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RESUMO

A frutose, também conhecida como levulose, € uma hexose que apresenta uma
férmula quimica expressa por CgH1206. O consumo de frutose durante a gestacdo
pode provocar um estado de hiperglicemia na gestante, podendo estimular o
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e alteracbes nas
macromoléculas. Baseado nisso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
genéticos e bioquimicos do consumo de frutose sobre a prole de camundongos
Swiss tratados durante a gravidez e lactacéo. Para tanto, foram utilizados 15 casais
de camundongos Swiss de 60 dias de idade que foram divididos em 3 grupos de 5
casais, sendo o controle negativo (G1 — bebeu apenas agua) e os grupos frutose
(G2 e G3 — bhebeu doses 10%/L de frutose e 20%l/L, respectivamente). Apos o
nascimento das proles os animais foram divididos em 6 grupos: Grupo Pl e P2:
controle negativo, prole de machos e fémeas, respectivamente, cujas maes
receberam agua durante gestacao e lactacdo; Grupo P3 e P4: Frutose 10%/L, prole
de machos e fémeas, respectivamente, cujas méaes receberam frutose 10%/L
durante gestacdo e lactacédo; Grupo P5 e P6: Frutose 20%/L, prole de machos e
fémeas, respectivamente, cujas maes receberam frutose 20%/L durante gestacéo e
lactacdo. A frutose foi disponibilizada nas garrafas de hidratacdo das fémeas durante
todo o periodo gestacional e de lactacdo. Estes animais foram submetidos a
eutanasia aos 30 dias de vida para a realizagcdo das avaliacdes genéticas e
bioquimicas. No periodo da gestacdo e lactacdo as duas doses de frutose testadas
(10%/L e 20%/L) apresentaram atividade genotdxica e mutagénica, associada ao
aumento do consumo alimentar, peso corporal, perfil lipidico e glicemia de jejum nas
fémeas. Em adicao, na prole (tanto em machos quanto em fémeas), ambas as doses
também demonstraram atividade genotoxica, porém sem efeito mutagénico. Além
disso, a prole apresentou alteragcBes nutricionais e metabdlicas em virtude do
aumento do consumo alimentar. As proles das fémeas que receberam frutose via
gestacdo e lactacdo desenvolveram sindrome metabdlica no inicio da vida (baixo
HDL, aumento de triglicerideos e glicemia de jejum). Com isso, pode-se sugerir que
o alto consumo de frutose durante esses periodos é prejudicial tanto para as maes
gestantes quanto para sua prole. Em concluséo, salienta-se a conscientizacdo do

consumo da frutose entre as gestantes e lactantes.

Palavras-chave: Frutose; Gestacéo; Lactacdo; Genotoxicidade; Bioquimica.



ABSTRACT

Fructose, also known as levulose, is a hexose which has a chemical formula
expressed by CgH1206. The consumption of fructose during the pregnancy can cause
hyperglycemia in the pregnant, and may stimulate a increased production of reactive
oxygen species and changes in macromolecules. Based on these findings, the goal
of this study was to evaluate the genetic and biochemical effects of fructose
consumption on the offspring of Swiss mice treated during pregnancy and lactation.
For this, 15 couples of 60-day-old Swiss mice were divided into 3 groups of 5
couples; the negative control (G1 - water only) and the fructose groups (G2 and G3 -
doses 10%/L and 20%l/L, respectively). After birth, the animals were divided into 6
groups: Group P1 and P2: negative control, male and female, respectively, whose
mothers received water during pregnancy and lactation; Group P3 and P4: Fructose
10%/L, male and female, respectively, whose mothers received 10%/L of fructose
during pregnancy and lactation; Group P5 and P6: Fructose 20%/L, male and female,
respectively, whose mothers received 20%/L of fructose during pregnancy and
lactation. Fructose was available in the hydration bottles of females throughout all the
gestation and lactation periods. These animals were submitted to euthanasia at 30
days of age for genetic and biochemical evaluations. In the gestation and lactation
period, the two doses of fructose tested (10%/L and 20%/L) showed genotoxic and
mutagenic activity, associated to increase of dietary intake, body weight, lipid profile
and fasting glycemia in females. In addition, in the offspring (both males and
females), both doses also showed genotoxic activity, but without mutagenic effect.
Furthermore, the young presented nutritional and metabolic changes due to the
increase in food consumption. The offsprings of females that received fructose via
gestation and lactation developed metabolic syndrome throughout life (low HDL,
increased triglycerides and fasting glycemia). Thus, it can be suggested that the high
consumption of fructose during these periods is harmful for both, pregnants and their
children. In conclusion, there is an awareness of the consumption of fructose among

pregnant and lactating women.

Palavras-chave: Fructose; Gestation; Lactation; Genotoxicity; Biochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 FRUTOSE

A frutose € uma hexose que apresenta férmula quimica expressa por
CeH1206, sendo que sua diferenca, em relacdo a glicose, esta na presenca de um
grupo cetona na posicao 2 de sua cadeira de carbono, enquanto a glicose apresenta
um grupo aldeido na posicdo 1 da mesma cadeia. Ela é considerada um
monossacarideo, composto por seis atomos de carbono unidos em ligacbes
covalentes simples, apresentando grupamentos hidroxila e um grupamento
carbonila. A posicdo desse grupamento € que determinara, apos a hidrélise da

frutose, se ele daré origem a cetona ou aldeido (Figura 1) (Lehninger et al., 2013).

H

I—I—é‘-—DH

d—o

[—IC}—J‘-—H
H—(C—0H
H—EI‘-—DH
'H, OH

D-Frutose

Figura 1. Estrutura quimica da Frutose.
Fonte: Adaptado Lehninger et al. (2013).

A frutose é encontrada em varias frutas e vegetais presentes na sua
forma livre, sob a forma de sacarose, rafinose e estaquiose. A sacarose € um
dissacarideo que quando hidrolisado forma uma molécula de frutose e outra de
glicose. A rafinose € um trissacarideo e a estaquiose € um tetrassacarideo, ambas
estdo presentes em leguminosas (feijdo, gréo de bico, soja e ervilha) (Gaino e Silva,
2011). Entretanto, além de suas formas naturais (frutas, vegetais e leguminosas), a
frutose pode ser encontrada no xarope de frutose (hidrélise do melado da cana-de
acucar) e no xarope de milho, um produto de grande utilidade na industria mundial
por possuir alta concentracao de frutose e alto poder adogante, sendo muito utilizado
em geleias, sucos, biscoitos, entre outros (Barreiros et al., 2005).
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Além disso, a frutose pode ser produzida através de um poliél chamado
sorbitol muito utilizado pela industria. O sorbitol produz frutose através da reacao de
oxidacdo mediada pela enzima sorbitol desidrogenase. O sorbitol € encontrado em
algumas plantas, frutas e em produtos dietéticos (Gaino e Silva, 2011).

Na década de 70, iniciaram os estudos de separagcdo da frutose e da
glicose para sua utilizacdo na industria através da cromatografia de troca idnica,
observando que o isolamento de isomerases é capaz de transformar a D-glicose em
D-frutose, levando a introducdo comercial de xaropes derivados de
monossacarideos, que sao ricos em frutose e de baixo custo para uso comercial
(Wang e Van Eys, 1981). Desde o inicio do século 20, a partir dessa evolucao
industrial, a ingestdo de frutose aumentou, principalmente decorrente ao uso do
acucar, adocantes industrializados adicionados aos alimentos, sobretudo da
introducdo do xarope de milho em produtos alimenticios e ndo do consumo de frutas
(Dekker et al., 2010).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA), o consumo de xarope de milho em 1970 era préximo de zero enquanto o de
sacarose era de 90g/dia. Entretanto, mudancas industriais ocorreram entre 1970 e
1985, diminuindo o consumo de sacarose progressivamente em quase 50%. Em
2007, observou-se um aumento no consumo do xarope de milho em 41% pela
industria e 14% de derivados do xarope de glicose, glicose pura e mel. Em geral, a
média mundial do consumo de frutose aumentou 16% nos ultimos 20 anos, sendo
de 56g/dia em 1986 para 65 g/dia em 2007 (Tappy e L&, 2010).

Segundo Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009, o
aumento no consumo desses monossacarideos estd relacionado ao crescente
consumo de salgados industrializados (56,5%), chocolates (36,6%), refrigerantes
(39,9%), pizzas (42,6%) e sanduiches prontos (41,4%) onde a grande maioria possui
xarope de milho nos ingredientes (POF, 2011).

Ao correlacionar a faixa etaria, € possivel mensurar um consumo 20%
maior em adolescentes e adultos jovens se comparados aos idosos (Tappy e L&,
2010). De acordo com a POF (2008-2009), o consumo de acucar total vem
crescendo principalmente na adolescéncia, sofrendo uma grande variacdo entre as
faixas etérias. Neste contexto, o consumo médio de acucar total entre os
adolescentes é cerca de 30% mais elevado em relacdo aos idosos, e 15 a 18%

maior entre os adultos. O consumo no grupo dos adolescentes de ambos os sexos,
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varia de 105,4g/dia a 113,1g/dia no sexo masculino e de 106,89 a 110,7g no sexo
feminino, enquanto o grupo dos idosos com 60 anos ou mais de idade apresentam

menores médias no consumo de agucar total (POF, 2011).

1.1.1 METABOLISMO DA FRUTOSE

7

A frutose é absorvida no intestino, resultante da hidrolise da sacarose
e/ou da propria frutose decorrente de frutas e de produtos industrializados. Os
enterdcitos que revestem as vilosidades do intestino delgado contém enzimas que
sdo capazes de separar os dissacarideos lactose, sacarose e maltose, entre outros
pequenos polimeros de glicose, nos seus monossacarideos constituintes (Tappy e
L&, 2010). O dissacarideo sacarose, por exemplo, divide-se em uma molécula de
glicose e outra de frutose. Assim, os produtos finais da digestdo de carboidratos sé&o
todos monossacarideos hidrossoliveis que sdo absorvidos imediatamente pelo
sangue (Guyton e Hall, 2008).

A absorcdo da frutose no intestino e o transporte do sangue para as
células envolve transportadores de membrana, sendo que a expressdo destes
transportadores vai aumentando apdés 0 nascimento, principalmente apos o
desmame, o que pode contribuir para um aumento nos casos de ma absor¢cao nos
primeiros anos de vida. A frutose é transportada para dentro do enterdcito através
de um transportador especifico para a frutose, GLUT 5, localizado no pdlo apical do
enterdcito. Dentro do enterdcito a frutose expande-se para a circulacdo e vasos
sanguineos através do transporte mediado pelo GLUT 2 no poélo basolateral do
enterécito (Guyton e Hall, 2008).

Apoés isso, a frutose presente na circulacdo € rapidamente capturada pelo
figado (GLUT 2), uma vez que, grande parte de seu metabolismo acontece no figado
(50-75%) e o restante € metabolizado nos rins e adipdcitos (Tappy e L&, 2010).
Dessa forma, a frutose é metabolizada em frutose-1-fosfato pela enzima
frutoquinase, através da fosforilagdo por adenosina trifosfato (ATP). A frutose-1-
fosfato é clivada pela aldolase B e forma dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e
gliceraldeido, que é fosforilado pelo ATP para formar gliceraldeido—3—fosfato.
Sendo que o DHAP e o gliceraldeido—3—fosfato s&o intermediarios da glicolise,
podendo ser convertidas em piruvato e oxidados em CO, e H,O no ciclo de Krebs e

também em lactato, atingindo a corrente sanguinea (Lieberman e Ricer, 2014).
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O consumo de frutose pode provocar alteragdes na producéo de glicose,
embora em alguns seres humanos e roedores ela parece estar inalterada.
Entretanto, as concentracbes de glicose em jejum ou pés-prandial podem ser
aumentadas apdés um alto consumo de frutose em ensaios clinicos e animais,
estimulando um aumento na demanda de insulina e desencadeamento na liberagao
desse horménio (Zhang et al.,, 2017). No entanto, a via metabdlica da frutose
apresenta-se diferente do metabolismo da glicose (Figura 2), resultando em efeitos

como resisténcia a insulina, obesidade e hiperuricemia (Tappy e L&, 2010).
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Figura 2. Via metabdlica da frutose e glicose.
Fonte: Adaptado de Rutledge e Adeli (2007); Tappy e Lé (2010).

