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RESUMO: Este estudo teve como objetivo determinar aspectos da toxicida-
de materna e seus efeitos para a prole de ratas Wistar expostas a ingestdo de
frutose. Foram utilizadas 20 ratas Wistar prenhas distribuidas aleatoriamente
em grupos controle e experimental. O grupo experimental foi subdividido
em 4 grupos: tratados com dieta contendo frutose nas concentragdes (65%,
40%, 30% e 20%), adicionada na racao didria. Observou-se diferencas esta-
tisticamente significativas comparadas ao grupo controle, no namero de fetos
para os grupos 65% (p<0,05) e para o grupo 30% (p<0,001). Ha diferencas
nas taxas de ureia (p<0,05) para o grupo 65%, colesterol total (p<0,01) para
o mesmo grupo. Triglicerideos (p<0,05) para o grupo 65% e (p<0,01) para
o grupo 40%. Glicemia (p<0,05) para o grupo 65%. A analise das enzimas
Aspartato Aminotransferase (AST) e alanina transferase (ALT) mostrou alte-
racdo estatisticamente significativa para AST para os grupos 65% (p<0,001) e
40% (p<0,01). Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) para o
tecido hepatico apontam significancia estatistica (p<0,05) para o grupo 40%,
sulfidrilas (p<0,01) para o grupo 40% e (p<0,05) para o grupo 20%. Catalase
(p<0,05) para o grupo 40%, Superoxidodesmutase (SOD) (p<0,05) para o
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grupo 20%, Glutationa reduzida (GSH) (p<0,05) para os grupos 40 e 20%. No
tecido renal o estudo mostrou alteragdes estatisticamente significativas para
SOD (p<0,01) para o grupo 40% e (p<0,001) para os demais grupos, GSH
(p<0,01) para o grupo 40%.

Palavras-chave: Frutose. Toxicidade. Gestagao.

ABSTRACT: The aim of this study was to determine aspects of maternal
toxicity and its effects on the offspring of Wistar rats exposed to fructose inges-
tion. Twenty pregnant Wistar rats were randomly distributed into control and
experimental groups. The experimental group was subdivided into 4 groups:
treated with a diet containing fructose at concentrations (65%, 40%, 30%
and 20%) added to the daily food ration. There were statistically significant
differences compared to the control group in the number of fetuses for the
65% groups (p<0.05) and for the 30% group (p<0.001). There are differences
in urea rates (p<0.05) for the 65% group, total cholesterol (p<0.01) for the
same group. Triglycerides (p<0.05) for the 65% group and (p<0.01) for the
40% group. Blood glucose (p<0.05) for the 65% group. The analysis of the
Aspartate Aminotransferase enzymes (AST) and Alanine Transferase (ALT)
showed a statistically significant change for AST for the 65% (p<0.001) and
40% (p<0.01) groups. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
for liver tissue indicate statistical significance (p<0.05) for the 40% group,
sulthydryls (p<0.01) for the 40% group and (p<0.05) for the 20% group.
Catalase (p<0.05) for the 40% group, Superoxide dismutase (SOD) (p<0.05)
for the 20% group, Reduced Glutathione (GSH) (p<0.05) for the groups 40
and 20%. In renal tissue, the study showed statistically significant changes for
SOD (p<0.01) for the 40% group and (p<0.001) for the other groups, GSH
(p<0.01) for the 40% group.
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de frutose aumentou, expressivamente, nos
altimos anos, em todo mundo. Considerada
uma opg¢ao para substituir a glicose em diabé-
ticos, a frutose € utilizada em adogantes, pois

A frutose ¢ um importante carboidrato en-
contrado no organismo humano e na maioria
das plantas, tendo sido isolada, pela primeira
vez, em 1847 a partir da cana-de-actcar
(WANG etal., 1981). Descrita também como
levulose, quimicamente € um aguicar simples,
monossacarideo (SCAGLIUSI; CARDOSO,
2019).

Tendo em vista a facilidade de acesso
aos produtos industrializados, a ingestao

apresenta uma estrutura quimica equivalente
a da glicose, mas o metabolismo, independe
da insulina, porém seus efeitos metabodlicos
sao pouco divulgados (BARREIROS et
al., 2005). Em termos caloricos, a frutose
equivale a sacarose, mas tem poder adogante
duas vezes maior (SCAGLIUSI; CARDOSO,
2019).

A frutose pode ser obtida pela dieta ou
sintetizada pela agdo da enzima sacarase que
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origina dois monossacarideos (glicose e fru-
tose), sendo absorvida pelo transportador de
glicose (GLUT 5), ndo necessitando da acao
da insulina para o seu metabolismo (SMITH
et al., 2005; FERREIRA, 2010). Apos a ab-
sorgdo pelas vilosidades do intestino delgado,
este aguicar ¢ hidrolisado, principalmente,
no figado, rins e adipdcitos. Este processo
metabolico requer a presenca das enzimas
frutoquinase, aldolase tipo B e tioquinase
(FERREIRA, 2010).

No metabolismo hepatico a frutose pode
seguir caminhos com diferentes finalidades.
A maior parte de frutose € convertida em
glicose e pode ser convertida em glicogénio
hepatico, liberada para o plasma ou trans-
formada em lactato (BIZEAU; PAGLIOS-
SOTTI, 2005). Desta forma, aumenta, sig-
nificativamente, os niveis de lactato, devido
a atividade da frutoquinase, que supera a
capacidade de a¢@o da enzima fosfo-frutoqui-
nase e desvia o metabolismo para a glicolise.
Uma pequena parte ¢ convertida em acidos
graxos, e, quando a ingestdo é excessiva,
pode levar ao desenvolvimento de esteatose
hepatica, alterag@o nas taxas de colesterol e
triglicerideos (FERREIRA, 2010). A frutose
¢ um agucar altamente lipogénico, que resulta
na formagao de gorduras, por isso, 0 uso em
excesso pode produzir efeitos metabolicos
no tecido hepatico (DEKKER et al., 2010).

