libitum e grupo
frutose (F), animais que receberam, ao longo de 8 semanas, racdo comercial e solucéo
de frutose 20% ad libitu.m

5.4 Consumo alimentar, hidrico e energético de 24h, massa corporal e
glicemia

A estimativa do consumo alimentar bem como da ingestdo de agua e de frutose
dos grupos experimentais foi estabelecida, durante as 8 semanas de tratamento, com
base na avaliacdo da diferenca de peso entre a quantidade oferecida e a sobra de racdo
ou frutose, apds 24 horas.

Para a quantificacdo da ingestdo média de energia (kcal/dia) foi considerado o
consumo de ragdo e da frutose, utilizando-se os fatores de conversdo de energia para
lipideos (9 kcal/g), proteinas e carboidratos - incluindo a frutose (4 kcal/g). Durante

todo o periodo de coleta dos dados, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais.



A massa corporal foi avaliada durante as 8 semanas de tratamento e estimado o
ganho de peso final dos grupos.

Para a dosagem da glicose foi empregado método enzimaético, utilizando-se kit
comercial com limite de deteccdo de 0,41mg/dL (Glicose PAP Liquiform, Labtest
Diagnostica). Foram pipetados 2L de amostra do soro de cada animal e 200uL de
reagente nas placas de micro ensaio. ApoOs incubacdo a 37°C durante 15 minutos, a
leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplacas (Asys Expert 96,
Cambrige, Reino Unido) a 505nm e os resultados foram expressos em mg/dL.

5.5 Resposta alimentar a infusdo intracerebroventricular (icv) de insulina

Aos trés meses de idade os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
a implantacdo de canula icv. O procedimento foi realizado em aparelho estereotaxico,
com os animais (para evitar repetir “ratos”) profundamente anestesiados com a mistura
ketamina/xilazina (1:1) (67/13 mg/kg de massa corporal, i.p.) e a implantacdo de canula
guia (21 G; 1,7 cm) no ventriculo cerebral lateral esquerdo, obedeceu as seguintes
coordenadas: antero posterior (AP) -1,3mm; Lateral (L) + 2 mm e dorsoventral (DV) -
3,4 mm; a partir do bregma (Paxinos e Watson, 2005).

ApoOs a cirurgia os animais receberam dose Unica de antibiotico (0,2 g/kg de
massa corporal) e permaneceram no biotério em gaiolas individuais com livre acesso a
agua ou solucéo de frutose e racao, durante um periodo de 6 dias.

No sétimo dia pds-operatorio, 0s animais previamente jejuados por um periodo
de 6 horas, pesados e, em seguida, receberam infusdode 5 pL de veiculo (solugdo salina
0,9%) ou 5 pL de insulina regular (Humana recombinante, Biobras, Minas Gerais,
Brasil), diluida em veiculo, correspondente a uma dose de 20 mU . As infusdes foram
realizadas sempre ao final do ciclo claro (17-18 h), e em seguida, foi oferecida
quantidade conhecida de racdo e o consumo avaliado apds 12 e 24 horas, a partir da

infusio®’. Todos os ratos receberam ambas as infusdes, sendo controles de si mesmo.

5.6 Quantificacdo hipotalamica do receptor de insulina (IR) e do substrato
do receptor de insulina I (IRS1)
O hipotalamo de cada rato foi retirado e rapidamente homogeneizado em 1 mL
de tampdo de extracdo de proteinas (Trizma base 100 mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1
mg/mL; PMSF 2 mM; Ortovanadato de s6dio 10 mM; Fluoreto de sédio 100 mM;

Pirofosfato de sddio 10 mM e EDTA 10 mM). Em seguida, as amostras foram



adicionadas de 100 pL de Triton X-100 10%, mantidas em gelo por 30 minutos e
centrifugadas a 12.000 rpm/ 20 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram coletados e
mantidos em freezer a -80°C até a realizacdo da eletroforese.

No dia do experimento foi realizada a dosagem de proteinas totais utilizando
Kit de reagentes do &cido bicinconinico (BCA, Bioagency, Sao Paulo, Brasil) (Lowry et al,
1951). A quantidade de amostra, normalizada por concentragdo proteica (50 pg), foi
adicionada de 25 pL de tampao Laemmeli (Azul de bromofenol 0,01 %; Fosfato de
sodio 50 mM; Glicerol 25 %; SDS 1 %) contendo DTT (200 mM).

As proteinas do tecido foram extraidas e separadas por eletroforese. Apés esta
etapa, as amostras foram transferidas, a 100 V por 90 minutos sob refrigeracdo, para
membrana de nitrocelulose (RPN303E; GE Healthcare, S&do Paulo, Brasil). As
membranas foram bloqueadas a 4°C, overnight, em 5 mL de solucdo composta de
solucéo basal (Trizma base 100 mM; EDTA 1 mM; Triton X-100 0,5%) e albumina a 1-
3%.

No dia seguinte, apés duas lavagens de 5 minutos com solucdo basal, a
membrana foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente, com os anticorpos anti-IR
(1:1000; #3025; Cell Signalling, Boston, Estados Unidos), ou anti-IRS1 (1:1000; #2382;
Cell signaling, Boston, Estado Unidos), diluidos em solucdo de bloqueio. Apos 3
lavagens de 10 minutos com solucdo basal a membrana foi incubada com anticorpo
secundario associado a peroxidase (anti-rabbit; A0545, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
por 1 hora, seguida de 3 lavagens de 10 minutos com solucdo basal e preparada para
revelacéo.