Parte da metabolizacdo da frutose pode ainda ser usada para a sintese
de acidos graxos e glicerol nos hepatécitos através da lipogénese, inibindo a
oxidacao lipidica hepatica, favorecendo a reesterificacdo de acidos graxos e glicerol
para formar triglicerideos e a sintese de lipoproteinas de muita baixa densidade
(VLDL), ricas em triglicerideos (TG) que em seguida sdo liberadas pela corrente
sanguinea (Topping et al., 1972; Tappy e L&, 2010). Dessa forma, o consumo

excessivo de frutose pode induzir uma hiperlipidemia, pelo aumento de triglicerideos
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e VLDL-TG circulantes, bem como acumulo de TG em tecidos e 0Orgdos extra-
hepéticos. A lipotoxicidade induzida por frutose pode levar a autofagia no muasculo
esquelético, disfuncdo cardiaca, inflamacdo adiposa, disfuncdo nas ilhotas
pancreaticas, estresse oxidativo e inflamacéo (Stanhope et al., 2009).

A frutose pode também induzir a producdo de acido Urico através do
aumento da degradacao da adenosina trifosfato (ATP) para adenosina monofosfato
(AMP), um grande precursor do acido urico formado através da fosforilacdo de
frutose a frutose-1-fosfato. Dessa forma, a frutose-1-fosfato degrada um fosfato
inorganico e seus niveis intracelulares diminuem, levando a diminuicdo de ATP e
aumentando AMP, formando o aumento da monofosfato inosina (IMP). O aumento
de AMP e IMP ativam vias metabdlicas e levam ao aumento na producédo de &cido
arico (Cho et al., 2010). Além disso, 0 aumento do consumo desse monossacarideo
pode formar um metabdlito chamado de metilglioxal (MG). Esse metabdlito € gerado
através de uma reacédo entre o DHAP e o gliceraldeido pela MG sintetase, podendo
induzir uma ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e estresse oxidativo em
células musculares lisas e vasculares (Dhar et al.,2008).

No entanto, o destino metabdlico da frutose em mamiferos permanece
incompreendido. Jang et al. (2018) a fim de estudar o seu metabolismo, tragcaram
isétopos e usaram espectrometria de massa para rastrear o destino dos carbonos de
glicose e frutose in vivo. Foi observado que a ingestdo de baixa doses de frutose é
eliminada no intestino e que altas doses de frutose sobrecarregam a absorcéo e a
depuracdo da frutose intestinal, atingindo tanto o figado quanto a microbiota
colénica. Assim, observou-se que a depuracdo de frutose intestinal € aumentada
tanto por exposicdo prévia a frutose quanto pela alimentacdo e que seu alto

consumo esta associado a problemas hepaticos e a sindrome metabdlica.

1.2 FRUTOSE E DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT)

Ha uma crescente preocupacdo com o0 consumo de frutose no
aparecimento de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT). A frutose € um
nutriente que quando consumido em excesso pode possuir efeitos metabdlicos
adversos, principalmente no figado (Tappy, 2018). O consumo crénico deste
monossacarideo pode estar associado ao aumento da concentracdo de gordura

intra-hepética e no desenvolvimento de resisténcia a insulina, além do aumento na



22

prevaléncia de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica e hiperlipidemia, sendo que
a frutose é um substrato potente e estimulador da lipogénese (Oishi et al., 2018).

Estudos epidemiolégicos sugerem que o crescente consumo de bebidas
adocadas (contendo sacarose ou uma mistura de glicose e frutose) esta associado a
uma alta ingestéo de energia, aumento do peso corporal e a ocorréncia de disturbios
metabdlicos e cardiovasculares (Gaino e Silva, 2011), como o aparecimento dos
fatores de risco para o desenvolvimento de DCNT e repercussfes no estresse
oxidativo, dano ao acido dexorribonucleico (DNA), lesdo renal e hipertensao arterial
na infancia, adolescéncia e na fase adulta (Tappy e L&, 2010; Zhang et al., 2017).

Acredita-se que uma dieta rica em frutose possa alterar o conteido do
receptor de angiotensina Il no nucleo e uma fracdo de membrana plasmatica do
tecido adiposo visceral, contribuindo para uma pressdo sanguinea elevada e
diminuicdo da capacidade antioxidante visceral (Bundalo et al., 2017).

Segundo Huang et al. (2018) uma dieta rica em frutose (66%) pode
aumentar os niveis de triglicerideos e glicemia. Altos niveis desses metabdlitos da
frutose (glicose, triglicerideos, acidos graxos livres, acido urico e metilglioxal) podem
prejudicar as funcdes locais de cada 6rgdo ou tecido, provocando alteracdo na
producdo de citocinas inflamatorias, glicose, insulina, adiponectina, leptina e
endotoxina. Além de provocar também, alteragfes vasculares, estresse oxidativo,
inflamacédo crénica, disfuncdo endotelial, autofagia, aumento da permeabilidade

intestinal e uma futura sindrome metabdlica (Figura 3) (Zhang et al., 2017).
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Figura 3. Consequéncias e metabolismo do alto consumo de frutose. MG: metilglioxal, ATP:
Adenosina trifosfato; AMP: Adenosina monofosfato; AGL: &cido graxo livre; DAG: Diacilgicerol; TAG:
Triacilglicerol; VLDL —TG: lipoproteinas de muito baixa densidade; DHAP: dihidroxiacetona fosfato.
Fonte: Adaptado Zhang et al. (2017).

Em uma revisdo sistemética e metandlise (Kelishadi et al., 2014), foi
observado os efeitos adversos da frutose sobre a maioria dos componentes que
caracterizam uma sindrome metabdlica (glicemia de jejum, triglicerideos,
lipoproteina de alta densidade - HDL e presséo arterial). O alto consumo de frutose
foi positivamente associado com o aumento de glicemia de jejum, triglicerideos,
pressédo arterial e inversamente aos niveis de HDL. Assim, este estudo sugeriu que
o consumo de frutose, a partir de alimentos industrializados, tem efeitos

significativos sobre a maioria dos componentes da sindrome metabdlica.

1.3 FRUTOSE E INSTABILIDADE GENOMICA

Os estados cronicos de hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia
ocasionados pelo consumo excessivo de frutose possuem associacdo com O
desenvolvimento de sindrome metabdlica, estresse oxidativo (EO) e a oxidacdo do
acido desoxirribonucleico (DNA) (Azqueta et al., 2009; Ajiboye et al., 2017). Assim,
acredita-se que a qualidade do controle glicEmico seja fundamental para prevenir a
oxidac&o do DNA (Nishikawa et al., 2003; Broedbaek et al., 2011).
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Todas as células do corpo estdo constantemente expostas a agentes
genotoxicos que podem provocar danos a molécula de DNA, através de fatores
endodgenos, como o metabolismo celular e/ou fatores exdgenos, incluindo luzes
ultravioleta (UV), alimentacdo, poluicdo, entre outros (Weeden e Asselin-Labat,
2017). O DNA por ser o principal alvo desses fatores, pode sofrer vérios tipos de
lesbes, sendo as mais comuns, quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis,
ligacbes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina. No entanto, 0os organismos
evoluiram de forma eficiente um sistema de reparo contra essas lesdes a fim de
garantir a integridade genética através de complexos mecanismos que evitam
alteracOes na sequéncia de bases do DNA (Belli et al., 2002; Fairbairn et al., 1995; Li
et al., 2001; Singh, 1988).

De acordo com Setayesh et al. (2018), em uma revisdo bibliografica,
demonstraram que ha uma relacdo entre o excesso de gordura corporal e danos ao
DNA em mudltiplos érgéos, incluindo cérebro, figado, célon e testiculos em animais.
Diferentes mecanismos moleculares podem causar instabilidade gendémica em
individuos com sobrepeso e obesidade, seja por estresse oxidativo e/ou inflamacéao.
A formacdo de espécies reativas de oxigénio e de peroxidacdo lipidica foram
encontradas em diversos estudos com associacdo no aumento dos niveis de
insulina, acidos graxos e glicose (Karbownik-Lewinska et al., 2012; Othaman et al.,
2014).

Os aclcares como sacarose, glicose e frutose podem apresentar danos
similares a molécula de DNA no colén e figado de ratos. Acredita-se que esses
efeitos genotoxicos possam estar associados a alteracdes ocasionadas por esses
acucares no ambiente microbiolégico no colén e no metabolismo hepatico mediado
pela possivel resisténcia a insulina e estresse oxidativo (Hansen et al. 2007).

Segundo Ajiboye et al. (2015) o alto consumo de frutose pode aumentar
niveis séricos de glicose, insulina, colesterol total e triglicerideos. Acredita-se que o
excesso de frutose pode causar dano proteico e lipidico, mediados por carbonil e
malondialdeido (MDA) e logo, dano a molécula de DNA, avaliados através do ensaio
cometa (Ajiboye et al. 2017).

A fim de verificar associa¢cdes provocadas pelo consumo de frutose e
dano ao DNA, Castro et al. (2012) avaliaram o consumo de uma dieta com 60% de
frutose em ratos Wistar associado ao tratamento com 10% de émega 3. Neste

sentido, observaram que o consumo de frutose provoca danos ao DNA no figado e
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que o tratamento adjunto com émega 3 apresentou maior lesdo hepatica e danos ao
DNA quando comparados ao grupo que so recebeu frutose, demonstrando que o
tratamento com Omega 3 ndo foi capaz de auxiliar na reversdo de danos
ocasionados pelo consumo excessivo de frutose, entretanto, o consumo de émega 3
apresentou melhora na resposta glicémica dos animais que consumiram frutose.

Hininger-Favier et al. (2009) avaliaram os efeitos de uma dieta rica em
frutose (200g/kg) como modelo de resisténcia a insulina associado ao tratamento
com extrato de cha verde (1 a 2g/kg), analisando parametros de estresse oxidativo,
dano ao DNA e de resisténcia a insulina. Os pesquisadores observaram diminui¢cao
da glicemia, insulinemia e trigliceridemia nos animais que receberam ch& verde
guando comparados ao grupo que recebeu somente a dieta rica em frutose. Além
disso, 0 grupo que recebeu a dieta rica em frutose apresentou maior peroxidagao
lipidica e dano oxidativo ao DNA, enquanto que no grupo tratado com cha verde foi
observado efeito protetor ao estresse oxidativo ocasionado pela dieta.

Ao relacionar os efeitos dos acucares na reproducdo, os pesquisadores
Saribzkan et al. (2012) avaliaram os efeitos protetores da suplementacdo de
rafinose, trealose e frutose na morfologia e integridade do DNA no esperma de ratos
qgue foram refrigerados e armazenados a 4°C. O dano no DNA foi avaliado em Oh e
12h apds o resfriamento, sendo que no tempo Oh nenhuma diferenca foi encontrada
e apos 12 horas de armazenamento, todos os trés tipos de agucar levaram a maior
motilidade, morfologia normal e sem alteracdes no DNA em comparacao ao grupo
controle. Dessa forma, acredita-se que a rafinose, trealose e frutose possam
proteger parametros funcionais do esperma contra lesdes de refrigeracdo em
comparacdo ao grupo controle, entretanto ndo se sabe qual o efeito desses

acucares no processo da gestacao.