Como resultado do consumo excessivo
de frutose o processo metabolico leva a
formagao de elevadas quantidades de acetil-
-CoA, que desencadeia aumento na sintese de
acidos graxos e na acumulagdo de gorduras
no tecido adiposo (BONAFE et al., 2018).
Na circulagdo sanguinea podem ser detecta-
das alteragdes nos acidos graxos através de
exames bioquimicos, como lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL), conhecida
como mau colesterol, triglicerideos (TG),
lactato e glicose (LE; TAPPY, 2010).

Evidéncias de estudos sobre o tema
sugerem que o aumento do consumo de

frutose pode ser um fator importante no
crescimento das taxas de sindrome metabo-
lica(SANCHEZ-GUTIERREZ et al., 2010).
A sindrome metaboélica é um problema de
saude publica, uma doen¢a complexa e
multifatorial, relacionada a dislipidemias,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
hipertensao e obesidade. O consumo crénico
de frutose resulta em alteracdo de glicemia,
aumento nos niveis de acido turico e dislipi-
demias, pode ter relacdo com a patogenia de
doencas cardiovasculares, induzir aumento
da circunferéncia abdominal, aumento de
peso e obesidade, constituindo a base para o
desenvolvimento das doencgas cronicas nao
transmissiveis (BARREIROS et al., 2005;
DEKKER et al., 2010). Estas constituem
uma das principais causas de morte no mun-
do e um dos fatores associados as doencas
cardiovasculares cronicas (QIN et al., 2016)
e a dieta é considerada fundamental no
desenvolvimento das doencas cronicas nao
transmissiveis e preveniveis (MENESES et
al., 2014).

A alimentagdo exerce influéncias mar-
cantes na sobrevivéncia do ser humano, no
desempenho de atividades pertinentes a vida,
na saude/doenca, nas perspectivas da manu-
tencao da espécie humana e a gestagao pode
ser considerada um periodo critico, visto que
a prole sera responsavel pela perpetuacao da
espécie (PINHEIRO; GENTIL, 2005).

A partir da frutose, em estudos com ani-
mais e em seres humanos, foi demonstrada
a ocorréncia do aumento nos triglicerideos,
bem como o aumento das enzimas lipogé-
nicas (MOURA et al., 2008). A ingestao
cronica de frutose pode acarretar distirbios
em varios tecidos, como o figado, o tecido
adiposo, o sistema gastrointestinal e o siste-
ma nervoso central. Estes tém potencial para
determinar aspectos da sindrome metabdlica,
incluindo dislipidemia, resisténcia a insulina
e aumentar o tecido adiposo (MAGENIS,
2018).
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Frutosemia pode levar a um baixo grau de
inflamacdo, como caracteristica metabdlica
observada na obesidade (DESPRES; LE-
MIEUS, 2006). O Fator de Necrose Tumoral
(TNFa) mostra-se aumentado na obesidade e
tem sido evidenciado seu papel na resisténcia
a insulina (DYCK et al., 2006). Estudo con-
duzido por Hotamisligil et al. (1993) mostrou
que o aumento de TNFa, derivado de tecido
adiposo na obesidade, contribuiram para
a resisténcia a insulina e as concentragoes
plasmaticas aumentadas de TNFa foram ob-
servadas na alimentacao rica em frutose em
ratos (TALAAT; EL-SHEIKH, 2009). Outro
estudo conduzido por Stern (1996) mostrou
que o TNFo aumentou em tecidos hepaticos
em ratos alimentados com frutose.

O estresse oxidativo resulta do desequi-
librio entre os sistemas oxidantes e antioxi-
dantes, onde os oxidantes obtém supremacia
causando danos a tecidos ou organelas
celulares (SCHAFER, et al., 2001). A sin-
tese de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e nitrogénio (ERN) sdo partes integrantes
do metabolismo bem como necessaria para
funcdes como a fagocitose. Espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN)
ocorrem em processos fisiologicos ou patolo-
gicos (CARVALHO, 2018). Fisiologicamen-
te essas espécies reativas apresentam diversas
fungdes, como a liberagdo de espécies toxicas
oxidantes pelos neutroéfilos, que podem atuar
na defesa do hospedeiro contra uma infec¢ao
(ALMEIDA, 2013). Estes processos partici-
pam, ainda, na sinalizagdo celular ¢, também,
estdo envolvidos na sintese e regulagdo de
algumas proteinas (HALLIWELL; GUTTE-
RIDGE, 2007). Por outro lado, segundo as
mesmas referéncias, quando formadas em ex-
cesso, essas espécies altamente reativas tém
o potencial de oxidar moléculas bioldgicas
incluindo proteinas, lipidios ¢ DNA. Com
relacdo aos efeitos prejudiciais das reagdes
oxidantes ao organismo, os radicais livres
podem promover lipoperoxidagdo, princi-
palmente de acidos graxos poli-insaturados

de membranas plasmaticas celulares; causar
a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densi-
dade (LDL); reagir com proteinas, levando
a sua inativacdo e consequente alteragdo de
sua funcdo; e também reagir com o DNA e
RNA, levando a mutagdes ¢ disturbios de
transcri¢ao, entre outros efeitos (CARVA-
LHO, 2016).

Antioxidantes sdo substancias que redu-
zem a formagao de radicais livres ou reagem
com os mesmos, neutralizando-os (CAM-
POS; TAPPY, 2016). Assim, em condigdes
de elevada producdo de espécies reativas, a
célula pode se proteger contra um possivel
dano oxidativo através de antioxidantes enzi-
maticos e/ou ndo enzimaticos (CARVALHO,
2016). Embora diferentes na composigao,
as defesas antioxidantes estdo amplamente
distribuidas no organismo e compreendem
agentes que removem cataliticamente os
radicais livres, como as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), entre outras; proteinas que
minimizam a disponibilidade de pro-oxidan-
tes (ions de ferro e cobre, por exemplo), ao se
ligarem aos mesmos, como as transferrinas;
proteinas que protegem biomoléculas de
danos (incluindo dano oxidativo) por outros
mecanismos; agentes de baixo peso mole-
cular que sequestram ERO ¢ ERN, como
glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, acido
ascorbico e a bilirrubina(SINGH et al., 2004;
HALLIWELL, 2012).