Para identificacdo, as proteinas foram impressas em filme de raio-X (28-9068-
37; GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasil) por reacdo de quimioluminescéncia com reagente
ECL (RPN2232; GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasil) e comparadas ao peso molecular de
proteina padrdo (1610324-Bio-rad, Sdo Paulo, Brasil).). As bandas das proteinas de
interesse foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o software Image J (NIH
Image, Bethesda, Maryland, EUA).

5.7 Avaliacdo da ativacdo inicial (IR-tyr) e final (Akt-ser) da cascata de
sinalizacdo da insulina

Os animais foram submetidos & cirurgia estereotaxica para implantacdo de

canula guia e, apos sete dias de recuperacéo cirdrgica, os ratos em jejum de 12 horas

foram levemente anestesiados com ketamina/xilazina (33/6,5 mg/ Kg) e receberam



infusdo icv de insulina (20 mU, controle positivo)>® diluida em 10 pL do veiculo ou
receberam 10 pL do proprio veiculo (controle negativo). Para a garantia da ativacdo da
via insulinica, 13 minutos apds a infusdo da insulina, os ratos foram decapitados em
guilhotina e o hipotalamo rapidamente retirado, homogeneizado em 1mL de tampéo de
extracdo de proteina gelado e seguiu-se o protocolo de Western blotting, conforme
descrito anteriormente. Foram avaliadas as proteinas fosforiladas IR-tyr 1162/1163
(1:1000; sc-25103; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Estados Unidos) e Akt-ser 473
(1:1000; #9271; Cell Signalling, Boston, Estados Unidos), utilizando-se anticorpos
contra estas proteinas. Em seguida, as membranas foram reincubadas com anticorpo
secundario associado a peroxidase (anti-rabbit; A0545, Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA).

5.8  Analise estatistica
Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) e
utilizou-se o teste t* Student empregando o pacote SPSS (versdo 20.0). Foi adotado o

nivel de significancia de p<0,05.



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao deste estudo estdo apresentados no artigo cientifico,
a ser submetido ao periddico Nutrition (ISSN:0899-9007. Los Angeles, Calif.).
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Resumo

O consumo aumentado de frutose associa-se a desordens metabdlicas que podem
comprometer o sistema nervoso central. A insulina age no hipotalamo inibindo a
ingestdo alimentar e, tendo em vista as evidéncias cientificas que relacionam o consumo
deste carboidrato a prejuizos aos sistemas que regulam a ingestdo alimentar,
hipotetizamos que consumo de solucdo de frutose a 20% durante 8 semanas € capaz de
alterar a acdo anorexigena hipotaldamica da insulina e confirmar a contribuicdo deste
monossacaridio no desenvolvimento da obesidade por interferéncia no controle
hipotalamico da ingestdo alimentar. Para isso, ratos Wistar aos 30 dias de vida, foram
aleatoriamente alocados nos grupos controle (C) e frutose (F). Ambos os grupos foram
tratados com livre acesso a racdo comercial e agua (C) ou solucdo de frutose (F).
Durante este periodo foi avaliada a ingestdo alimentar, hidrica e energética de 24h e o
ganho de massa corporal. Aos 90 dias de vida foi analisado no hipotadlamo a resposta
anorexigena a insulina, o teor do receptor de insulina (IR), do substrato do receptor de
insulina 1 (IRS-1) e das formas fosforiladas das proteinas IR (p-IR) e Akt (p-Akt).
Verificamos que ndo houve diferenca significativa na massa corporal entre os grupos e
0 consumo de rac¢do do grupo F foi menor durante o periodo, contudo, o seu consumo

energético foi maior. Diferentemente do grupo C, os ratos F ndo responderam a agao
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anorexigena central da insulina, bem como apresentaram teores hipotalamicos elevados
das proteinas IR, IRS-1 e p-Akt, entretanto, ndo foi verificada diferenca no teor do p-IR.
Os resultados confirmam a hip6tese de que o tratamento crénico com solucéo de frutose
a 20% é capaz de modificar a acdo anorexigena hipotalamica da insulina em ratos
Wistar, contudo, o aumento no teor de importantes proteinas da via de sinalizacdo do
hormdnio sugere adaptacdo compensatoria com vistas a manter a funcionalidade e
atividade satisfatdria da via, 0 que ndo foi sustentado pelo teor do p-IR, sugerindo que
este possa, entre outros fatores ainda ndo conhecidos, estar envolvido na limitada
atividade da via.

Palavras-chave: frutose, sinalizacdo insulinica, hipotalamo, ingestao alimentar, ratos.

Introducéo

O aumento do consumo de frutose nos Gltimos anos se deu paralelo a elevacéo da
prevaléncia mundial da obesidade [1,2]. Esta relacdo tem despertado interesse sobre as
repercussdes deste monossacarideo na saude, de maneira que a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos no seu metabolismo torna-se importante.

A ingestdo de alimentos palataveis e de alta concentracdo energética constitui
habito alimentar tipico entre adolescentes em diferentes paises [3]. Estudo realizado
com jovens brasileiros apontou frequente e expressivo consumo de bebida agucarada,
especialmente suco de fruta industrializado e refrigerante ndo dietético [4]. Estes podem
contribuir para prejuizos metabdlicos importantes em razdo da expressiva presenca de
frutose, que tem sido relacionada a alteracdes sistémicas periféricas [5,6]. Nos ultimos
anos, outras evidéncias tém sugerido que o elevado consumo de frutose constitui
determinante de desordens que podem comprometer a funcionalidade do sistema
nervoso central [7,8].