1.4 FRUTOSE E GRAVIDEZ

A ingestdo de frutose por mulheres gravidas tem aumentado
significativamente. O consumo de frutose durante a gestacdo pode provocar um
estado de hiperglicemia na gestante, podendo estimular o0 aumento de espécies
reativas de oxigénio e consequentemente o0 estresse oxidativo durante a gravidez
(Tran et al., 2017). Estudos epidemiolégicos, clinicos e pré-clinicos em animais

relacionam a ingestdo excessiva de acgucares refinados, como frutose, sacarose e
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xarope de milho (alta concentracédo de frutose) durante a gravidez com o aumento
do risco de desenvolver obesidade, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2
na prole durante a vida adulta (Lineker et al., 2016).

O consumo de xarope de milho, alimento rico em frutose, pode provocar
alteracdes nos Orgdos reprodutivos. Através de uma andlise em ratos pode-se
observar alteragbes histoldégicas no ovario e Utero de fémeas tratadas com alta
concentracdo de frutose, sendo associado com maior risco de prematuridade e
abortos, além de alteracBes no ciclo estral. Esses achados ainda revelam efeitos
adversos do alto consumo de frutose no metabolismo lipidico de ratos fémeas,
observando uma acumulacao lipidica corporal e renal nesses animais (Ko et al.,
2017).

Os efeitos metabodlicos adversos associados a ingestdo excessiva de
frutose durante a gestacdo também sdo observados através de estudos anteriores
em ovelhas, onde observou-se que a ingestdo de glicose por estes animais
provocou uma elevacao rapida de glicose, seguida de um aumento prolongado de
frutose no feto. Os autores desse trabalho destacam também que a placenta é um
dos locais de conversédo de glicose em frutose e que a producéo de frutose pela
placenta pode ser independente da concentracdo da glicose sanguinea materna ou
fetal (Wang et al., 2016).

A ingestdo materna de carboidratos pode ser um fator importante na
composicao corporal fetal, entretanto, a exposicdo a acgUcares individuais durante a
gestacdo e seu efeito na prole ndo esta bem estabelecida. Lineker et al. (2016)
avaliaram o efeito de uma alimentagdo rica em frutose (10%) sobre a fémea,
placenta e o feto até os 6 meses de vida e observaram que os fetos que receberam
frutose através da mae possuiam mais peso, aumento de insulina plasmética e
triglicerideos, sugerindo que o consumo de frutose durante a gestacao pode resultar
em alteracdes metabdlicas na prole até a idade adulta. De fato, essas alteracdes
podem ser encontradas em diversas faixas etarias e etapas da vida. A gestacéo é
um periodo que possui diversas alteracdes metabdlicas e fisiologicas necessitando
de uma atencdo especial, principalmente quando se trata da relacdo entre
alimentacao e desenvolvimento fetal (Amoako et al., 2017).

Segundo Cardoso et al. (2016) a exposi¢cédo de adogantes como o sorbitol,
um polialcool muito utilizado pela industria brasileira, durante a gravidez e lactacéo

pode provocar alteracdes metabdlicas e genotoxicas na prole. Os pesquisadores
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avaliaram os efeitos da ingestdo materna de sorbitol na prole de ratos Wistar, e
observaram que este induz alteragcdes na composicao corporal de ratos durante a
lactacédo e efeitos genotoxicos no figado e medula 6ssea da prole.

Um estudo de coorte prospectivo (Durga et al., 2017), realizado em um
hospital no sul da india, avaliou parametros de estresse oxidativo e genotdxicos em
recém-nascidos de maes com hiperglicemia. Eles observaram um aumento no dano
lipidico através da dosagem de MDA e dano ao DNA através do ensaio cometa em
comparacao com as maes normoglicémicas.

A alta ingestdo de frutose tem sido associada ao aumento do risco de
sindrome metabdlica no adulto, entretanto, um namero limitado de estudos exploram
os efeitos do consumo de frutose no inicio da vida. Ao contrério da glicose, que é
metabolizada amplamente no corpo, a frutose é convertida em glicose, glicogénio,
lactato e gordura principalmente no figado (Tappy e L&, 2010). Segundo White et al.
(1982) altas concentracdes de frutose enddgena no Utero em porcos esta envolvida
na sintese de acidos nucleicos, fornecendo substrato para o crescimento e
desenvolvimento fetal, entretanto, ainda s&o inconclusivos os efeitos de altas
concentracdes de frutose durante a gestacao e o possivel desfecho na prole.

Infelizmente, ainda sdo escassos os trabalhos que relatam se o consumo
de frutose durante a gravidez causa danos no DNA da prole. Dessa forma, apesar
dos varios estudos em relacdo ao consumo de frutose na gestacdo, muitos dos
efeitos que ela pode causar sobre o feto ainda ndo estdo bem estabelecidos. Assim,
se vé necessario avaliar os efeitos genéticos e bioquimicos do consumo de frutose

durante a gravidez e lactacao e seu efeito sobre a prole.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos genéticos e bioquimicos do consumo de frutose em

camundongos Swiss fémeas tratadas durante a gravidez e lactacéo e na sua prole.

2.2 Objetivos Especificos:

1. Avaliar parametros de genotoxicidade e mutagenicidade nas fémeas

gravidas e puérperas tratadas com frutose durante a gestacéo e lactacao;

2. Quantificar o consumo alimentar, eficiéncia energética e ganho de peso
corporal nas fémeas gravidas e puérperas tratadas com frutose durante a
gestacéo e lactacao;

3. Avaliar a resposta glicémica nas fémeas gravidas e puérperas em relacéo
ao consumo de frutose durante a gestacéo e lactacéo;

4. Avaliar o perfil lipidico nas fémeas gravidas e puérperas em relacdo ao

consumo de frutose durante a gestacao e lactacao;

5. Avaliar parametros de genotoxicidade e mutagenicidade na prole de

camundongos fémeas tratadas com frutose durante a gravidez e lactacao;

6. Quantificar o consumo alimentar, eficiéncia energética e ganho de peso
corporal na prole de camundongos fémeas tratadas com frutose durante a

gravidez e lactagéo.

7. Avaliar a glicemia de jejum na prole de camundongos fémeas tratadas com

frutose durante a gestacao e lactagao;

8. Avaliar o perfil lipidico na prole de camundongos fémeas tratadas com

frutose durante a gravidez e lactacéo;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacgdes internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio,
além das recomendac0fes para o uso de animais do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), lei Arouca n° 11.794/2008. Este projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, seguido do protocolo 028/2017-2 (Anexo A). Foram
utilizados inicialmente 15 casais de camundongos Swiss de 60 dias de idade,
obtidos do Centro de Experimentacdo Animal da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram alojados em caixas de polietileno, com comida (Dieta
padrdo; 2,93 kcal/g, 20%, 10% e 70% de calorias fornecidas por proteina, gordura e
carboidratos, respectivamente) e agua controlada e mantidos em um ciclo de 12
horas claro - escuro (a luz € ligada as 7h da manha), com temperatura controlada de
23 £ 1°C. Estes animais foram utilizados para se atingir o niumero amostral total de
60 animais, sendo 30 machos e 30 fémeas que foram distribuidos em grupos de

tratamento conforme segue abaixo.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados inicialmente 15 casais de camundongos Swiss de 60
dias de idade (machos foram mantidos com as fémeas por 7 dias para procriacao).
Os casais foram divididos em 3 grupos conforme esquema abaixo e Figura 4:

-Grupo G1- Controle negativo: 5 casais para garantir a prole de 20
animais (10 machos e 10 fémeas) que receberam apenas agua durante gestacdo e
lactacéo;

-Grupo G2 — 10% de frutose: 5 casais para garantir a prole de 20 animais
(10 machos e 10 fémeas) que receberam frutose (10%) durante gestacéo e lactacéo;

-Grupo G3 - 20% de frutose: 5 casais para garantir a prole de 20 animais

(10 machos e 10 fémeas) que receberam frutose (20%) durante gestacéo e lactagao;
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Grupo G1 (5 casais) Agua 5 machos foram
Controle negativo ] — devolvidos ao biotério

Os 15 casais foram Grupo G2 (5 casais) 10%/L 5 machos foram
divididos primeiramente [ | Frutose 1 | submetidos a eutanasia
em 3 grupos:
Grupo G3 (5 casais) 20%/L 5 machos foram
1 | submetidos a eutanasia

Frutose

Figura 4. Grupos de casais (G1 a G3).
Fonte: Do Autor.

Apés os 7 dias de procriacdo os machos dos grupos que receberam

frutose foram descartados (submetidos a eutanasia), pois a mesma altera
parametros bioquimicos e ndo puderam ser utilizados em outros experimentos. Os 6
machos do grupo controle ndo foram submetidos a eutanasia ap0s a procriacao,
pois puderam ser usados em outros experimentos.
Estes casais foram utilizados para se atingir o numero amostral total de prole de 60
animais necessarios (20 animais, sendo 10 machos e 10 fémeas em cada grupo).
Assim, apdés o desmame das proles os animais foram divididos em 6 grupos com 10
animais cada, como descrito a seguir e demonstrado na Figura 5:

-Grupo P1: Controle negativo, prole de machos cujas méaes receberam
agua durante gestacdao e lactacao;

-Grupo P2: Controle negativo, prole de fémeas cujas mées receberam
agua durante gestacéao e lactacao;

-Grupo P3: 10% de frutose, prole de machos cujas maes receberam
frutose (10%) durante gestacao e lactacao;

-Grupo P4: 10% de frutose, prole de fémeas cujas méaes receberam
frutose (10%) gestacao e lactagao;

-Grupo P5: 20% de frutose, prole de machos cujas maes receberam
frutose (20%) durante gestacao e lactacao;

-Grupo P6: 20% de frutose, prole de fémeas cujas méaes receberam

frutose (20%) durante gestacéo e lactacao;
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Controle negativo Agua 10 machos - P1

10 fémeas — P2

Pés nascimento Mé&es que receberam 10%;/L 10 machos — P3
Prole - frutose ) | Prole
n =60 10 fémeas - P4
Mé&es que receberam 20%/L 10 machos — P5
frutose
10 fémeas - P6

Figura 5. Grupos da prole (P1 a P6).
Fonte: Do Autor.

3.3 TRATAMENTOS

Foram oferecidos agua potavel ou frutose nas concentracdes de 10%/L e
20%/L a vontade as fémeas (Grupos G1 a G3) nas garrafas de hidratacdo, durante o
periodo da gestacdo, que em camundongos dura em média 21 dias, e o periodo de
lactacédo que tem o mesmo tempo de duracdo. Estas dosagens foram escolhidas de
acordo com dados descritos previamente na literatura (Lineker et al., 2016; Mizuno
et al., 2017). A via de administracéo e o periodo de tratamento foram escolhidos de

modo a manter a relevancia da aplicabilidade de estudos em humanos.

3.3.1 Preparo da solucéo de frutose

A frutose (Sigma Aldrich) foi dissolvida em agua potéavel e foi preparada e
trocada trés vezes na semana nas concentragcdes de 10%/L e 20%/L.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Apds o desmame (21 dias ap6s o0 nascimento), a prole foi entdo separada
nos 6 grupos experimentais denominados P1 a P6, conforme descrito anteriormente

(Figura 5). Estes animais receberam agua até os 30 dias de vida, quando entdo
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onde foram submetidos a eutanasia para a realizacdo das avaliacbes genéticas e
bioquimicas (Figura 6).