Em condigdes patologicas, a produgdo
de espécies reativas aumenta e as defesas
antioxidantes podem ser insuficientes para
restabelecer a homeostase redox (CARVA-
LHO, 2016). O rompimento entre o equilibrio
pro-oxidante e antioxidante ¢ descrito como
estresse oxidativo, e pode representar um
mecanismo fundamental de doencas huma-
nas (HALLIWELL, 2012). Assim, o termo
“estresse oxidativo” € usado para se referir
a situacdo na qual a geragdo de espécies
reativas ultrapassa a capacidade das defesas
antioxidantes disponiveis (CARVALHO,
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2016). Isso pode resultar tanto da reducgao
das defesas antioxidantes quanto da produgao
aumentada de oxidantes, bem como da libera-
¢do de metais de transi¢cao ou a combinagdo
de quaisquer desses fatores (HALLIWELL,
2012).

O sistema de protecao contra os oxidantes
sdo os antioxidantes, classificados em enzi-
matico e ndo enzimatico (BARBORA et al.,
2010). O sistema enzimatico ¢ representado
principalmente pelas enzimas Superoxido
dismutase, Catalase, Glutationa Peroxidase
e Glutationa Redutase (GR) (NETTO et
al., 2004). A enzima Superoxido dismutase
(SOD) esta localizada no citosol, lisossomas,
nucleo e espago intermembranas das mito-
condrias e realiza a func¢do de desmutacao dos
ions superdxido em peroxido de hidrogénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007.

A Catalase (CAT) age no grupo hemopro-
teinas constituidas por ions ferro (heme) e,
usualmente, sdo descritas como componentes
da hemoglobina, mioglobina, citocromo e
oxido nitrico endotelial (NELSON; LEH-
NINGER; COX, 2000). Esta localizada no
peroxissoma, principal organela responsavel
pela desintoxicagao celular e pela oxidacao
de acidos graxos de cadeia longa, produtores
de peroxidos organicos; esta enzima tem a
funcdo da redugdo das concentracdes do pe-
roxido de hidrogénio (H,O,) e a consequente
libera¢ao do oxigénio (HALLIWELL, 2012).

A fung¢ao da Glutationa Peroxidase (GPx)
esta localizada no citosol e mitocondrias e
sua fungdo consiste em reduzir o (H,0,)) e
outros peroxidos em agua ou alcool, atuando
sobre peroxidos de residuos de 4cidos graxos
nas membranas e lipoproteinas, reduzindo
também o hidroperoxido da timina, formado
como consequéncia do ataque dos radicais
a base timina (BURK, 2002). A Glutationa
redutase (GR) dependente de NADPH e da
integridade da via das pentoses. E a enzima
necessaria para manter a glutationa em sua
forma reduzida e, possivelmente, para con-

trolar o estado redox de NADP em tecidos
onde Glutationa na forma oxidada (GSSG)
esta disponivel. Arecuperagdo de Glutationa
reduzida (GSH) pela GR ¢ uma etapa essen-
cial para manter integro o sistema de pro-
tecdo celular, pois baixas concentragdes de
GSH estdo associadas ao estresse oxidativo
(SCHAFER; BUETTNER, 2001). Por outro
lado, altas concentracdes poderiam indicar
a reagdo adequada e adaptativa de tecidos a
agentes oxidantes.

Na inativacdo de um agente oxidante
ocorre producdo de Glutationa Oxidada
(GSSG) e deplecao de Glutationa reduzida
(GSH). Em situagdes em que o sistema oxido-
-redugdo esta integro, havera recuperagao da
GSH. Entretanto, sob condi¢des de excesso
de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sis-
tema protetor, havera desequilibrio entre o
consumo de GSH e a producao de Glutationa
oxidada (GSSG), o que caracteriza o estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2012).

O estudo teve como objetivo geral de-
terminar aspectos da toxicidade materna de
ratas Wistar expostas a ingestdo de frutose.
Os objetivos especificos foram: verificar a to-
xicidade materna por meio de sinais clinicos,
peso corporal das matrizes, peso € numero
de fetos da prole apos a introducdo de dieta
a base de frutose; descrever as alteragcoes da
prole através do numero e peso dos fetos;
comparar os achados dos indices maternos,
fetais e bioquimicos entre os grupos; efetuar
analises bioquimicas para determinar as taxas
de glicemia, ureia, creatinina, triglicerideos,
AST, ALT; colesterol total em todas as ratas
do experimento e determinar os parametros
da homeostase redox.

Material e Métodos

Trata-se de um experimento onde foram
utilizadas 20 ratas (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar prenhas, provenientes do
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Biotério da Universidade Regional Integra-
da do Alto Uruguai e das Missoes (URI),
distribuidas nos grupos controle e tratado. O
acondicionamento foi efetuado em gaiolas-
-padrdo, contendo dois animais por gaiola,
mantidos em ciclos claro-escuro de 12 horas,
a temperatura de 23+1°C, com exaustao,
alimento e 4gua em livre acesso.

Matrizes virgens foram acasaladas com
machos da mesma espécie e as prenhes foram
detectadas pela coleta de material do canal
vaginal através de esfregaco, disposto em
laminas e visualizado em microscopio optico.
A visualizacao de espermatozoides foi con-
siderado o 1° dia da gestacao. A partir desta
data os animais foram separados em grupos
tratados com ragao contendo frutose nas con-
centracdes (65, 40, 30 e 20%) e as do grupo
controle recebeu ragao normal, até o 19° dia
da gestacdo. Apos este periodo, a eutanasia
foi efetuada com administragao de Zoletil
50mg/kg (IP). Apds e auséncia de reflexos foi
coletado o sangue para os testes bioquimicos
e na sequéncia efetuada na perfusdo com so-
lugdo fisiologica. Subsequentemente a remo-
¢do da quase totalidade do sangue efetuamos
a colheita do figado e rins para determinar o
estresse oxidativo, numero e peso dos fetos.
O sangue foi centrufigado e o plasma foi
acondicionado em ependorfs. Figado e rins
também foram acondicionados em ependor-
fs e na sequéncia estes produtos biologicos
foram acondicionados em freezer -80°C até
o momento da elaboragdo dos testes.