A frutose estd presente em diferentes produtos dietéticos. Xarope de milho,
sacarose, refrigerantes, frutas e derivados, cereais e produtos lacteos representam seus
principais veiculos alimentares, sendo o seu consumo na forma de soft drinks [7,9]
considerado problema de satde publica [10], associado a desordens como a sindrome
metabdlica, resisténcia periférica a insulina e doencas cardiovasculares.

De maneira interessante, as investigagdes comec¢am a revelar o metabolismo da

frutose no sistema nervoso central, no entanto, apesar de ja ter sido demonstrada a



relacdo da frutose com déficit de meméria [11], ainda pouco se conhece sobre 0s
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que efetivamente se modificam pela acdo deste
carboidrato no cérebro. Sugere-se que a frutose alcanca o sistema nervoso central
através da barreira hematoencefalica [12] e parece atuar no sistema de regulacdo da
ingestéo alimentar [13,14], estimulando o consumo de alimentos.

A alteracdo nos teores de triacilglicerdis, induzida pela frutose, afetou o
hipocampo, contribuindo para o déficit de memoria e diminui¢do da sinalizacdo da
insulina nesta regido do cérebro [7]. Além disso, recentemente atribuiu-se ao consumo
de frutose, prejuizos na génese neuronal do nucleo do trato solitario em ratos [15], o que
pode comprometer a homeostase energética.

Burmeister et al [16] verificaram que a frutose pode estimular a ingestdo
alimentar por promover prejuizos na agdo central do receptor do peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1), reforcando as evidéncias de que este monossacarideopode
contribuir para aumentar a prevaléncia da obesidade e demonstrando que, de fato, o seu
consumo excessivo altera a funcionalidade hipotalamica.

A frutose, quando infundida intracerebroventricular, levou a resposta alimentar
orexigena em ratos [13], depletou os teores de ATP e de malonil-CoA hipotalamicos
[14]. Tomados juntos, estes trabalhos reforcam a hipoOtese de que a frutose age no
sistema nervoso central inibindo mecanismos anorexigenos de regulacéo da ingestao.

Considerado carboidrato lipogénico, a frutose altera fatores de saciedade no
cérebro e induz resisténcia a leptina [17]. Recentemente foi demonstrado que o
consumo prolongado de frutose em solucdo a 10%, induziu resisténcia a insulina no
hipocampo, sem prejuizos da plasticidade, porém em concentracfes da ordem de 60%,
produziu danos estruturais e aumento na sinalizacdo dos glicocorticoides [18]. Este
resultado, associado ao aumento da expressdo de GLUT5 em cérebro de ratos,
promovido pela frutose, sugere que os glicoreceptores participam do mecanismo de
utilizacdo da frutose como fonte alternativa de energia para o cérebro [19], tendo em
vista que neurdnios cerebrais sdo reconhecidamente capazes de utilizar este carboidrato
[12].

Contudo, pouco tem sido avaliado em relacdo aos efeitos da frutose sobre a
homeostase da insulina no hipotalamo. Assim, sustentando a conducéo cientifica de que
a frutose age no cérebro nos mecanismos de regulacdo da energia, hipotetizamos que o
consumo prolongado de frutose seria capaz de alterar a acdo anorexigena central e

comprometer proteinas da via de sinalizag&o insulinica no hipotalamo de ratos.



Material e métodos

Desenho experimental

Machos Wistar, 30 dias de vida, foram mantidos no Biotério, sob ciclo de luz e
temperatura controlados, aleatoriamente distribuidos em gaiolas coletivas (5 ratos) e
tratados por 8 semanas com livre acesso a racao comercial e dgua (grupo Controle, C)
ou solucdo de frutose 20% (grupo Frutose, F). A solugdo de frutose foi a Unica fonte
hidrica oferecida ao grupo F e teve como objetivo reproduzir uma das principais fontes
de frutose utilizadas pela populagéo (bebidas adogadas). Os protocolos do estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

Ingestédo alimentar, massa corporal e glicemia

Para avaliar a ingestdo alimentar e de frutose, no periodo de 24h, e a massa corporal
semanal, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais e ambas as ingestdes foram
medidas pela diferenca entre a oferta e a sobra de racdo ou frutose. A ingestdo
energética foi estimada considerando 9 kcal/g de lipidios e 4 kcal/g de proteina e
carboidrato provenientes do consumo da racao e da solugéo de frutose a 20%.

Para a dosagem da glicose foi utilizado método enzimatico (Glicose PAP

Liquiform, Labtest Diagndstica).