Desmame
Nascimento
-21 o 2I1 3ID
I GRAVIDEZ I LACTACAO AvaliacBes
L genéticas e
Frutose 10% ou 20%/L ou agua bioquimicas
Tratamento

Figura 6. Desenho experimental.
Fonte: Do Autor.

3.5 CONSUMO ALIMENTAR, EFICIENCIA ENERGETICA E GANHO DE PESO
CORPORAL DOS ANIMAIS

Os animais, fémeas e prole, foram pesados semanalmente ao longo de
todo o experimento. O consumo alimentar (comida e solugcdo de frutose) foi
calculado semanalmente, pela pesagem da quantidade total de alimentos (g) e
liquidos (mL) fornecida aos animais e subtraindo a comida (g) e liquidos (mL) do
remanescente na gaiola e garrafa de hidratacdo durante todo o experimento. Com
base na ingestdo de alimentos e na quantidade correspondente de energia o0s
seguintes parametros foram calculados: Consumo total energético (kcal/dia) = média
do consumo alimentar/calorias da dieta por dia e Eficiéncia energética (g/kcal) =
meédia do ganho de peso corporal/média do consumo energético (Diniz et al., 2004;
Diniz et al., 2005).

3.6 AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE NAS FEMEAS GESTANTES

Com o intuito de avaliar se o consumo de frutose afeta a estabilidade
gendmica das fémeas durante a gestacdo foram feitas analises de genotoxicidade
nestes animais nos seguintes momentos:

- antes das mesmas serem unidas aos machos para a procriagéo;

- no 15° dia apds a concepcgao (antes do nascimento dos filhotes);
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- 21 dias apos o nascimento da prole (data do desmame).

Nos dois primeiros momentos houve somente a coleta de sangue por uma
pequena incisdo na ponta da cauda destes animais, sem necessidade de eutanasia.
ApoOs a incisdo, as mesmas receberam antisséptico local para a cicatrizacdo do
corte. Este material foi utilizado para a realizagdo do Ensaio Cometa e analises
bioguimicas. Na data do desmame, quando a prole foi dividida nos grupos P1 a P6,
as fémeas passaram por nova coleta de sangue para a realizacdo do Ensaio
Cometa. ApOs essa coleta as mesmas foram mortas por decapitacdo e a medula
0ssea retirada para a realizacdo do teste de Microndcleos.

Apds o término dos experimentos a carcaca foi conservada no freezer
da UNESC, armazenadas no saco leitoso que foram coletadas e transportadas por
empresa terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e posteriormente
encaminhados para disposi¢céo final em aterro sanitario. Todos os procedimentos
sdo conforme RDC n° 306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UNESC,
protocolo 028/2017-2 (Anexo A).

3.7 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Os ensaios de genotoxicidade foram realizados nas fémeas conforme
descrito anteriormente e na prole apés atingir os 30 dias de vida. Os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo para a realizacdo dos ensaios genéticos e
bioquimicos. Para realizacdo dos testes de genotoxicidade, foram utilizadas as
seguintes estruturas bioldgicas: sangue periférico, figado e rim para o Ensaio
Cometa e medula éssea para o Teste do Micronucleo.

3.7.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado sob condicdes alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al. (2000).
O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados, e as
amostras de figado e rim, foram dissecadas e imersas em tampéo fosfato (PBS)
refrigerado. Em seguida elas foram individualmente homogeneizadas com o auxilio
de uma seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspenséao

celular.
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As células do sangue (aliquotas de 5 pL) e as células obtidas da
dissociagao de tecidos (aliquotas de 25 pL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95 pyL ou 75 pL, respectivamente) e a mistura foi
adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma laminula e levando, entao, a
geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apés, as
laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise
(2,5M NacCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso
de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e
maximo de 1 semana.

Para avaliacdo de dano oxidativo, foi realizado o método alcalino (Sigh et
al., 1988; Tice et al., 2000), com alguns ajustes (Collins, 2014). Apés o periodo de
incubagéo na lise, as laminas foram incubadas, e colocadas em contato com 60 pL
da solucdo da enzima Formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG) e/ou tampé&o
alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20 min para que ocorra 0
desenovelamento do DNA. Apds este procedimento as laminas foram submetidas a
corrente elétrica seguindo os procedimentos normais do ensaio cometa verdo
alcalina.

As laminas foram incubadas em tampéo alcalino (300mM NaOH e 1mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida
eletroforética, foi realizada no mesmo tampéo nas seguintes condicbes: a 25v e
300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca
amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e,
ao final, o DNA ser& corado Syber Gold (Invitrogen, EUA) para posterior analise.

Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido (50
células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas visualmente, sendo
classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda, sendo a
classificacdo para auséncia de cauda considerada 0, até 4 para o comprimento
méaximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta forma, tem-se um indice de Danos (ID)
para cada animal variando de zero (100 X O = 0; 100 células observadas
completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com dano
MAaximo).

As diretrizes internacionais e recomendacdes para o0 ensaio do cometa

consideram que o escore visual de 100 cometas é um método de avaliacdo bem
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validado. Ele tem uma alta correlagcdo com a andlise de imagem por computador
(Collins et al., 1997).

Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas

foram codificadas para andlise as cegas.

3.7.2 Teste de Micronucleos (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-
Tox da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e
Hayashi, 2000).

Apés a extracdo da medula dssea, um esfregaco foi preparado
diretamente na lamina com uma gota de soro bovino fetal. As laminas foram coradas
com Giemsa 5%, secas e codificadas para analises as cegas.

Como uma medida de toxicidade na medula 6ssea, a relacdo entre
eritrocitos policrométicos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi analisada em
200 eritrécitos/animal.

A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 2000 EPCs e ENCs
para cada animal (ou seja, 1000 a partir de cada uma das duas laminas preparadas
em duplicata), usando microscopio 6ptico de luz branca com ampliacdo de 1000x. O
namero médio de eritrcitos policromaticos micronucleados (EPCMn) e eritrcitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) individual foi utilizado como unidade

experimental.

3.8 AVALIACOES BIOQUIMICAS

3.8.1 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O alimento foi retirado seis horas antes do teste e a primeira coleta de
sangue equivaleram ao tempo zero do teste, utilizado para glicemia de jejum. Em
seguida, foi administrado uma solucéo 20% de glicose (1,0 mg/g de peso corpdreo)
via intraperitonealmente e amostras do sangue foram coletadas pela cauda nos
tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos, para a determinacdo da glicose sérica atraves

de glicosimetro. A velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi calculada
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usando a formula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da curva da
andlise dos minimos quadrados da concentracdo da glicose sérica durante a fase de
decaimento linear. Esse teste foi realizado para comprovacdo da instalacdo da

tolerancia a glicose em camundongos (Wajchenberg et al.,1999).

3.8.2 Perfil lipidico

As concentracbes séricas de colesterol total, lipoproteina de alta
intensidade (HDL) e triglicerideos foram avaliadas no periodo de pré-copula,
gestacdo e lactacdo e na prole apds atingir os 30 dias de vida. Os testes foram
realizados através de Kits (Dialab). Para realizacdo da técnica utiliza-se soro ou
plasma com EDTA. A partir dos valores obtidos pelas absorbéancias pelo
espectrofotometro foi calculado o perfil lipidico através do calculo: absorbancia do
teste/absorbancia padrao x 200.

Utilizando-se dos valores de TG e HDL, calculou-se também a razéo
TG/HDL, pela férmula: TG, mg/dL / HDL, mg/dL, também denominada indice de

Castelli I.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média e desvio padrdo da média (média *
DP). Analisou-se as variaveis quanto a normalidade da distribuicdo utilizando o
teste de Bartlett’s. Para amostras ndo paramétricas foram utilizadas Kruskal-Wallis
seguido do post hoc de Dunn’s e para amostras paramétricas foi utilizado a analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguido de post hoc de Tukey.

Na avaliacdo das fémeas que receberam frutose na gestacao e lactacao, o
controle de liquidos, perfil lipidico e glicémico foi realizado por ANOVA, seguido de
post hoc de Tukey e para o controle alimentar, peso corporal, eficiéncia energética e
consumo total energético foi utilizado o Teste t-student devido a comparacdo
gestacao e lactacdo. Para o Ensaio Cometa em sangue total utilizou-se ANOVA de
duas vias devido aos diferentes tratamentos e periodos comparados (pré-copula,
gestacdo e lactacdo), seguido de post hoc de Bonferroni e para os tecidos
periféricos foram utilizados ANOVA de uma via, com post hoc de Tukey.
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Na avaliacdo da prole, o controle alimentar e perfil lipidico foram realizados
atraveés do teste de Kruskal-Wallis, seguido do post hoc de Dunn’s. Para a curva de
peso corporal, eficiéncia energética, glicemia de jejum e Ensaio Cometa foram
utilizados ANOVA de uma vida, com post hoc de Tukey.

Considerou-se para significancia estatistica os valores de p<0,05. O pacote
estatistico utilizado foi o programa Graph Pad Prism versao 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 FEMEAS GESTANTES E LACTANTES

4.1.1 Avaliacdo do consumo alimentar, peso corporal, eficiéncia energética e
consumo total energético nas fémeas gestantes e lactantes

4.1.1.1 Ingestao de liquidos, racdo animal e peso corporal

Durante a copula, gestacao e lactacao foram medidas as quantidades de
liquidos ingeridas pelas fémeas. A tabela 1 mostra a ingestdo média de agua ou

frutose por grupo durante os trés periodos.

Tabela 1. Ingestdo de agua ou frutose (10%/L; 20%/L) em mL, por camundongos Swiss fémeas,
medida a cada 2 dias durante a cOpula, gestacdo e lactacao.

Controle (Agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mL) (mL) (mL)
Copula 6,9+1,1 9,8+2,4* 9,6 +1,6*
Gestacao 13,5+ 2,7%¢ 136+3,4 13,8 + 3,3%
Lactacao 18,8 + 6,8 21,2+8,0° 23,8 + 8,6*2°

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo da média do volume de liquido ingerido por
dia de troca (n=5 animais por grupo). *Diferenc¢a significativa em relacdo ao grupo controle (agua) no
mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). *Diferenca significativa em relacdo
ao periodo de cépula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). bDiferenc;a significativa em
relacdo ao periodo de gestacdo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). ‘Diferenca
significativa em relacé@o ao periodo de lactagédo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).
Fonte: Do Autor

Os resultados demonstram que houve uma diferenca significativa entre a
ingestdo de agua em camundongos no periodo da coépula e gestacdo em
comparacao com estes no periodo da lactacdo, ou seja, no periodo de lactagdo o
grupo controle ingeriu mais liquidos quando comparado aos outros periodos (p<
0,05). No grupo frutose 10%/L, o consumo de liquidos foi menor no periodo cépula
quando comparado com o periodo de lactacio no mesmo grupo e maior que o
mesmo periodo do grupo controle (p<0,05). Aléem disso, o grupo frutose 20%/L,

apresentou comportamento semelhante ao frutose 10%/L, ou seja, um aumento
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significativo entre a ingestdo de frutose no periodo da gestacdo e lactacdo em
comparacao com o periodo da copula (p<0,05).

Em relacdo ao consumo de frutose, houve um aumento significativo na
ingestdo de liquidos no periodo de cépula em ambos os grupos (10%/L e 20%/L),
guando comparados ao grupo controle (p<0,05). O grupo frutose 20%/L, apresentou
um aumento significativo na ingestdo de liquido no periodo da lactacdo quando
comparado ao grupo controle (p<0,05). Nao houve diferenca em relacdo aos grupos
das duas doses de frutose.