A analise bioquimica foi efetuada com
Kits comerciais Labtest®. Para definir o
estresse oxidativo foram utilizados proto-
colos-padrao. A determinacao dos Niveis de
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBA-RS) em homogenatos de figado e rim
foi realizada de acordo com o método de
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).
Para a determinacao de Sulfidrilas Totais foi
utiizado o método descrito por (AKSENOV;
MARKESBERY, 2001). A catalase (CAT) foi

determinada através do método de (AEBI,
1984). A atividade da SOD foi medida em
homogenatos de figado e rim usando o
ensaio desenvolvido por (BANNISTERS;
CALABRESE, 1987). Atividade de SOD2
foi medida na presenga de cianeto de sodio 5
mM para inibir Atividade de SOD1. Todas as
medi¢des das amostras foram normalizadas
para o teor de proteina e avaliado pelo método
de Bradford (1976) ou pelo método BCA
(glutationa total). A atividade da glutationa
peroxidase foi medida por meio do monitora-
mento da oxidacdo de NADPH a 340 nm na
presenga de peroxido de hidrogénio (H,0,)
(FLOHE, 1984).

A Frutose PA® foi adquirida da empresa
Labsynth Produtos para Laboratério e o
produto foi disponibilizado aos animais sob
a forma de biscoitos. A utiliza¢do dos animais
seguiu a Diretriz Brasileira para o Cuidado e
a Utiliza¢@o de Animais para Fins Cientificos
e Didaticos, aprovada por meio da Portaria
do Conselho Nacional de Controle de Expe-
rimentagdo Animal (CONCEA) n°465, de 23
de junho de 2013 (BRASIL, 2013). O Geren-
ciamento técnico de residuos de servigos de
saude seguiu a Resolugao 306, de dezembro
de 2004 (Brasil, 2004).

O projeto foi aprovado pela CEUA (Co-
missdo de Etica no Uso de Animais - URI
Erechim) e todos os esforgos foram feitos
para minimizar o nimero de animais utili-
zados e seu sofrimento. Os resultados foram
analisados utilizando o teste de analise de
variancia de 1 via (One ANOVA), seguido do
teste post hoc de Tukey de multiplas compara-
¢oes. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Resultados

A média de peso corporal inicial das ma-
trizes do grupo controle foi de 228,75+8,18¢g
e o peso final de 258,754+48,64g; do grupo
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tratado com frutose a 65% foi 224,5+11,62¢g
e no final 257,5+23,78¢g; o grupo que rece-
beu ragdo com 40% de frutose a média do
peso inicial foi de 222,17+£25,52¢g ¢ o final
de 275,5+12,12g. Ja o grupo tratado com
30% apresentou uma média de peso inicial
218,33+21,88g e 250,25+30,96g no peso fi-
nal. A média do peso inicial do grupo tratado
com 20% de frutose foi 205+38,22g e o final
foi 240,75+27,54g, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa comparada ao
grupo controle (Figura [A).

Em relacdo ao nimero de fetos (Figura
IB), a média do grupo controle foi 9+0,82.
Das matrizes do grupo tratado com 65% de
frutose, somente duas mantiveram a gestacao
e a média do numero fetos foi 4,8+0,71, ha-
vendo diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) comparada ao grupo controle. Para
o grupo 40% a média do niamero de fetos foi
9,25+1,71. Para as matrizes do grupo tratado
com frutose a 30% somente duas mantiveram
a gestacdo e a média de fetos foi 3,5+1,54,
existindo diferenca estatisticamente signifi-
cativa (p<0,001) quando comparado ao grupo

Figura I - Dados maternos e fetais
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controle. O grupo tratado com 20% de frutose
teve em média 7,5+1,73. Também apresenta-
ram diferencas com significancia estatistica
os grupos 65vs 40% (p<0,05) e 40vs30%
(p<0,01). Estes resultados sugerem que o
excesso de consumo de frutose no periodo
gestacional pode prejudicar a fertilidade.
Gestagdes bem-sucedidas também podem ser
avaliadas pelo peso dos fetos ou dos recém-
-nascidos. Este indicador também ¢ utilizado
em gestagdes humanas, como parte do con-
junto de sinais probabilisticos de saude.

O peso médio dos fetos no grupo contro-
le foi 1,89+0,15g, grupo 65% 1,03+0,32g;
grupo 40% 1,38+0,13g; grupo de 30%
1,33+0,06g; grupo 20% 1,44+0,23. No estudo
atual o déficit de peso foi consideravelmente
marcante entre os grupos quando comparados
ao controle: (p<0,001) para o grupo 65%;
(p<0,01) para os grupos 40 e 30%; (p<0,05)
para o grupo 20%, Figura IC. Os dados tam-
bém mostraram diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos 65vs40%
(p<0,05) e entre o grupo 65vs20% (p<0,01).
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Figura (IA) - mostra a variagao do peso corporal inicial e final das matrizes, observado no inicio e ao término da gestagao. Plc=
Peso inicial do grupo controle; PFc= Peso final do grupo controle; P165%= Peso inicial e PF65% peso final do grupo tratado com
frutose a 65%; P140% Peso inicial e PF40% peso final do grupo tratado com 40% de frutose adicionada a ragao; PI30%= Peso
inicial e PF 30%= Peso final do grupo tratado com frutose a 30%; P120% peso inicial e PF20% peso final do grupo tratado com
frutose a 20%. (Fig.IB) - C= niimero de fetos do grupo controle; 65%= numero de fetos do grupo tratado com de frutose 65%;
40%= numero de fetos do grupo tratado com frutose a 40%; 30%= numero de fetos do grupo tratado com frutose a 30%; 20%=
numero de fetos do grupo tratado com frutose a 20%. (Fig.IC) C= Peso de fetos do grupo controle; 65%= Peso de fetos do grupo
tratado com de frutose 65%; 40%= Peso de fetos do grupo tratado com frutose a 40%; 30%= Peso de fetos do grupo tratado
com frutose a 30%; 20%= Peso de fetos do grupo tratado com frutose a 20%. Parametros obtidos de quatro animais por grupo,
tratadas durante dezenove dias. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; obtida por ANOVA de uma via com teste ¢ para comparagdes
multiplas. Os dados representam média + erro padrdo e a significancia estatistica foi definida p<0,05 obtida por ANOVA de uma
via com teste ¢ para comparagdes multiplas.
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Estes dados indicam que a ingestdo de
frutose nas concentragdes propostas pelo
protocolo interferiram no desenvolvimento
fetal e possivel toxicidade para a gestacdo. O
conjunto de achados, correlacionados a ges-
tagdo humana, ganham relevancia, visto que
o baixo peso ao nascer, estatisticamente, esta
associado ao aumento da morbimortalidade e
retardo no crescimento e desenvolvimento. A
redugdo do nimero de fetos evidencia déficit
na fecundidade e nesta situagdo podem estar
relacionados a disturbios metabolicos.

Parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos foram efetu-
ados através das taxas de creatinina, ureia,

colesterol total, triglicerideos, enzima As-
partato Aminotransferase (AST), alanina
transferase (ALT) e glicemia. Conforme os
resultados expostos na Figura (IID), as taxas
de creatinina para o grupo controle média de
0,55+0,10mg/dl; grupo 65% 0,66+0,05mg/
dl; grupo 40% 0,52+0,08mg/dl; grupo 30%
0,69+0,09mg/dl; grupo 20% 0,56+0,08mg/
dl. Nao se observou significancia estatistica
entre os grupos. No entanto, as taxas de cre-
atinina dos grupos tratados com frutose 65%
e 30% foram sensivelmente mais elevadas
quando comparado ao grupo controle.

As taxas de ureia, mostradas na Figura
(IIE), para o grupo controle a média foi
34,5+4,97mg/dl; grupo 65% 45+8,75mg/dl;
grupo 40% 28,25+4,15mg/dl; grupo 30%
34,5+3,20 mg/dl; grupo 20% 31+6,60mg/

Figura II — Taxas de creatinina; ureia, colesterol total e triglicerideos.
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Figura II — (Fig. IIA) Taxas de creatinina. C= Grupo controle; 65%= Grupo tratado frutose a 65%; 40%= Grupo tratado com
40% de frutose; 30% Grupo tratado com frutose 30%; 20%= Grupo tratado com 20% de frutose. Fig. IIE — taxas de ureia; Fig.
IIF — Taxas de colesterol total; Fig. IIG — taxas de triglicerideos. Pardmetros obtidos de quatro ratas Wistar por grupo, com dieta
normal para o grupo controle e os demais com dieta a 65%; 40%; 30% e 20% de frutose adicionada a ragdo durante dezenove
dias. Dados de quatro animais por grupo. Os dados representam média + erro padrdo e a significancia estatistica foi definida
p<0,05; obtida por ANOVA de uma via com teste ¢ para comparagdes multiplas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; obtida por

ANOVA de uma via com teste ¢ para comparagdes multiplas.
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dl. Os dados mostram que o grupo 65%
apresentou significancia estatistica (p<0,05)
comparando com o grupo controle.

As média das taxas de colesterol total
(Figura IIF) para o grupo controle foi de
44,7544, 76mg/dl; grupo 65% 58,75+5,12
mg/dl, havendo significincia estatistica
(p<0,01) comparando com o grupo controle.
No grupo 40% a média foi de 52,5+5,02mg/
dl; grupo 30% 54,5+1,80mg/dl; grupo 20%
53+1mg/dl. Podemos observar que as taxas
de colesterol total foram mais elevadas em
todos os grupos tratatos com frutose, compa-
rando com os resultados do grupo controle.

Quanto as taxas de triglicerideos (Figura
IIG) no grupo controle foi 71,25+22,08mg/
dl; grupo 65% 299,5+134,57mg/dl, apre-
sentando significancia estatistica definida
(p<0,05). Para o grupo 40% a média foi
de 326,50+63,05mg/dl, apresentando sig-
nificancia estatistica (p<<0,01), comparada
ao grupo controle. Para o grupo 30% a
média foi 195+£76,30mg/dl e grupo 20%
151,254+54,42mg/dl. Podemos observar que
as taxas de triglicerideos foi mais acentuada
para os grupos em que a adi¢do de frutose
foi maior, comparando com o grupo con-
trole. Estes resultados indicam que a adig¢ao

Figura III - Taxas de AST, ALT e glicemia
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acugar na dieta tem potencial para elevar as
taxas de triglicerideos, ja que todos os grupos
obtiveram taxas médias acima das verificadas
no grupo controle.

As taxas médias da enzima Aspar-
tato Aminotransferase (AST) represen-
tado pela Figura (IIIH), para o grupo con-
trole foi de 67,5+£8,38mg/dl; no grupo
65% 122,75+13,81mg/dl; grupo 40%
104,25+£15,35mg/dl; no grupo 30%
89,5+5,89mg/dl; no grupo 20% 86+9,43mg/
dl. Pode-se observar que o grupo 65% de
frutose apresentou diferenca estatisticamen-
te significativa (p<0,001) e o grupo 40%
(p<0,01), comparando ao grupo controle.
Adicionalmente, os resultados apontam que
todos os grupos apresentaram elevagdes nas
taxas desta enzima. Os dados também apon-
taram diferengas estatisticamente significa-
tivas entre os grupos 65vs30% e 65vs20%
(p<0,01).