Infusdo intracerebroventricular (icv) de insulina

Para a injecdo de insulina ou veiculo (salina 0,9%) os animais, ap6s anestesia com
ketamina/xilazina (66,7/13 mg/Kg, i.p.), foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de uma canula guia (21G; 1,7 cm) no ventriculo lateral esquerdo
hipotalamico, segundo as coordenadas: Antero Posterior: -1,3 mm, Lateral: +2,0 mm e
Dorso Ventral: -3,4 mm [20]. Para prevenir infecges 0s animais receberam dose Unica
de anti-inflamatdrio. No 7° dia pos-operatorio, em jejum de 6 h, os ratos receberam,
através da canula guia, dose do veiculo (5 pL) ou de insulina regular (20 mU) (humana
recombinante, Biobras, Minas Gerais, Brasil) diluida em 5 pL de veiculo. Todos 0s

ratos receberam ambas as infusdes, sendo controles de si mesmo. Apds as infusées,



quantidade conhecida de racéo foi introduzida na gaiola e a ingestdo medida ap6s 12 e
24 horas.
Western blotting

A quantificagdo do receptor (IR) e do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1)
e das formas fosforiladas do IR e Akt foi realizada em extrato total de hipotalamo. Para
a ativacdo da cascata de sinalizacdo da insulina, os ratos receberam através de uma
canula guia intracerebroventricular dose de insulina (20 mU). Apds 13 minutos da
infusdo, os ratos foram decapitados e o hipotalamo retirado e homogeneizado em 1 mL
de tampdo de extracdo de proteina contendo inibidores de proteases e adicionado de 100
ML de Triton X-100 10%, mantido em gelo por 30 minutos e centrifugado a 12.000 rpm
por 20 minutos a 4°C. O teor proteico dos extratos foi determinado com kit BCA
(Bioagency, S&o Paulo, Brasil) e aliquotas de 50 pg de proteina foram adicionadas de
tampao Laemmeli, aquecidas em banho-maria a 100°C por 5 minutos e aplicadas em gel
de poliacrilamida a 10%. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (RPN303E; GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasil) a 100 V por 90 minutos e
blogueadas overnight a 4°C. As membranas foram incubadas por 2 h com anticorpo
primario anti-IR (1:1000; #3025; Cell Siganalling, Boston, Estados Unidos), ou anti-
IRS1 (1:1000; #2382; Cell signaling, Boston, Estado Unidos), IR-tyr 1162/1163
(1:1000; sc-25103; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Estados Unidos) e Akt-ser 473
(1:1000; #9271; Cell Signalling, Boston, Estados Unidos) e durante 1 h com anticorpo
secundario (anti-rabbit; A0545, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As proteinas
identificadas comparativamente ao padrdo de peso molecular compativel (1610324-Bio-
rad, Sdo Paulo, Brasil) foram impressas em filme de raio-X ( 28-9068-37; GE
Healthcare, Sdo Paulo, Brasil) por reacdo de quimiluminescéncia com reagente ECL (
RPN2232; GE Healthcare, Sdo Paulo, Brasil) e as bandas quantificadas por
densitometria no software Image “J” (NIH Image, Bethesda, Maryland, EUA).

Analise estatistica

As analises foram realizadas utilizando-se o Software SPSS 20.0 e aplicado o teste

t'Student, considerando o nivel de significancia p<0,05.



Resultados

Avaliacéo da ingestdo, massa corporal e glicemia

Os grupos iniciaram o tratamento com massas corporais equivalentes e, apés
oito semanas, ndo foi verificada diferenca significativa, tanto semanal (Figura 1, painel
A), quanto no ganho de massa final (Figura 1, painel B) entre os grupos. O grupo F
consumiu significativamente menor quantidade de racdo durante as oito semanas
(Figura 2, painel). Quanto ao consumo hidrico, apesar da tendéncia ao maior consumo
do grupo F comparado ao C, essa diferenca somente se mostra significativa nas duas
ultimas semanas (Figura 2, painel B), em contrapartida, 0 consumo energético total
apresentou-se elevado na maior parte do periodo avaliado, exceto nas semanas 2 e 4
(Figura 2, painel C), demonstrando que, de fato, houve tendéncia ao maior consumo de
frutose e que este pode estar contribuindo para o valor energético total (VET) ingerido.

Nas duas ultimas semanas do tratamento, constatamos aumento de cerca de 65%
(semana 7) e 52% (semana 8) no consumo de solugdo de frutose, em relagdo ao
controle hidrico, imprimindo incremento de mais de 30% no VET. N&o foi observada
diferenca significativa na glicemia entre os grupos, embora o grupo F tenha apresentado
valores séricos 8% maiores quando comparado ao grupo C (C=96,24mg/dL+3,71;
F=104,72mg/dL+5,53).
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Figure 2. Food (A). water (B) and energetic! (C) intake of the control and fructose

groups.
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Resposta alimentar a infusdo intracerebroventricular de insulina

Ao avaliar o efeito da frutose sobre a acdo anorexigena central da insulina,
verificamos que apo6s a infusdo icv do horménio, o grupo controle manteve, ao final de
24 h, sua efetiva acdo anorexigena (Figura 3, painel A), enquanto no grupo frutose, o
consumo de 24 h ndo foi reduzido (Figura 3, painel B), demonstrando

comprometimento da resposta hipotaldmica ao hormdnio.
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Figure 3. Food intake of control (A) and fructose (B) groups after
intracerebroventricular infusion of saline and insulin.

*p<0,05. vs. Saline. n=17-21 .



Avaliacao do teor hipotalamico de proteinas da via insulinica

Ao avaliar o teor de proteinas e a atividade da via insulinica no hipotalamo,
foram observados, no grupo frutose, teores aumentados do IR, IRS-1 e da forma
fosforilada da proteina Akt (4%, 37% e 18%, respectivamente) em relacdo ao controle.
Né&o observamos alteragdo no teor da forma fosforilada do receptor de insulina (p-IR;
7%) (Figura 4).
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Figure 4. Hypothalamic content of insulin receptor (IR), of insulin receptor
substrate 1 (IRS-1) and of phosphorylated forms of insulin receptor (p-IR) and
the protein Akt (p-Akt) of control groups and fructose.