Durante a gestacao e lactacdo foram pesadas as quantidades de racao
animal ingerida, a fim de verificar o consumo alimentar no periodo da gestacédo e
lactacdo. Dessa forma, a tabela 2 mostra a ingestdo média de comida do grupo que

ingeriu somente agua e dos grupos que ingeriram as duas doses de frutose.

Tabela 2. Ingestédo de racdo animal em g, por camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L; 20%/L), medida a cada 7 dias durante a gestacéo e lactacéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
9) 9) (9)
Gestagéo 45+1,1 9,3+1,5* 8,3+2,1*
Lactagao 8,7 + 4,0" 14,2 +3,1* 14,0 £ 2,2*

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do consumo de comida ingerido
por dia de troca (n=5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle (agua)
no mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). “Diferenca significativa em
relacdo ao periodo de gestacéo p<0,05 (Teste t-student).

Fonte: Do Autor

Os resultados demonstram que houve uma diferenca significativa entre os
grupos frutose 10% e 20% no periodo de gestacdo e lactacdo quando comparado
com o0 grupo controle, mostrando que 0s animais consumiram mais alimentos
guando recebiam frutose (p< 0,05). Podemos observar também, um aumento no
consumo alimentar no grupo controle no periodo de lactacdo quando comparado ao
periodo de gestacgédo (p< 0,05).

Durante o periodo de gestacéo e lactacéo as fémeas foram pesadas a fim
de quantificar o peso corporal nesses periodos. A tabela 3, mostra a média do peso
corporal do grupo que ingeriu somente agua e dos grupos que ingeriram as duas

doses de frutose.
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Tabela 3. Peso corporal em g, por camundongos Swiss fémeas que receberam &gua ou frutose
(10%/L; 20%/L), medida no 14° dia de gestacéo e no 21° lactacéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(9) (9) ()]
Gestagéo 422 +3,7 51,0+ 3,3 50,8 + 3,8*
Lactago 38,4 + 4,0 40,0 £3,0° 42,9 £ 3,3+

Os dados estao expressos como média + desvio padrdo da média do peso corporal nos diferentes
periodos (n=5 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (agua) no
mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). “Diferenca significativa em relagéo
ao periodo de gestacao p<0,05 (Teste t-student).

Fonte: Do Autor

Observou-se um aumento significativo no peso corporal nos grupos que
receberam as duas doses de frutose quando comparadas ao grupo controle no
periodo de gestacdo (p< 0,05). No periodo de lactacdo houve um aumento
significativo no peso no grupo frutose 20% em relacédo ao grupo controle (p< 0,05).

Além disso, observamos diferenca significativa em relacédo ao periodo da
gestacdo nas duas doses de frutose, onde na lactagdo houve uma perda de peso

comparadas a gestacéao (p< 0,05).

4.1.1.2 Eficiéncia energética e consumo total energético

Através da média do ganho de peso corporal (g) e do consumo energético
(kcal), foi calculada a eficiéncia energética (g/kcal) no periodo de gestacdo e
lactacdo. A tabela 4, mostra a média da eficiéncia energética no grupo que ingeriu
somente agua e nos grupos que ingeriram as duas doses de frutose.

Tabela 4. Eficiéncia energética (g/kcal) de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L; 20%/L), medida no 14° dia de gestagéo e 21° lactagéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(g/kcal) (g/kcal) (g/kcal)
Gestacéo 1,7+0,2 16+03 1,9+0,2
Lactagéo 0,7 +0,3" 11+04* 1,0 + 0,3

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do consumo de comida ingerido
por dia de troca (n=5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (agua)
no mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). “Diferenca significativa em
relacdo ao periodo de gestacéo p<0,05 (Teste t-student).

Fonte: Do Autor

Os resultados demonstram uma diminuicdo da eficiéncia energética no

grupo controle no periodo da lactacdo quando comparado ao periodo de gestacao
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(p< 0,05). Na dose de frutose 10%, houve um aumento significativo na eficiéncia
energética no periodo da lactacdo quando comparado ao grupo controle (p< 0,05).
Enquanto que, na dose de 20%, observamos diferenca significativa em relacédo ao
periodo da gestacdo, mostrando uma diminuicdo da sua eficiéncia energética no
periodo da lactacéo (p< 0,05).

Através da média do consumo alimentar e as calorias da dieta por dia, foi
calculado o consumo total energético (kcal/dia) no periodo de gestacao e lactacdo. A
tabela 5, mostra a média do consumo total energético no grupo que ingeriu somente
agua e dos grupos que ingeriram as diferentes doses de frutose.

Tabela 5. Consumo total energético (g/kcal) de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L; 20%/L), medida no 14° dia de gestagéo e 21° lactagéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(g/kcal) (g/kcal) (g/kcal)
Gestacéo 21,6+5,6 34,7+8,1* 32,2+81
Lactacéo 40,5 21,1 57,1+ 12,6 54,0 + 12,5

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do consumo de comida ingerido
por dia de troca (n=5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relagdo ao grupo agua no mesmo
periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc deTukey). “Diferenca significativa em relagédo ao
periodo de gestacao p<0,05 (Teste t-student).

Fonte: Do Autor

Observou-se um aumento significativo no consumo total energético no
grupo frutose 10% quando comparado ao grupo controle no periodo da gestacao e
lactacdo (p<0,05). No grupo frutose 20%, houve uma diferenca significativa no
periodo da lactacdo em relacdo ao periodo da gestacdo, sendo demonstrado pelo
aumento da demanda energética (p<0,05). O grupo controle ndo apresentou

diferencga significativa nos diferentes periodos.

4.1.3 Avaliagéo do perfil lipidico nas fémeas gestantes e lactantes

Durante o periodo de gestacéo e lactacédo foram realizadas avalia¢des do
perfil lipidico: colesterol total, triglicerideos (TG), lipoproteina de alta intensidade
(HDL) e a relacdo TG/HDL das fémeas. A tabela 6, mostra a média do colesterol
total de camundongos fémeas que ingeriram somente agua e dos grupos que

ingeriram as duas doses de frutose.
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Tabela 6. Colesterol total (mg/dL) de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou frutose
(10%I/L; 20%/L), medidas durante a pré-cépula, gestacao e lactacao.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pré-Cépula 99,4+ 12,0 94557 99,0+ 13,8
Gestagao 705+22,4 73,7+ 20,9 99,0 + 15,4
Lactac&o 229,0 + 52,9*° 206,4 +33,2*° 199,2 + 38,3*"

Os dados estdo expressos como média * desvio padrdo da média do colesterol total nos diferentes
periodos (n=5 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (agua) no
mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). *Diferenca significativa em relacio
ao periodo de pré-copula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). “Diferenca significativa
em relacdo ao periodo de gestagdo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Nossos resultados demonstram um aumento significativo nos niveis de
colesterol total no periodo da lactacdo em ambos os grupos que ingeriram frutose e
também agua, em comparacao ao periodo de pré-copula e gestacédo (p<0,05). No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos frutose.
A tabela 7 mostra a média do HDL de camundongos fémeas que

ingeriram somente agua e dos grupos que ingeriram frutose.

Tabela 7. HDL (mg/dL) de camundongos Swiss fémeas que receberam &gua ou frutose
(10%/L;20%/L), medidas durante a pré-coépula, gestagédo e lactacéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pré-Cépula 54,6 +5,1 51,6+4,2 53,0+ 3,9
Gestagdo 46,0+ 11,4 41,4+11,4 51,6 +5,1
Lactacdo 94,0 + 5,8*° 88,0 + 8,9*" 80,6 + 2,62

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do HDL nos diferentes periodos
(n=5 animais por grupo). HDL: Lipoproteina de alta intensidade.*Diferenga significativa em relacdo ao
grupo controle (agua) no mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).
’Diferenca significativa em relagdo ao periodo de pré-copula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc
de Tukey). bDiferenga significativa em relac@o ao periodo de gestagcéo p<0,05 (ANOVA seguido pelo
post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Observou-se um aumento significativo nos niveis de HDL no periodo da
lactacdo, em ambos os grupos (controle e frutose 10%/L; 20%/L), em comparacao
ao periodo de pré-copula e gestacdo (p<0,05). Além disso, houve uma diminuicéo
significativa nos niveis de HDL em relacdo ao controle no grupo frutose 20%
(p<0,05).
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A tabela 8, mostra a média do TG de camundongos fémeas do grupo
controle, frutose 10% e frutose 20%.

Tabela 8. Triglicerideos (mg/dL) de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou frutose
(10%I/L; 20%/L), medidas durante a pré-cépula, gestacao e lactacao.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pré-Cépula 61,1+ 10,7 62,8 + 14,8 63,1+ 15,4
Gestacao 116,0 + 36,8*" 183,8 + 44,8+ 177,5 + 23,3*"
Lactacao 65,0 + 20,0 108,7 + 41° 117,8 + 10,5*2

Os dados estdo expressos como média = desvio padrao da média do triglicerideos nos diferentes
periodos (n=5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (Agua) no
mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). *Diferenca significativa em relacio
ao periodo de pré-cépula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). bDiferenga significativa
em relacdo ao periodo de lactacéo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Os resultados demonstram um aumento significativo nos niveis de TG no
periodo de gestacdo, em todos 0s grupos, em comparac¢éo ao periodo de pré-cépula
(p<0,05). Além disso, o grupo frutose 10% mostrou aumento significativo no periodo
da gestacdo em relacdo ao mesmo periodo no grupo controle (p<0,05), no entanto, o
mesmo ndo se manteve no periodo de lactacdo (p>0,05). Na dose de frutose 20%,
foi observado um aumento significativo nos niveis de TG no periodo da gestacdo em
relacdo ao periodo de pré-cépula e lactagcdo do mesmo grupo (p<0,05). No periodo
de lactacdo, foi observada uma diferenca significativa no grupo frutose 20% em
relacdo ao grupo controle, havendo um aumento nos niveis de TG nas fémeas
(p<0,05). Além disso, observou-se um aumento significativo de TG na lactacdo em
relacdo ao periodo da pré-copula, nos grupos que receberam frutose (10 e 20%/L)
(p<0,05).

A tabela 9, mostra a razdo de TG/HDL nos diferentes grupos e periodos.
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Tabela 9. Razao de Triglicerideos/HDL em mg/dL de camundongos Swiss fémeas que receberam
agua ou frutose (10%/L; 20%/L), medidas durante a pré-cépula, gestacao e lactacéo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pré-Copula 1,1+0,3 12+148 1,2+0,3
Gestagéo 2,2+0,9%° 3,7 +44,84%° 3,5+0,4 **¢
Lactagdo 0,7+1,8 1,0+0,5 1,9+0,9

Os dados estédo expressos como média + desvio padrdo da média da razdo nos diferentes periodos
(n=5 animais por grupo). HDL: Lipoproteina de alta intensidade *Diferenca significativa em relagéo ao
grupo controle (dgua) no mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).
®Diferenca significativa em relagdo ao periodo de pré-copula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc
de Tukey). bDiferenga significativa em relacéo ao periodo de gestacao p<0,05 (ANOVA seguido pelo
post hoc de Dunnett’s). “Diferenca significativa em relagéo ao periodo de lactagéo p<0,05 (Kruskal-
Wallis com post hoc Dunn’s).

Fonte: Do Autor

Ao analisar a relacdo do perfil lipidico, foi observado um aumento
significativo no periodo da gestacédo, em todos os grupos, quando comparados ao
periodo da pré-copula e lactacdo (p<0,05). Além disso, em ambas as doses de
frutose analisadas (10% e 20%) foi observado um aumento nos valores do indice de
Castelli durante o periodo da gestacdo quando comparados estatisticamente ao

grupo controle (p<0,05).