Em relacdo a enzima ALT as médias
foram 34,75+3,70mg/dl para o grupo con-
trole; 44,75+11,63mg/dl para o grupo 65%;
grupo 40% 46,75+7,53mg/dl; grupo 30%
39,75+6,76mg/dl; grupo 20% 45,25+6,83mg/
dl, conforme Figura (IlI-i). Os resultados
ndo apresentaram diferenca estatisticamente
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Figura (IITH) Taxas da enzima Aspartato Aminotransferase (AST). C=grupo controle; 65%, 40%, 30% e 20% de
frutose adicionada a ragdo. Figura (I1I-i) - Taxas da enzima Aspartato Aminotransferase (ALT). C= controle; na
sequéncia 65%, 40%, 30%, 20%. Fig. (II1J) - C= controle; na sequéncia 65%, 40%, 30%, 20%. Parametros obti-
dos de ratos Wistar, em grupos de quatro animais com dieta normal para o grupo controle e os demais com dieta
com frutose a 65%; 40%; 30% e 20% de frutose adicionado a ra¢do durante dezenove dias. Os dados representam
média + erro padrdo e a significancia estatistica foi definida *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; obtida por ANOVA

de uma via com teste ¢ para compara¢des multiplas.
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significativa, muito embora todos os grupos
tenham apresentado taxas mais elevadas
quando comparadas ao grupo controle.

A média de glicemia, no grupo controle
foi de 102,5+18,77mg/dl; no grupo tratado
com 65% de frutose 173,5+33,42mg/dl;
no grupo tratado com 40% a média foi de
130,5+20,80mg/dl; no grupo tratado com
30% foi 170,25+47,07mg/dl; no grupo
tratado com 20% foi de 130+13,04mg/dl.
Comparando as taxas de glicemia entre os
grupos, identificou-se diferencga estatisti-
camente significativa *p<0,05 para grupo
tratado com 65%, 30 e 20% em relacao ao
grupo controle; (p<0,001) para o Cvs40%
(Figura I11J). Por outro lado, todos os grupos
tratados com frutose apresentaram taxas de
glicemia superior ao grupo controle.

Determinacéo do estresse oxidativo

a) Tecido hepatico

Substancias reativas ao acido tiobarbi-
tarico (TBARS) sdo formadas como um
subproduto da peroxidagdo lipidica (TSAI et
al., 2014). Desta forma, os resultados abaixo
expressam os achados do estudo atual relacio-
nado a possibilidade de dano a lipidios apos
o consumo de frutose. Os dados serdo apre-
sentados na forma de média e desvio padrao
e, subsequentemente, se houver diferenca
estatisticamente significativa.

A média e o desvio padrdo para o grupo
controle foi 0,34+0,19; 65% 0,42+0,15; 40%
0,57+009; 30% 0,45+0,01; 0,3340,05 para
o grupo 20%. Os niveis TBA-RS, Figura IV

Figura IV — Marcadores de estresse oxidativo do tecido hepatico
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Figura III — (L) TBA-RS. C=grupo controle; 65%, 40%, 30% e 20% de frutose adicionada a racdo, respectivamente para todas
as imagens. Figura III (M) - sulfidrilas. C= controle; 65%, 40%, 30%, 20%. Fig. I1I (N) — Catalase; Fig. I1I (O) SOD; Fig.
IIT (P) GSH. Parametros obtidos de ratos Wistar, em grupos de quatro animais com dieta normal para o grupo controle ¢ 0s
demais com dieta com frutose a 65%; 40%; 30% e 20% de frutose adicionado a ra¢ao durante dezenove dias. A absorbancia foi
medida em espectrofotometro a 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol TBARS/mg de proteina. A absorbancia para
sulfidrilas foi 512nm. *p<0,05, **p<0,01; obtida por ANOVA de uma via com teste ¢ para compara¢des multiplas. Os dados
representam média + erro padrio e a significancia estatistica foi definida p<0,05; obtida por ANOVA de uma via com teste ¢ para

comparagdes multiplas.
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(L), mostraram resultados estatisticamente
significativos para o grupo 40% (p<0,05). No
entanto, os grupos 65 e 30% também mos-
traram resultados sensivelmente aumentados,
quando comparados ao grupo controle.

A média e o desvio padrdo do conteudo de
sulfidrilas, Figura IV (M), para o grupo con-
trole, foi 5,74+2,34; grupo 65% 8,31£1,66;
grupo 40% 8,33+2,21; grupo 30% 8,05+1,31;
8,25+1,68 para o grupo 20%. Os resulta-
dos mostraram aumento estatisticamente
significativo (**p<0,01) para o grupo 30%
e (*p<0,05) para o grupo 20%. Contudo,
os grupos 65% e 20% também mostraram
aumentos sensiveis, sem significancia es-
tatistica.

A média e o desvio padrao da enzima
catalase, Figura IV (N) no estudo atual, para
o grupo controle foi 1,84+0,38; grupo 65%;
2,07+0,60; grupo 40% 2,5+0,15; grupo 30%
1,90+0,79; 1,66+0,56 para o grupo 20%.
Os niveis da enzima catalase mostraram
resultados estatisticamente significativos
para o grupo 40% (*p<0,05) em relagdo ao
controle. No entanto, todos os grupos mos-
traram aumento na expressao desta enzima,
possivelmente indicando resposta adaptativa
a processo lesivo.