*p<0.05. vs. control. n=8-11.



Discussao

No presente estudo foi estabelecida a hipdtese de que o consumo prolongado de
solucdo de frutose a 20% por ratos Wistar seria capaz de inibir a acdo anorexigena
hipotalamica da insulina e, dessa forma, associar 0 monossacarideo ao desenvolvimento
da obesidade, por alterar mecanismo de regulagéo central da ingestdo alimentar.

A frutose parece interferir nos processos de controle da homeostase energética,
porém ndo diretamente no consumo alimentar e na massa corporal. De qualquer modo, a
alteracdo destes pardmetros € ainda controversa e neste estudo ndo foi verificada
diferenca entre os grupos. Nossos resultados sinalizam ineficiéncia no metabolismo da
frutose em contribuir com energia efetiva [2] e resultar em ganho de massa corporal,
muito embora seja estimado que, como carboidrato, a frutose possa contribuir com 4
kcal/g.

Este resultado corrobora com o estudo de Dai e Mcneil [21] que ndo
encontraram aumento progressivo na massa corporal entre os grupos C e F, mesmo num
tratamento de 14 semanas. Entretanto, estudos utilizando solucéo de frutose a 10 e 20%
encontraram associacdo positiva entre a ingestdo deste monossacarideo por longos
periodos e ganho de massa corporal em hamster [22,23].

Embora nédo tenha sido verificado neste estudo alteracdo na massa corporal, se
reconhece que a frutose promove rompimento no complexo mecanismo de regulacdo do
peso corporal e balanco de energia, podendo ser por aumento na ingestdo ou por
diminuicdo do gasto energético [24]. O consumo alimentar do grupo F apresentou-se de
forma peculiar, de modo que a ingestdo de racédo foi significativamente menor durante
todo o tratamento, entretanto, o VET foi maior durante o mesmo periodo.

Do ponto de vista da concentracdo de energia molecular, a frutose se equivale a
glicose, mas ndo € um carboidrato utilizado diretamente por células extra-hepaticas para
esta finalidade, visto que esses outros tecidos ndo expressam enzimas chaves para 0S
passos catabolicos iniciais da producdo de energia a partir da frutose [25]. Assim, a
baixa eficiéncia energética da frutose pode ser a razdo do tratamento ndo ter contribuido
para ganho de massa corporal. Neste sentido, concordamos com Sievenpiper et al [26]
que concluiram que doses elevadas de frutose disponibilizam excesso de calorias que
constitui o efetivo fator determinante da promocdo, ou ndo, de aumento da massa

corporal.



A ingestdo alimentar € modulada por estruturas limbico-corticais do cérebro que
estabelecem mecanismos de feedback com o hipotalamo, os quais estdo relacionados ao
valor heddnico do alimento [27]. Neste contexto, é possivel considerar que 0 consumo
de frutose, em funcdo da palatabilidade, pode levar a alteragdes nos mecanismos de
fome e saciedade e dos sinais de recompensa [28] de maneira direta, e motivar a
ingestdo de energia, independente da necessidade calérica. Além disso, 0 consumo de
frutose leva a resisténcia a leptina e insulina, que sdo horménios implicados na
modulacdo da resposta heddnica a ingestdo alimentar e de outros estimulos de prazer
[27].

Varios estudos tém investigado o efeito da frutose em misturas como xarope de
milho ou sacarose. Em nosso estudo utilizamos frutose pura, em solu¢do aquosa a 20%,
como unica fonte de liquido oferecida aos ratos tratados com frutose, enquanto o grupo
controle consumiu apenas agua, e ndo uma solucao contendo outro produto edulcorante.
Ha diferentes formas de oferta de frutose e de periodos de tratamento aplicado nos
estudos e, por isso, existe dificuldade de comparacédo entre resultados.

Tem sido sugerido que a frutose pura pode ter um aproveitamento absortivo e
metabolico diferente das misturas contendo, além da frutose, glicose e polimeros deste,
como no caso do xarope de milho, levando a pensar que a oferta de frutose pura poderia
ser promotora de ganho de massa corporal por um mecanismo que facilita sua
biodisponibilidade. Porém, se por um lado Bocarsly et al. [29] atribuiram efeito
obesogénico ao xarope de milho, por outro, Ackroff e Sclafani [30] ndo consideram a
palatabilidade deste acucar ou da sacarose fator promotor de ganho de peso.

A frutose em solucédo estimulou a ingestdo de liquidos, ja que o grupo controle
consumiu menos agua, e este comportamento contribuiu para aumento do consumo
calorico, mesmo com menor ingestao de racdo. Esses resultados sdo sugestivos de que a
frutose pura parece agir nos mecanismos de recompensa. Por outro lado, ja foi
demonstrado que a frutose aumenta os teores séricos de grelina [28], horménio
orexigeno que pode ter contribuido para maior ingestdo da solucdo de frutose,
confirmado pela maior ingestdo de liquido do grupo controle. Esta analise parece ser de
consenso com outros estudos que identificam o poder edulcorante da frutose como um
estimulo ao consumo em humanos [1] e ratos [30].