4.1.4 Avaliacao da resposta glicEmica nas fémeas gestantes e lactantes

A fim de avaliar os parametros glicémicos durante o periodo de
tratamento, realizou-se analise da glicemia de jejum (tabela 10) e o teste de

tolerancia a glicose (GTT) durante o periodo da gestacéo (Figuras 7 e 8).

Tabela 10. Glicemia de jejum (mg/dL) de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L;20%/L), medidas durante a pré-copula, gestacéo e lactacao.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pré-Copula 942 +57 94,2+5,7 92,0+4,3
Gestacéo 102,4 +8,4 113,8 +18,3 129,0 + 16,4*
Lactacgéo 119,6 + 14,7% 123,2+19,1 121,3+8,0

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo da média da glicemia de jejum nos diferentes
periodos (n=5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (dgua) no
mesmo periodo p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). ?Diferenca significativa em relagio
ao periodo de pré-copula p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor
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Os resultados mostram que houve um aumento na glicemia de jejum no
grupo controle no periodo de lactagdo em comparacdo ao periodo da pré-copula
(p<0,05). No grupo frutose 20%, observou-se um aumento na glicemia de jejum no
periodo da gestacdo em relacdo ao grupo controle e ao periodo da pré-copula no
mesmo grupo (p<0,05). J& no grupo frutose 10%, ndo foram encontradas diferencas
significativas.

As figuras 7 e 8, demonstram o teste de tolerancia a glicose no periodo da
gestacdo. Neste contexto, ndo houve diferenca significativa na resposta glicémica na
gestacdo nos diferentes tratamentos, demonstrando uma metabolizagcdo adequada

de glicose em ambos 0s grupos.
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Figura 7. Teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) em camundongos Swiss fémeas que receberam
agua ou frutose (10%/L; 20%/L). Medida foi realizada durante a gestacdo em func¢éo do tempo. (n =5
animais por grupo). Dados estatisticamente nao significativos.

Fonte: Do Autor
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Figura 8. Area sob a curva (ASC) do Teste de tolerancia a glicose em camundongos Swiss fémeas
que receberam agua ou frutose (10%/L; 20%/L), realizada durante a gestacdo em fung¢édo do tempo.
(n=5 animais por grupo). Dados estatisticamente n&o significativos.

Fonte: Do Autor
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4.1.5 Ensaio Cometa das fémeas gestantes e lactantes

Neste trabalho foram analisados os danos no DNA em tecidos periféricos
de camundongos fémeas que ingeriram agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a
gestacado e lactacdo. Foram avaliadas células de sangue periférico total (Figura 9),
através do ensaio cometa alcalino e oxidativo, por meio do parametro de indice de
danos (0-400).

Na figura 9, observamos a avaliacdo do indice de danos de sangue

periférico no periodo de pré-copula, gestacao e lactacao.
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Figura 9. indice de danos no DNA em células de sangue periférico de camundongos Swiss fémeas,
suplementados ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L) durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Os
dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 5 animais por grupo). A: Ensaio Cometa
Alcalino. B: Ensaio Cometa Oxidativo. °Diferenca significativa em relacdo ao mesmo tratamento na
pré-copula, p<0,05 (ANOVA de duas vidas seguido pelo post hoc de Bonferroni). bDiferenc;a
significativa em relagdo ao mesmo tratamento no periodo da gestacéo, p<0,05 (ANOVA de duas vias
seguido pelo post hoc de Bonferroni). “Diferenca significativa em relacdo ao controle no mesmo
periodo de suplementagdo, p<0,05 (ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc de Bonferroni).
dDiferenc;a significativa em relacdo ao grupo suplementado com frutose 10%/L no mesmo periodo de
suplementacdo, p<0,05 (ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc de Bonferroni). °Diferenca
significativa em relagdo ao grupo suplementado com frutose 20%/L no mesmo periodo de
suplementacgéo, p<0,05 (ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc de Bonferroni).

Fonte: Do Autor

Quando avaliado o ensaio cometa alcalino (Figura 9A), podemos observar
que nado houve diferenca significativa em todos os grupos no periodo da pré-copula,
demonstrando que todos os animais antes de iniciarem o tratamento possuiam
niveis de dano no DNA muito baixos, compativeis com animais saudaveis. Da
mesma forma, ndo houve diferenca significativa no grupo controle entre os periodos
de gestacéo e lactacao.

Quando avaliamos o periodo da gestacéo, pode-se observar um aumento

no indice de dano no DNA nos grupos frutose 10 e 20% quando comparado ao
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mesmo tratamento no periodo de pré-cépula (p<0,05) e ao grupo controle (p<0,05).
Além disso, houve um aumento significativo no grupo frutose 10% quando
comparado a frutose 20% neste mesmo periodo (p<0,05).

Ja no periodo da lactacdo, pode-se observar um aumento significativo de
danos no DNA no grupo frutose 10% quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
Entretanto, quando comparado a gestacdo foi observado uma diminuicdo
significativa nos grupos frutose 10 e 20%.

Na avaliacdo do ensaio cometa oxidativo (Figura 9B), nossos resultados
nao apresentaram diferenca significativa em ambos 0S grupos que receberam
frutose no periodo de pré-copula com o grupo controle. Apesar disso, durante o
periodo da gestacdo e lactacdo foi observado um aumento significativo no ID
guando comparado ao periodo de pré-cépula em ambos os grupos frutose (p<0,05).
Estes grupos apresentaram um aumento significativo de dano ao DNA no periodo da
gestacdo quando comparado ao grupo controle.

Na lactacéo, o grupo frutose 10% mostrou uma diferenca significativa em
relacdo ao periodo da gestacdo, sendo observado uma diminuicdo no dano ao DNA
(p<0,05). Ja o grupo frutose 20%, aumentou significativamente estes danos quando
comparado ao grupo controle e frutose 10% durante a lactacdo e ao mesmo
tratamento no periodo da gestagéo (p<0,05).

Também foram avaliados os danos no DNA em células de figado e rim
das fémeas ap0s o periodo da lactacdo através do ensaio cometa alcalino, por meio
do parametro de indice de danos (Figura 10). No figado, os resultados
demonstraram um aumento significativo no parametro avaliado, quando comparado
0 grupo controle a frutose 10 e 20% (p<0,05) (Figura 10). No entanto, no tecido

renal ndo foram encontradas diferencas significativas entre os diferentes grupos.
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Figura 10. indice de danos no DNA em células de tecidos periféricos de camundongos Swiss fémeas,
suplementados ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L) apds o periodo da lactacdo. Os dados estao
expressos como média + desvio padrdo (n= 5 animais por grupo).*Diferenca significativa em relacéo
ao controle no mesmo periodo, p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

4.1.6 Teste de Microndcleos nas fémeas ap6s o desmame

A tabela 11, apresenta os resultados do teste de micronucleos, que
avaliou se o consumo de frutose durante a gravidez e lactacdo provoca efeitos

mutagénicos nas células de medula 6ssea das fémeas.

Tabela 11. Numero de eritr6citos policromaticos micronucleados (EPCMn) e eritrocitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) observados nas amostras de medula Ossea de
camundongos Swiss fémeas tratadas com frutose durante a gravidez e lactacao.

Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC
Controle 22+0,9 0,6 0,5 1,1+0,1
Frutose 10%/L 6,3+1,1* 0,8+0,4 1,2+0,1
Frutose 20%/L 3,3+23 16+£11 1,2+0,1

Foram analisadas 2000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio
padrdo da média (n= 6 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle,
p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas de

micronucleos em EPC nas fémeas tratadas com frutose 10% durante a gravidez e
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lactagdo em relagéo ao grupo controle (p<0,05). Nao foram encontradas diferencas
significativas em ENCMn.

Em relacdo a proporcdo de EPC/ENC (Tabela 11), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, demonstrando que a
producéo de eritrocitos esta ocorrendo normalmente na medula éssea, sem indicios

de citotoxicidade.

4.2 AVALIACAO DA PROLE (MACHOS E FEMEAS)

4.2.1 Avaliacdo do consumo alimentar, curva de peso corporal, eficiéncia energética
e consumo total energético da prole cujas maes receberam frutose durante a
gestacao e lactacao

Apds o nascimento da prole, que receberam agua ou frutose durante a
gestacdo e lactacdo, os machos e fémeas passaram pela quantificacdo de

parametros do consumo alimentar e ganho de peso até atingir os 30 dias de vida.

4.2.1.2 Consumo alimentar

Até atingir os 30 dias de vida da prole, foram pesadas as quantidades de
racdo animal ingerida por estes animais (ja sem as maes desde os 21 dias de vida),
a fim de verificar o consumo alimentar. A tabela 12 mostra a ingestdo média de
racdo do grupo que ingeriu somente agua e dos grupos cujas maes ingeriram as

diferentes doses de frutose durante a gestacao e lactacao.

Tabela 12. Ingestdo de racdo animal em g, pela prole de camundongos Swiss fémeas que receberam
agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacdo e lactacdo. A ingesta foi avaliada no periodo de 7
dias.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(9) @) (9)
Fémeas 4,0+0,2 50+0,2 4,7+0,2
Machos 41+0,3 5,3£0,2 45+0,1

Os dados estéo expressos como média + desvio padrao da média do consumo de ragdo ingerido por
dia de troca (n=8 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (agua)
p<0,05 (Kruskal-Wallis, seguido do post hoc de Dunn’s).

Fonte: Do Autor



50

Ao avaliar o consumo alimentar das fémeas e dos machos, pode-se
observar um aumento significativo no grupo frutose 10%, quando comparadas ao

grupo agua em ambos os sexos (p<0,05).

4.2.1.3 Curva de peso corporal

A fim de avaliar o ganho de peso no decorrer dos dias, a prole foi pesada
aos 7, 14, 21 e 30 dias de vida. A figura 11, mostra a curva de peso corporal das

fémeas cujas méaes receberam agua ou frutose durante a gestacao e lactacao.
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Figura 11. Curva de peso corporal (g) de fémeas da prole de camundongos Swiss fémeas que
receberam agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacéo e lactacao. Os dados estdo expressos
como média + desvio padrdo da média do peso dos animais em diferentes dias do desenvolvimento
até completarem 30 dias (n=8 animais por grupo). *Diferenca significativa em relagdo ao grupo agua
p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Nossos resultados demonstram que apds o nascimento, aos 7 dias de
vida, ndo havia diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. No entanto,
houve aumento significativo no ganho de peso corporal no grupo frutose 20%,
guando comparado ao grupo controle nas idades 14, 21 e 30 dias de vida (p<0,05).

Em relacdo aos filhotes machos cujas méaes que receberam agua ou
frutose durante a gestacao e lactacéo, a figura 12 mostra a curva de peso corporal

até os 30 dias de vida.
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Figura 12. Curva de peso corporal (g) de machos da prole de camundongos Swiss fémeas que
receberam agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacgdo e lactagdo.Os dados estdo expressos
como média = desvio padrdo da média do peso dos animais durante o desenvolvimento até
completarem 30 dias (n=8 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo agua
p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Assim como as fémeas, ao nascerem 0s machos ndo apresentaram
diferenca estatistica quando comparados ao grupo controle. Entretanto, foi
observado um aumento no peso corporal no decorrer da vida nos grupos que
receberam frutose 10 e 20% quando comparados ao grupo controle, nas idades 14,

21 e 30 dias de vida (p<0,05).