A média e o desvio padrio para o gru-
po controle foi 0,13+0,04; grupo 65%
0,09+0,06; grupo 40% 0,05+0,02; grupo 30%
0,13+0,07, grupo 20% 0,20+0,10. Quanto a
SOD no estudo atual, houve significancia
estatistica para os grupos 40% (**p<0,01) e
20% (*p<0,05), comparado ao grupo contro-
le, Figura IV (O). A analise destes resultados
pode expressar agressiva acao oxidante no
grupo 40% e mais branda no grupo 20%.
Contudo, todos os grupos apresentaram
diferencas quando comparados ao controle

No estudo atual os niveis da GSH Figura
IIT (P) mostraram resultados estatisticamente
significativos para os grupos 40% (p<0,05)
(pela sua reducdo) e 20% (p<0,05) (pelo au-

mento) em relagdo ao controle. A média foi
4,97+1,83 para o grupo controle; 3,91+0,92
para o grupo 65%; 3,67+0,50 para o grupo
40%; 4,97+1,43 para o grupo 30%; 6,78+1,05
para o grupo 20% respectivamente. Também
verificaram-se diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos 65vs20% e
40vs20% (p<0,05). A interpretacdo destes
resultados pode expressar a adaptagcdo dos
tecidos ou células ao estresse oxidativo.
Quando o estresse oxidativo for moderado,
comumente ocorre aumento na sintese dos
sistemas de defesa antioxidante para res-
taurar a homeostasia oxidante/antioxidante.
No entanto, quando os fatores pro oxidantes
forem superiores aos antioxidantes pode-se
observar reducdo na expressdao dos agentes
antioxidantes ou aumento dos oxidantes.

b) tecido renal

Os niveis TBA-RS, no tecido renal, ndo
mostraram resultados estatisticamente signi-
ficativos entre os grupos, muito embora todos
os grupos tenham apresentado concentragdes
aumentadas em relagdo ao controle. A média
¢ 0 desvio padrao para o grupo controle foi
0,79+0,09; grupo 65% 0,66+0,07; grupo 40%
0,78+0,14; grupo 30% 0,84+0,05; grupo 20%
0,88+0,23, Figura V (Q).

Quanto a sulfidrilas, a média e o desvio
padrao foram 23,20+3,50 para o grupo
controle; grupo 65% 19,07+£2,27; grupo
40% 18,96+4,88; grupo 30% 18,60+3,55;
18,84+2,79 para o grupo 20%, Figura V (R).
TBA-RS e sulfidrilas ndo mostraram signi-
ficancia estatistica comparado ao controle.

Para a CAT, no tecido renal, a média e
o desvio padrdo para o grupo controle foi
2,24+0,67; grupo 65% 1,64+0,54; grupo 40%
1,72+0,77; grupo 30%; 1,524+0,20; 2,43+0,54
para o grupo 20% (FiguraV-S). Muito embora
nos grupos 65, 40 e 30% tenham mostrado
sensivel redugdo na sua expressao, ndo mos-
trou significancia estatistica na comparacao
com o grupo controle ou entre os grupos.
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Por outro lado, os resultados da atividade
da enzima SOD apresentou reducao estatisti-
camente significativa nos quatro grupos que
receberam frutose em diferentes concentra-
¢oes (p<0,01) para o grupo 65% e (p<0,001)
para os grupos 40, 30 e 20%, comparadas
ao grupo controle. A média e desvio padrao
para o grupo controle foi 0,64+0,21; grupo
65% 0,19+0,02; grupo 40% 0,20+0,06; grupo
30% 0,07+0,02; 0,04+0,01 para o grupo 20%,
Figura V (T).

A Figura V(U) expde a medida das con-
centracdes de glutationa reduzida (GSH) no
tecido renal, considerada o principal antio-
xidante ndo enzimatico. A média ¢ o desvio
padrdo para o grupo controle foi 5,35+0,50;
grupo 65% 3,21+1,79; grupo 40% 4,82+1,56;
grupo 30% 3,87+1,53; 3,90+0,71 para o

Figura V - Marcadores de estresse oxidativo do tecido renal
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grupo 20%. Os niveis de GSH ndo mostrou
significancia estatistica entre o grupo controle
e os demais grupos.

Discussao

Parametros bioquimicos, do estudo
atual, mostraram alteragdes estatisticamente
significativas nas taxas de ureia, colesterol
total, glicemia e principalmente nas taxas
de triglicerideos. As taxas de ureia foram
marcadamente mais acentuadas no grupo
que recebeu a maior concentragao de frutose.
Quanto as taxas do colesterol total, todos os
grupos, independentemente da concentragao
de frutose adicionado a dieta, obtiveram taxas
mais elevadas quando comparadas ao grupo
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Figura IV (Q) - TBA-RS; Fig. IV (R) Sulfidrilas; Fig. IV (S) catalase; Fig. IV (T) SOD; Fig. IV (U) GSH. Parametros obtidos
de ratos Wistar, em grupos de quatro animais com dieta normal para o grupo controle e os demais com dieta com frutose a 65%;
40%; 30% e 20% de frutose adicionado a ragdo durante dezenove dias. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 532
nm. Os resultados foram expressos como nmol TBARS/mg de proteina. A absorbancia para sulfidrilas foi 512nm. Os dados
representam média = erro padrao e estdo expressos em nmol, min-'.mg proteina-'. **p<0,01, ***p<0,001; obtida por ANOVA
de uma via com teste ¢ para comparagdes multiplas. *p<0,05 comparado ao grupo controle (Teste t de Student para amostras

independentes).
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controle. Contudo, os grupos 65% e 40%
apresentaram taxas estatisticamente signifi-
cativas. As taxas de triglicerideos mostraram
os mesmos resultados estatisticos, porém
para todos os grupos, quando comparadas
ao grupo controle. A glicemia mostrou taxas
alteradas para todos os grupos com signifi-
cancia estatistica para os grupos 65 e 30%.

Esses achados sdo similares aos resulta-
dos publicados por Stanhope et al. (2009).
Mostraram que a frutosemia pos-prandial
reduziu na depuracdo dos triglicerideos
com a indugdo de hipertrigliceridemia. Se-
gundo Shachter (2001), a apolipoproteina
(APOCII) é um inibidor da lipase hepatica
e desempenha papel fundamental na hidro-
lise e remocao de trigliceridios (TG), assim
como VLDL, ja que os TG sdo transporta-
dos pela corrente sanguinea acoplados ao
VLDL. Estudos in vivo, com dieta rica em
frutose, em hamsters, demonstrou que esta
aumentou a secre¢ao de apolipoproteina no
figado, prejudicando a hidrélise dos (TG), e
mostrando uma possivel deficiéncia hepatica
para o metabolismo de produtos ricos em
frutose provenientes da alimentacao (SU et
al., 2009). Contudo, o verdadeiro impacto
da dislipidemia na gestacao, por constituir-se
em periodo breve, possivelmente ndo possa
ser equivalente ao impacto desse disturbio
no desenvolvimento de doengas devidas ao
aparelho cardiovascular.