Os resultados obtidos com a frutose purificada, e ndo na forma de xarope de
milho, ndo corroboram com Ackroff et al. [31] que atribuiram a palatabilidade da

solucdo aos polissacaridios presentes no xarope de milho, e ndo especificamente a



frutose deste composto, que contém 55% de frutose, 42% de glicose e 3% de
polissacaridios [32]. De qualquer modo, a palatabilidade do xarope de milho e da
sacarose provavelmente néo justifica diferenca no ganho de massa corporal em resposta
a estes edulcorantes [30], mas outros pesquisadores estabelecem claramente que
solucBes concentradas de agUcares, quando oferecidas em livre acesso, como neste
estudo, contribuem para a obesidade em ratos [32,33].

O deposito de frutose na forma de gordura é bastante ineficiente comparado com
os lipidios, que o faz a um custo energético muito baixo, contudo, o aumento do
consumo pode acentuar a deposicdo de gordura. Além disso, a suscetibilidade do agucar
em induzir obesidade, varia com a concentracéo e o tipo de agUcar [34].

De todas as formas, os estudos apontam que a ingestdo de frutose, em ratos,
promove acumulo maior de gordura corporal comparado com &gua e outros tipos de
bebida adocada [22], alem de aumentar o tamanho dos adipécitos [36]. No nosso
laboratério, Batista et al. [35] ndo verificaram diferenca na massa corporal entre 0s
grupos submetidos a0 mesmo protocolo experimental do presente, entretanto, a massa
adiposa total dos depositos viscerais foi significativamente maior no grupo frutose,
demonstrando que 0 monossacarideo puro pode contribuir para a obesidade.

E descrito o envolvimento dos endocanabindides na regulagio do consumo de
alimentos palataveis, particularmente acglcares, em modelo de ingestdo de frutose
semelhante ao empregado nesta investigagdo. ApOs consumo, por uma semana, de
solucdo contendo 23% de frutose pura ndo foi verificado ganho de massa corporal,
porém, diferentemente de dados do nosso laboratorio, ndo foi observado aumento da
adiposidade. E possivel que essa diferenca se justifique pelo tempo de tratamento.
Interessantemente, o estudo também mostrou que diferentes aculcares, oferecidos na
forma liquida, afetam enzimas envolvidas na degradacéo e sintese de endocanabindides
no hipotalamo, e que este efeito prediz obesidade [37].

A glicose sérica foi avaliada como uma medida de controle, mas ndo foi
observada diferenca entre 0s grupos e, embora a insulina circulante ndo tenha sido
determinada, ha a possibilidade de ocorrer aumento compensatério para manter a
euglicemia, muito embora ndo seja bem estabelecido se a ingestdo elevada de frutose de
fato leva a resisténcia. A resposta glicémica frente a frutose tem sugerido resisténcia
insulinica [18], mas o0 que se observa sdo dados ainda contraditorios.

Estudo com humanos, corroborando com nossos dados em ratos, demonstrou

que a ingestdo de frutose comparada a glicose, ndo promoveu aumento sistémico dos



teores de glicose [38], embora investigacdo anterior em ratos e humanos tenha
sinalizado que o consumo elevado de frutose provoca alteragcdes metabdlicas periféricas
que conjugam para a resisténcia a insulina [39]. Entretanto, parece que a frutose ndo
estimula a secrecdo pancredtica do hormonio pelas células beta e, em quantidades
baixas ou moderadas, exerce efeito hepatico benéfico, como ativacdo da glicoquinase,
aumento da captagcdo de glicose e da glicose-6-fosfato e da ativagdo da glicogénio
sintase, resultando em aumentada sintese e deposicdo deste substrato [40]. Tomados
juntos estes efeitos conjugam para melhorar o controle glicémico.

A frutose promove mudancas bioguimicas e alteracdo na plasticidade sinaptica
mediadas pela insulina, sendo sugerido que o Sistema Nervoso Central (SNC) pode
estar susceptivel a resisténcia a insulina induzida pela dieta [41]. De fato, tanto em
ratos, quanto em hamster, foi demonstrado prejuizo neuronal na regido do hipocampo
que pode estar relacionado a resisténcia sistémica a insulina promovida pelo consumo
elevado de frutose [41,42]. Contudo, Tappy [2] ndo considera que modestas mudancas
na glicemia e insulinemia, observadas apos ingestdo de dieta rica em frutose por varias
semanas, tornem a frutose per se responsavel pelas alteracées na homeostase da glicose,
mas também nédo descarta a hipotese de que longas exposi¢des a frutose poderiam sim,
estar associadas com resisténcia a insulina, secundéria ao aumento da gordura corporal.

O hipotalamo, juntamente com outras regides do cérebro, estd envolvido na
regulacdo da ingestdo alimentar e, nesta regido, sdo integrados sinais periféricos e
neurais que controlam a homeostase energética. Pesquisadores demonstraram que 0
controle deste neurocircuito diminui com exposicao aguda a dieta rica em frutose [43] e,
apesar do conhecimento acerca do papel da insulina nos mecanismos de regulacdo da
ingestdo alimentar, ainda ndo esta claro o efeito da frutose sobre a insulina
hipotalamica.

Assim, buscando entender a relacdo da frutose como agente facilitador da
obesidade, demonstrou-se neste estudo que a frutose interfere na acdao hipotalamica da
insulina, inibindo seu efeito anorexigeno em resposta a infusdo intracerebroventricular
do hormdnio. Sabe-se que a administracdo de insulina diretamente no hipotalamo reduz
0 consumo alimentar e, em contraste, a inibicdo da sinalizacdo deste horménio no
cérebro tem efeito orexigeno [44], correspondendo ao que foi observado no presente
estudo.