4.2.1.4 Eficiéncia energética

Através da média do ganho de peso corporal (g) e do consumo energético
(kcal) foi calculada a eficiéncia energética (g/kcal) da prole cujas méaes receberam
frutose durante a gestacdo e lactacdo. A tabela 13, mostra a média da eficiéncia
energética no grupo que recebeu somente agua e dos grupos que receberam as

duas doses de frutose.
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Tabela 13. Eficiéncia energética (g/kcal) da prole de camundongos Swiss fémeas que receberam
agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacédo e lactacao.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(g/kcal) (g/kcal) (g/kcal)
Fémeas 0,9+0,1 09+0,1 1,2+0,1*
Machos 0,9+0,3 1,1+0,0 1,2 +0,2*

Os dados estdo expressos como média = desvio padrdo da média do consumo de comida ingerido
por dia de troca (n=8 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (agua)
p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey). “Diferenca significativa em relagdo ao grupo
frutose 10%/L p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

N&o foi encontrada diferenca significativa nas proles fémeas e machos no
grupo agua e frutose 10%. No entanto, foi observado um aumento significativo na
eficiéncia energética no grupo frutose 20% quando comparado ao grupo controle e
ao grupo frutose 10% nas fémeas (p<0,05). Em relacdo aos machos, foi encontrado
um aumento significativo na eficiéncia energética somente no grupo 20% em relacéo

ao grupo controle (p<0,05).

4.2.1.5 Consumo total energético

Através da média do consumo alimentar e das calorias da dieta por dia,
foi calculado o consumo total energético (kcal/dia) da prole cujas maes receberam
frutose durante a gestacao e lactacao. A tabela 14, mostra a média do consumo total
energético no grupo que recebeu somente agua e dos grupos que receberam as
duas doses de frutose, e pode-se observar um aumento significativo no consumo em

machos e fémeas no grupo na qual as méaes receberam frutose 10%.

Tabela 14. Consumo total energético (g/kcal) da prole de camundongos Swiss fémeas que
receberam agua ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacao e lactagédo.

Controle (agua) Frutose 10%/L Frutose 20%/L
(g/kcal) (g/kcal) (g/kcal)
Fémeas 16,4 0,0 21,6 +0,0% 18,1+ 0,0
Machos 16,7 + 0,0 20,3 £0,0* 18,9+ 0,0

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do consumo de comida ingerido
por dia de troca (n=8 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle (dgua)
p<0,05 (Kruskal-Wallis seguido pelo post hoc de Dunn’s).

Fonte: Do Autor
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4.2.2 Avaliacdo do perfil lipidico da prole (machos e fémeas) cujas maes receberam
frutose durante a gestacao e lactagcao

A fim de avaliar o perfil lipidico da prole foram realizadas andlises
sanguineas do colesterol total, TG, HDL e a razdo TG/HDL dos machos e fémeas da
prole. A tabela 15, mostra a média do perfil lipidico de fémeas cujas maes
receberam agua ou frutose durante a gestacao e lactacao.

Tabela 15. Pefrfil lipidico de fémeas da prole de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacgéo e lactacao.

Controle (4gua) Frutose (10%/L) Frutose (20%/L)
Colesterol Total (mg/dL) 111,1+ 17,0 1239+224 1125+ 47,4
HDL (mg/dL) 58,8 + 5,8 49,5+10.1 44,6 + 9,2*
Triglicerideos (mg/dL) 59,8 + 21,3 123,8 + 16,5* 123,8 + 37,1*
TG/HDL 1,0£0,4 1,8+0,5 2,7+1,3"

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do perfil lipidico da prole fémea
(n=8 animais por grupo). TG: Triglicerideos. HDL: Lipoproteina de alta intensidade.*Diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle (agua) p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).
#Diferenga significativa em relagédo ao grupo controle (dgua) p<0,05 (Kruskal-Wallis seguido pelo post
hoc de Dunn’s).
Fonte: Do Autor

Os dados de colesterol total ndo foram estatisticamente significativos nas
fémeas da prole. No entanto, os niveis de HDL no grupo frutose 20% apresentaram
uma diminuicdo significativa no grupo frutose 20% quando comparados ao grupo
controle (p<0,05).

No que se refere aos niveis de triglicerideos, pode-se observar um
aumento significativo nos grupos frutose 10 e 20% quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). Em relagdo a razdo TG/HDL, observou-se um aumento
estatisticamente significativo nas fémeas das mées que receberam frutose 20%
guando comparadas ao grupo controle (p<0,05).

A tabela 16, mostra a média do perfil lipidico de machos cujas méaes

receberam agua ou frutose durante gestacao e lactacao.
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Tabela 16. Perfil lipidico de machos da prole de camundongos Swiss fémeas que receberam agua ou
frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacéo e lactagéo.

Controle (4gua) Frutose (10%/L) Frutose (20%/L)
Colesterol Total (mg/dL) 81,5+ 19,7 156,3 £ 68,4" 120,3 + 20,0
HDL (mg/dL) 53,5+ 6,7 53,1+54 58,3+ 6,5
Triglicerideos (mg/dL) 73,0+ 19,5 144,1 + 27,2* 118,3 £ 14,4*
TG/HDL 1,4+£0,4 2,0+ 0,4* 1,7+£0,3

Os dados estao expressos como média + desvio padrdo da média do perfil lipidico da prole macho
(n=8 animais por grupo). TG: Triglicerideos. HDL: Lipoproteina de alta intensidade. *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo agua p<0,05 (ANOVA com post hoc Tukey). “Diferenca significativa
em relacdo ao grupo agua p<0,05 (Kruskal-Wallis com post hoc Dunn’s).

Fonte: Do Autor

Os resultados de colesterol total nos machos mostram um aumento
estatisticamente significativo no grupo frutose 10% em relacdo ao grupo controle
(p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relagéo
aos valores de HDL entre os grupos.

Em relacdo ao nivel de triglicerideos, pode-se observar um aumento
estatisticamente significativo em relacdo aos grupos frutose 10 e 20% quando
comparados ao grupo controle (p<0,05). J4 a razdo, chamada de indice de Castelli,
mostrou diferenca significativa apenas no grupo frutose 10% quando comparado ao
grupo controle (p<0,05).

4.2.3 Avaliacdo da glicemia de jejum da prole (machos e fémeas) que receberam
frutose durante a gestacao e lactagcao

A fim de avaliar os parametros glicémicos da prole realizou-se analise da
glicemia de jejum (tabela 17).

Tabela 17. Glicemia de jejum da prole de camundongos Swiss fémeas cujas méaes receberam agua
ou frutose (10%/L; 20%/L) durante a gestacéo e lactacéo.

Controle Frutose Frutose

(dgua) (10%/L) (20%I/L)
Fémeas 119,6 + 14,4 170,6 + 33,5* 152,6 + 24,0
Machos 136,8 + 6,7 172,4 + 11,7* 163,2 + 21,8

Os dados estao expressos como média + desvio padrdo da média da glicemia de jejum da prole (n=8
animais por grupo). *Diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle (dgua) p<0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor
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Ao avaliar a glicemia de jejum da prole, os resultados demonstraram um
aumento estatisticamente significativo da glicemia de jejum no grupo frutose 10%
guando comparado ao grupo controle, tanto em fémeas quanto em machos, cujas
maes receberam frutose durante a gestacdo e lactacdo (p<0,05). Nao houve

diferenca significativa em relacdo ao grupo controle e frutose 20%.

4.2.4 Ensaio Cometa da prole cujas méaes receberam frutose durante a gestacao e
lactacéo

Foram analisados os danos causados no DNA de células de tecidos
periféricos, da prole (machos e fémeas) de fémeas que receberam agua ou frutose
(10%; 20%) durante a gestacao e lactacao.

Na figura 13 estdo os resultados de danos em células de sangue
periférico total dos machos avaliados através do ensaio cometa alcalino e oxidativo,

respectivamente, pelo parametro de indice de danos.
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Figura 13. indice de danos no DNA em células de sangue periférico de machos da prole de
camundongos Swiss fémeas, suplementados ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L) durante o periodo
de gestacdo e lactacdo. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 6 animais por
grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle no mesmo periodo de vida P< 0,05
(ANOVA com post hoc de Tukey).”Diferenca significativa em relacéo ao grupo frutose 10%/L P< 0,05
(ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Ao analisar os danos alcalinos ao DNA através do indice de danos (figura

13, barras brancas) em sangue periférico de machos cujas mées receberam agua ou
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frutose durante gravidez e lactacdo, pode-se observar um aumento de dano
significativo no grupo frutose 10% quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
No grupo frutose 20%, os resultados demonstraram aumento estatisticamente
significativo em comparacao ao grupo controle e grupo frutose 10% (p<0,05).

Em relacdo ao ensaio cometa oxidativo, (Figura 13, barras cinzas), nédo
foram encontradas diferencgas significativas entre o grupo controle e o grupo frutose
10%. No entanto, o grupo frutose 20% apresentou um aumento significativo no
indice de danos quando comparado ao grupo controle (p<0,05).

A figura 14 apresenta os resultados do indice de danos em células de
figado e rim de machos da prole de fémeas suplementadas com agua ou frutose

durante a gravidez e lactacao.
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Figura 14. indice de danos no DNA através do ensaio cometa alcalino, em células de figado e rim de
machos da prole de camundongos Swiss fémeas, suplementadas ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L)
durante o periodo de gestacdo e lactagdo. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao
(n= 6 animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle no mesmo periodo de
vida p<0,05 (ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Ao avaliar o indice de danos no ensaio cometa alcalino, podemos
observar um aumento significativo de danos no DNA nos grupos frutose 10 e 20%
em relacdo ao grupo controle no figado (figura 14 A) (p<0,05). Ja no rim (figura 14
B), houve um aumento significativo apenas no grupo frutose 10% em relacdo ao
grupo controle (p<0,05), o grupo frutose 20% nao demonstrou esta diferenca.

Foram avaliados os danos no DNA das células de sangue total periférico

também da prole fémea (Figura 15), através do ensaio cometa alcalino e oxidativo.
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Ao avaliar o os danos alcalinos no DNA, pode-se observar que nao houve diferenca
significativa entre o controle e o grupo frutose 10%. No entanto, o grupo frutose 20%
demonstrou valores significativamente maiores em comparacdo ao grupo controle
(p<0,05). Ja na avaliacdo dos danos oxidativos, pode-se observar um aumento no
indice de dano também no grupo frutose 20% em relacdo ao grupo controle e grupo
frutose 10% (p<0,05). Nao foram encontradas diferencas significativas quando

comparados o grupo controle e grupo frutose 10%.
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Figura 15. indice de danos no DNA em células de sangue periférico da prole fémea de camundongos
Swiss fémeas, suplementados ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L) durante o periodo de gestacdo e
lactacdo. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 6 animais por grupo).
*Diferenca significativa em rela¢céo ao grupo controle no mesmo periodo de vida P< 0,05 (ANOVA
com post hoc de Tukey).#Diferenga significativa em relacéo ao grupo frutose 10%/L P< 0,05 (ANOVA
seguido pelo post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

A figura 16 apresenta a avaliacdo do indice de danos ao DNA em células
de figado e rim da prole fémea de mées que receberam frutose ou agua durante a
gravidez e lactagéo.
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Figura 16. indice de danos no DNA em células de figado e rim da prole fémea de camundongos
Swiss fémeas, suplementados ou ndo com frutose (10%/L; 20%/L) durante o periodo de gestacéo e
lactacdo. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n= 6 animais por grupo).
*Diferenca significativa em rela¢céo ao grupo controle no mesmo periodo de vida P< 0,05 (ANOVA
com post hoc de Tukey).

Fonte: Do Autor

Ao avaliar o indice de danos no figado (A) e no rim (B), através do ensaio
cometa alcalino, nossos resultados demonstraram um aumento significativo de
danos no DNA no grupo frutose 10 e 20% quando comparados ao grupo controle em

ambos os tecidos (p<0,05).