O baixo peso ¢ a redu¢do no numero de
fetos, no estudo atual, pode ser explicado,
pelo menos em parte, pela transferéncia da
frutose da mae para o feto, conduzida pela
proteina GLUT 5, presentes na placenta
(FERREIRA, 2010). Taxas aumentadas de
frutose em recém-nascidos, superiores a taxas
maternas, foram encontradas por Barreiros
et al. (2005), indicando que este carboidrato
pode ser transferido via placentaria ou sinte-
tizado pela mesma.

O efeito de altas concentragdes de fru-
tose disponibilizada na dieta de matrizes,

mostrou reducdo na fertilidade e no nimero
de fetos (SABEN et al., 2016). Os mesmos
autores descrevem que altas concentragdes
de frutose afetam a gestacdo pela alteragao
no endométrio, determinado pela redugéo na
sintese de hormonios esteroides e por fatores
que promovem o desequilibrio da homeostase
redox, possivelmente dificultando a nidagao.

Quanto ao estresse oxidativo, no tecido
hepatico, o estudo atual mostrou alteragdes
estatisticamente significativas para TBARS,
sulfidrilas, CAT, SOD e GSH indicando pero-
xidacdo lipidica, dano a proteinas e aumento
ou reducdo das enzimas encarregadas das
defesas contra agentes oxidantes.

No tecido renal, o estudo mostrou alte-
ragOes estatisticamente significativas para a
SOD e GSH, indicando agdo menos agressiva
daquela contatada no tecido hepatico.

Ojeda et al. (2018), conduziam experi-
mento com ratos expostos a ingestao de fruto-
se durante a gestacao e lactagdo. Encontraram
alteragcdes na expressdo proteica hepatica,
alteracdes do balango oxidativo e perfil me-
tabolico da prole de ratos. Adicionalmente,
descrevem a ocorréncia de sindrome meta-
bolica induzida, afetando as matrizes prenhas
e posteriormente os lactantes, determinando
desequilibrio no perfil metabdlico da prole.
Estes achados foram obtidos da prole de maes
expostas a uma dieta rica em frutose (65%).
Concluem que a exposicao a frutose, como
constituinte nutricional, durante a gestacao,
altera o perfil proteico, levando a alteragdes
na homeostase redox e alguns aspectos do
metabolismo da prole.

O estresse oxidativo vem sendo relacio-
nado como parte da fisiopatologia de varias
doencas neurodegenerativas, cardiovascula-
res € metabolicas, bem como no mecanismo
dos disturbios relacionados a erros inatos
do metabolismo (MANCUSO et al., 2006;
SGARAVATTI et al., 2007). Espécies rea-
tivas de oxigénio sdo caracterizadas como
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um subproduto do metabolismo aerdbico,
compreendendo, principalmente, anides su-
peroxido, peroxido de hidrogénio e radicais
hidroxila que conferem reatividade a varios
alvos em processos fisiologicos e patologicos
(BRENNAN et al., 2017). Muito embora a
maioria dos seres vivos sejam dotados de
sistemas antioxidantes enzimaticos e nio
enzimaticos, o protocolo do estudo atual
mostrou que em algumas circunstancias estes
sistemas foram inadequados para a manuten-
¢do de homeostase redox e, possivelmente,
esse processo pode estar relacionado a hepa-
totoxicidade e nefrotoxicidade induzida pela
ingestao de frutose.

No presente estudo, o tecido renal mos-
trou menor vulnerabilidade a agdo da frutose
em relagdo a pardmetros de estresse oxi-
dativo, comparado ao tecido hepatico. No
entanto, neste tecido TBARS e grupamentos
sulfidrilas mostraram alteragdes estatistica-
mente significativas do grupo controle vs
20%; GSH controle vs 30%; SOD controle vs
65% e CAT controle vs 30 e 20%. No tecido
alvo do estudo foram verificadas alteracdes
na SOD demonstrando que houve desequi-
librio no homeostasia redox mitocondrial e
pelos resultados da CAT ¢ possivel afirmar
a ocorréncia do aumento da concentragao de
H,0, citosdlico.

Estudos conduzidos por Mellor et al.
(2010) mostraram que a administragdo aguda
de frutose induziu estresse oxidativo no teci-
do cardiaco e hepatico de ratos. Outro achado
importante com a utiliza¢ao deste protocolo
foi a indugdo de disfuncdo mitocondrial e

apoptose em musculo esquelético (GARNOL
etal., 2014; JAISWAL et al., 2015). As alte-
ragdes do metabolismo, independentemente
da sua causa, podem desencadear efeitos
deletérios sobre a fun¢do celular e sua so-
brevivéncia (CADENAS; DAVIES, 2000).
Crescenzo (2018) descreve que a dieta rica
em frutose aumentou o contetdo lipidico de
ratos adultos e a inflamagao foi associada
com dano oxidativo aos lipidios hepaticos
em ratos jovens e adultos.

Conclusoes

Os resultados mostraram, no que concerne
ao peso e numero dos fetos, houve alteragoes
estatisticamente significativas. Estes achados
foram mais acentuados para os grupos onde
a concentragao de frutose adicionada a dieta
foi maior, possivelmente indicando que os
efeitos deletérios sejam dose-dependente

Em linhas gerais, considerando os resulta-
dos oriundos dos testes bioquimicos, o estudo
mostrou distirbios no metabolismo lipidico,
glicémico, da fungao hepatica e renal, defini-
dos pelas taxas de colesterol, glicemia além
de alteracdo de enzimas hepaticas, estresse
oxidativo e taxas de fun¢do renal. Estas al-
teragdes colocam em evidéncia os maleficios
da ingestdo de agucar e estes resultados de-
veriam ser considerados na pratica alimentar
humana, assim como para o estabelecimento
de politicas para o regramento aplicado a
industria de alimentos.
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