Este resultado pode significar resisténcia central a insulina, contudo, também é

possivel que mecanismos paralelos, como a via da leptina, associada ao fator de



transcricdo FOXO 1, possam estar alterados pela acdo da frutose e dificultar a acdo da
insulina por perda do efeito integrado de efetores anorexigenos, somado a menor
sensibilidade central & insulina.

De todo modo, investigamos algumas proteinas da via de sinalizacdo da insulina
a fim de identificar possiveis alteracdes que expliquem a inibicdo da acdo anorexigena
observada. Verificamos que o teor hipotalamico tanto do receptor (IR) quanto do
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) aumentaram, assim como da forma
fosforilada da proteina Akt (p-Akt).

Estudo no cortex cerebral e hipocampo de hamster, alimentados com 60% de
frutose por seis semanas, resultou em reducéo significativa dos teores de fosforilagéo do
IR, do IRS-1 e dos residuos serina-treonina da proteina Akt, em resposta a insulina [41].
Apesar dos resultados demonstrarem o potencial das dietas ricas em frutose, de
comprometer significantemente a via de sinalizagdo da insulina nestas regides do
ceérebro, é importante enfatizar que a frutose parece afetar de forma distinta as regides
do cérebro envolvidas no comportamento alimentar [45]. Assim, é possivel que
hipotadlamo tratado com frutose seja menos sensivel a insulina, justificando o
comportamento diferenciado. Além disso, comparativamente a outros, o presente estudo
diferiu no tempo de tratamento e na concentracdo da solucdo de frutose oferecida, e

parece que estes fatores s@o determinantes para as respostas observadas.

Nossos resultados permitem confirmar que a oferta de frutose pura a 20%
exerceu efeito na sensibilidade hipotaldamica a insulina e este evento parece conduzir a
via de sinalizacdo do horménio, pelo menos temporariamente, para um estado
compensatério, demonstrado pelo aumento no teor das proteinas avaliadas,
representando tentativa de manutencdo da sua atividade. Notadamente, o aumento dos
teores de IR ndo foi acompanhado pelo aumento de sua fosforilacdo, podendo ser
atribuido, em parte, a este aspecto da resposta observada, a perda da efetividade da
resposta anorexigena a insulina hipotalamica, demonstrada nos resultados com a infuséo
icv do hormdnio.

Adicionalmente, a ndo avaliacdo da fosforilacdo em residuo de treonina da
proteina Akt nos permite inferir que € possivel que a proteina ndo tenha sido de fato
ativada conjugando para a limitacdo da acdo anorexigena central da insulina. Por outro

lado, a reduzida secrecdo de insulina é considerada um beneficio do consumo de frutose



em relacdo a glicose [46], mas pode ter estimulado aumento na sintese de proteinas da
via de maneira a minimizar os prejuizos & homeostase energética do SNC.

Bezerra et al.[47], trabalhando com ratos Wistar durante 4 semanas com ragéo
contendo 60% de frutose, ndo encontraram diferengas nos teores de IR e IRS-1 no
figado e masculo desses animais, entretanto, identificaram reducéo da fosforilagdo do
IR no figado e, reducdo mais marcante, da fosforilacdo do IRS-1, no figado e musculo.
Corroborando com esses achados, Mahfouz et al. [48], utilizando ragc&o enriquecida
também com 60% de frutose, encontraram teores hepéticos e cardiacos de IRS-1
reduzidos. Todavia, ratos alimentados com ragdo comercial e solucdo de frutose a 10%
apresentaram aumento da expressdo de IRS-1 apds 3 semanas de tratamento [36].
Tomados juntos, estes resultados permitem supor que a concentragdo de frutose
representa fator determinante da acdo deste carboidrato sobre as proteinas da via de
sinalizacédo da insulina em diferentes tecidos.

Concentragfes circulantes elevadas de insulina, mantidas por longos periodos,
podem levar a resisténcia a insulina [49]. Neste sentido, por acreditarmos que neste
estudo tenha ocorrido hiperinsulinemia, como forma de manter a euglicemia nos ratos, é
pertinente ponderarmos que a resisténcia pode ter provocado prejuizo ao hipotalamo e,
assim, ter limitado a resposta a insulina, com reducdo da atividade das proteinas da sua
via de sinalizagdo. Possivelmente, o aumento destas proteinas traduz a tentativa de
equacionar o prejuizo na sinalizagdo, mas a resposta pode ter ficado limitada pela menor
sensibilidade a insulina. Contudo, estudo in vitro mostrou elevada fosforilacdo da Akt
em células beta tratadas com 10% de frutose [50], embora ndo tenha sido revelado o
residuo fosforilado, o que faz diferenca na ativacdo da via de sinalizacdo da insulina.

A proteina PTB 1 constitui fosfatase envolvida na desativacdo do p-IR e p-IRS-
1. Hamsters tratados com dieta enriquecida com frutose apresentaram concentracoes
elevadas dessa proteina no cortex e hipocampo [41]. Embora no presente estudo, p-IRS-
1, tampouco PTB 1, tenham sido avaliadas, € possivel supor ocorréncia de resisténcia
neural & insulina em razdo de defosforilacdo destas importantes proteinas da cascata de
sinalizacdo do horménio.

Assim como a insulina, a leptina age no SNC inibindo a resposta orexigena,
resultando na reducdo da ingestdao alimentar e controle da homeostase energética e tem
sido descrito que a frutose promove resisténcia a leptina. Foi observado em ratos,
alimentados durante seis meses com dieta rica em frutose, reducdo da fosforilacdo do

fator de transcricho STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3) [51].



Considerando o papel desse fator na ativacdo da POMC e que, por sua vez, a producao
de a-MSH pelos neurénios POMC é necessaria para a acdo anorexigena da insulina, é
possivel que a via da leptina esteja afetando a acdo da insulina.

Além disso, atividade serina quinase de JNK (c-Jun N-terminal kinase) também
pode agir sobre os substratos do receptor de insulina IRS-1 e IRS-2 [52]. Esses
substratos, uma vez fosforilados em serina pela JNK, impedem a fosforilagdo em
residuo de tirosina pelo receptor de insulina, o que contribui para resisténcia a
transducdo do sinal da insulina através desta via.

Dentro de uma perspectiva de reflexdo e de novas investigagdes especulamos,
com base em evidéncias cientificas recentes, a existéncia de associacdo do fator de
transcricdo FOXO 1 com a alteracdo da resposta anorexigena a insulina promovida pela
ingestéo de frutose.

FOXO 1 representa efetor downstream da sinalizacdo da insulina, expresso em
neuronios AgRP e POMC [53]. A supressao da atividade do FOXO 1 hipotalamico é
necessaria para a resposta anorexigena da insulina, estabelecendo nova via pela qual a
insulina age nos neurdnios desta regido cerebral e controla a ingestao alimentar [54].

Foi demostrado que diminuicdo na expressdo do fator de transcricdo FOXO 1,
nos nucleos das células hipotalamicas, reduz a ingestdo energética e, em roedores, a
expressdo aumentada de FOXO 1 no hipotalamo induz hiperfagia [55].

Assim, considerando que este fator é fosforilado pela Akt e a que via
PI3K/Akt/FOXO 1 media os efeitos da insulina [54], € possivel supor que menor
atividade da via pode limitar as aces do fator de transcricdo. Sugerimos que a ingestao
de frutose, de fato, determina prejuizos na via de sinalizagcdo insulinica, podendo ter
levado a estimulo da expressdo de FOXO 1, tendo como consequéncia a ativacdo de
genes AgRP/NPY e supressdo de POMC, com decorrente promocdo de resposta
orexigena. Contudo, sdo necessarios estudos relacionando frutose e FOXO1 para
elucidar os mecanismos de acéo deste carboidrato sobre o fator de transcricéo.

Concluimos que ha necessidade de mais estudos que comprovem o potencial da
frutose pura como fator isolado capaz de interferir na massa corporal, visto que 0s
resultados a esse respeito ainda sdo. Contudo, demonstramos que a frutose em solucéo a
20% compromete a sinalizacdo da insulina, tendo em vista que inibe a resposta
anorexigena hipotaldamica a infusdo intracerebroventricular aguda do horménio e
desencadeia ajustes no teor de varias proteinas da via. Sendo este o primeiro trabalho a

apresentar esta analise, mais estudos sdo necessarios a fim de caracterizar 0s



mecanismos envolvidos na inefetividade hipotalamica da insulina em resposta a

ingestéo de frutose.
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7. CONCLUSOES

A ingestdo prolongada de solucéo de frutose a 20% por ratos Wistar:

o N&o promoveu diferenca significativa no ganho de massa corporal, no

consumo de racéo e na glicemia;

o Estimulou o consumo hidrico (solucéo de frutose);

o Inibiu a resposta anorexigena da insulina, ap6s infusdo hipotalamica do
horménio;

o Promoveu aumento nos teores das seguintes proteinas da via insulinica:

receptor de insulina (IR™' 1163-1164

da forma fosforilada da proteina Akt (p-Akt>“").

), substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) e

Em conjunto, os resultados do presente estudo permitem concluir que a
ingestdo crénica de frutose em solucéo aquosa a 20% promoveu desordens na via da
insulina, de forma a interromper a atividade anorexigena central do hormdnio, sendo
possivel inferir que, se a frutose per se ndo contribui diretamente para o
desenvolvimento da obesidade, por ndo alterar a massa corporal, 0 seu consumo
prolongado, ao prejudicar a funcionalidade da via de sinalizagdo da insulina no
hipotalamo, pode associar-se a este desfecho, possivelmente em razdo da resisténcia

a acdo central do hormdnio e, provavelmente também, periférica.
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9. ANEXO

Ric de Janeiro, 06 de Agosto de 2012

Frezada Professora Kelse Tibau de Albuguerque

A Comiss@o de Etica com Uso de Animais (CEUA) em Experirentagso
Cientifica do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro
certifica que o projeto sob sua coordenagio e intitulado: “Efeits dos Diferentes
Componentes da Dieta e Afividade Fisica sobre Sistomas gue Regulam a
Ingestdo Alimentar”, onde & prevists protocolo com uliizaggdo de animais, foi
aprovado por esta comissdo no dia 03/08/2012, sob o numero de referéncia
MACAE14, este protocolo tem validade de 3 anos.

Prof. Paulo de Assis Melo
ammé_:mm e

Prof. Paulo de Assis Melo
Presidente da Comisséo de Etica com Animais - CCS

Atenciosamenta:

Decania do CCS: 4v.Carlos Chagas Fitho, 373 Prédie do Centro de Cidweios di Saside, Bloeo K, 2° andar -
Cidade Universitiria- CEP 21941-590 - Rio de Janeivo — Bravil
. Tel: (21) 2362.6785 - Fax: {21) 2270.1749 - www.cesdecania. wufrj.br