4.2.5 Teste de Micronucleos na prole (machos e fémeas) de camundongos fémeas
que receberam agua ou frutose durante a gestacao e lactacao

O teste de micronucleos avaliou se o consumo de frutose durante a
gravidez e lactacdo foi capaz de provocar efeitos mutagénicos na prole. As tabelas
18 e 19 apresentam os resultados encontrados neste teste nos machos e fémeas,
respectivamente.
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Tabela 18. Numero de eritr6citos policromaticos micronucleados (EPCMn) e eritrocitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) observados nas amostras de medula éssea de machos
da prole de camundongos Swiss fémeas tratadas com frutose durante a gravidez e lactagao.

Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC
Controle 0,5+0,5 0,0+0,0 1,1+0,1

Frutose 10%/L 0,3+0,5 04+0,1 1,2+0,1

Frutose 20%/L 0,5+0,5 0,1+0,3 1,1+0,1

Foram analisadas 2000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio
padrdo da média (n= 6 animais por grupo). Dados estatisticamente néo significativos.
Fonte: Do Autor

Tabela 19. Numero de eritrécitos policrométicos micronucleados (EPCMn) e eritrécitos
normocromaticos micronucleados (ENCMn) observados nas amostras de medula éssea de fémeas da
prole de camundongos Swiss fémeas tratadas com frutose durante a gravidez e lactacéo

Tratamento EPCMn ENCMn EPC/ENC

Controle 0,3+0,5 0,0+x0,0 1,1+£0,09
Frutose 10%/L 10+£11 0,0+x0,0 1,2+0,09
Frutose 20%/L 11+11 0,2+0,7 1,1+ 0,07

Foram analisadas 2000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média + desvio
padrdo da média (n= 6 animais por grupo). Dados estatisticamente nédo significativos.
Fonte: Do Autor

Podemos observar que ndo foram encontradas diferencas significativas
de micronucleos em medula 6ssea de camundongos fémeas e machos, cujas maes
receberam agua ou frutose durante a gravidez e lactacdo em relacdo ao grupo
controle, nos dois tipos celulares avaliados (EPC e ENC). Os mesmos resultados
foram observados em relacdo a propor¢cdo de EPC/ENC (Tabelas 18 e 19), onde
nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos, demonstrando que a
producédo de eritrocitos estd ocorrendo normalmente na medula 6ssea, sem indicios
de citotoxicidade.
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5 DISCUSSAO

Durante periodo de gestacdo e lactacdo, o ambiente intrauterino € um
local critico de exposicdo a fatores exdgenos e enddégenos que podem provocar
alteracdes metabdlicas por meio da programacao fetal. Dentre os fatores exdgenos,
destacam-se os componentes alimentares, dentre eles incluem-se a frutose, visto
gque 0 seu consumo € comum entre as mulheres, inclusive durante o periodo
gestacional (Silveira et al., 2007, Luo et al., 2010, Hanson e Gluckman, 2014).

No presente estudo foi avaliado se o consumo de frutose durante a
gestacao e lactacao seria prejudicial as fémeas e a sua prole no que diz respeito aos
danos no material genético, bem como avaliagdes bioquimicas e dietéticas. De
acordo com os resultados, houve um aumento no consumo de liquidos e de racéo
animal no grupo agua e no frutose nas fémeas nos periodo da gestacao e lactacao.
Esse aumento da ingestdo alimentar e hidrica pode ser explicado através das
mudancas metabdlicas que ocorrem durante a gravidez. Segundo Ladyman et al.
(2010) a gravidez e a lactagdo sao momentos importantes, nos quais as fémeas,
além de atenderem suas préprias demandas energéticas, precisam também fornecer
energia para seus filhos. Varias adaptacfes metabdlicas emergem durante esses
periodos, ajudando a suprir a energia adicional necessaria. Para isso, aumentos
pronunciados na ingestdo de alimentos, por exemplo, sdo observados durante a
gestacao e a lactacao (Woodside, 2007).

Como a frutose pode ser transportada e produzida pela placenta,
considera-se que o0 processo de programacdo fetal é impulsionado ndo sé pela
frutose, mas também por seus metabdlitos (Holmberg et al., 1956; Tain et al., 2016).
Estudos recentes sugerem que a glicose e a frutose estdo envolvidos em
mecanismos recompensatérios no cérebro e sensores de energia de maneiras
opostas (Rorabaugh et al., 2015). Esse mecanismo recompensatorio estimula a
ingestdo de monossacarideos devido ao aumento na conectividade funcional entre o
hipotalamo e o estriado (Page et al., 2013). Isso pode explicar nossos resultados
referentes a prole das fémeas que consumiram frutose, pois mostram um aumento
na ingestéo alimentar e hidrica em relacdo ao grupo controle, cujas maes receberam
apenas agua durante toda a gestacgéao e lactacao.

Rorabaugh et al. (2015) avaliaram se solug¢des isocaloricas de 8% de

sacarose, glicose e frutose possuem perfis de compulséo alimentar semelhantes ou
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diferentes ao consumo prévio de cocaina em animais. Os resultados mostraram que
a frutose e a glicose produzem graus de recompensa divergentes da cocaina. A
glicose produziu baixos niveis de compulsdo alimentar e baixo uso da cocaina,
enquanto os animais que receberam frutose produziram comportamento altamente
compulsivo e o consumo de cocaina preservado. Estes resultados suportam a ideia
de que componentes individuais dos agucares podem provocar, diferencialmente,
um circuito de recompensa dentro do cérebro e ocasionar uma compulsao alimentar.

Acompanhando o aumento no consumo alimentar, podemos observar um
aumento na eficiéncia energética e do consumo total energético nas fémeas,
principalmente durante o periodo de lactacdo, nos grupos que receberam frutose. O
parametro de eficiéncia energética, isto é, a média do ganho de peso corporal pela
média da unidade de energia ingerida, também mostrou-se elevado em
camundongos que receberam uma dieta de alto teor de carboidratos (Cole et al.,
2014). Sendo assim, observou-se que a medida que aumentou O consumo
alimentar, houve também um aumento na eficiéncia energética e no consumo total
energético associado ao aumento do ganho de peso acentuado, principalmente nos
grupos que receberam frutose em relagdo ao grupo controle, mostrando que ha
aumento da demanda energética nas fémeas durante os periodos de gestacdo e
lactacdo quando ha consumo excessivo de frutose. Nas fémeas de mamiferos, de
fato, a lactacdo é o periodo mais energeticamente exigente da vida e é caracterizada
por um aumento dramatico na exigéncia de energia e nutrientes do organismo para
a producao de leite (Loudon e Racey, 1987; Speakman, 2008)., o que explicaria 0os
resultados encontrados nesse trabalho, ndo sé nos grupos frutose, mas também nos
controles.

A prole, machos e fémeas, que receberam altas doses de frutose durante
0 periodo de gestacdo e lactacdo também consumiram mais alimentos em relagcéo
aos animais controle, logo houve aumento no seu consumo total energético no grupo
frutose (10%/L) em relacdo ao grupo controle. Além disso, a eficiéncia energética
nesses animais mostrou-se elevada, principalmente devido a média do peso
corporal, nos animais de ambos 0s sexos que receberam frutose, ter sido elevada no
decorrer da vida, necessitando de um aumento da atividade energética. De fato, a
programacao metabdlica na gestacdo e lactacdo pode gerar a prole um ambiente
saudavel ou doente. A obesidade materna e diabetes gestacional tém provocado

alteracdes em longo prazo sobre os sistemas que regulam o balanco de energético
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na prole. O aumento da obesidade infantii e do diabetes em criancas é
frequentemente atribuido a um aumento de dietas densamente caldricas e reducgao
do exercicio fisico. No entanto, acredita-se que a mudancas alimentares precoces,
tanto nas maes quanto nos filhotes, contribui significativamente para tratar essas
patologias (Frias e Grove, 2012).

Através dos nossos resultados pudemos observar que a prole de fémeas
que apresentaram aumento no consumo alimentar e no peso corporal, nasceram
com o peso adequado, porém no decorrer da vida, os mesmos adquiriram maior
ganho de peso em relacdo aos animais controle até atingirem os 30 dias de vida, em
ambos o0s sexos. Em uma revisao bibliogréfica, Ravelli et al. (1976) demonstraram
gue alteracbes metabdlicas na gravidez, e em ambientes pds-natal, influenciam no
peso e energia da prole na idade adulta. Interessantemente, o ambiente uterino
pode ter influéncia sobre preferéncias no sabor e alimentacao saudavel da prole. Os
sabores da dieta materna sdo encontrados no liquido amnidtico e
consequentemente ingeridos pelo feto, assim sabores experimentados no periodo
intrauterino determinam uma preferéncia que persiste na infancia ou mesmo na vida
adulta, juntamente com possiveis complicagbes como diabetes mellitus tipo 2 e
obesidade (Trout e Wetzel-Effinger, 2012).

A fim de avaliar a possivel relacdo entre o consumo de frutose na
gestacdo e lactacdo e o0 quanto isso influencia na prole, avaliou-se a resposta
glicémica de maes e filhotes. Observamos um aumento na glicemia de jejum nas
fémeas no periodo da gestacdo no grupo que recebeu altas doses de frutose,
porém, nao foi observada uma resisténcia a glicose nesses animais. Uma hip6tese
para o ndo desenvolvimento dessa resisténcia seria devido ao tempo de tratamento
que foram de apenas 42 dias (gestacdo + lactacdo), sendo que a maioria dos
modelos animais utiliza um tempo maior de dieta/suplementagdo. Den Hartigh et al.
(2018) utilizaram um modelo de dieta rica em sacarose e gordura saturada durante
20 semanas a fim de avaliar o efeito da rapimicina oral e observaram que os animais
estavam resistentes a insulina e que a rapimicina melhorou a sensibilidade a
mesma. Além disso, também observamos um aumento da glicemia de jejum na prole
(machos e fémeas) no grupo frutose 10% quando comparado ao grupo controle. O
aumento da glicemia de jejum nesses animais esta relacionado com as desordens
ocasionadas na gestacdo devido ao consumo de frutose. Em uma revisao

sistematica e de metanalise, Yamamoto et al. (2018) observaram que existe uma
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relacdo entre o perfil glicémico de mées em relacdo a sua prole e que intervencgdes
dietéticas modificadas durante a gestagdo influenciam favoravelmente os resultados
relacionados a glicemia materna e ao peso ao nascer da prole.

Quando avaliamos o perfil lipidico nas fémeas durante a gestacdo e
lactacdo e na sua prole, observamos um aumento do colesterol total e HDL no
periodo da lactacdo em todos os grupos. Segundo Pichaud et al. (2013), altera¢fes
metabdlicas estdo associadas ao periodo da lactacédo, podendo levar a um aumento
da necessidade de lipideos, principalmente, dos niveis de colesterol no leite
materno, a fim de suprir a necessidade fisiologica da prole (Dimova et al., 2018). No
entanto, o grupo frutose 20% apresentou menor HDL em relagdo ao grupo controle
na lactacdo. Corroborando com 0s nossos resultados, Lowndes et al.,, (2014),
observaram uma diminuicdo nos niveis de HDL, em uma dieta rica em xarope de
milho (alimento rico em frutose) quando comparada a uma dieta com baixo teor de
gordura em humanos.

Além disso, os niveis de triglicerideos mostraram-se aumentados nos
grupos frutose em relacdo ao grupo controle no periodo da gestacao e lactacdo nas
maes e na sua prole (machos e fémeas). Sabe-se que parte da metabolizacdo da
frutose pode ser usada para a sintese de &cidos graxos e glicerol nos hepatdcitos
através da lipogénese, favorecendo a reesterificacdo de &cidos graxos e glicerol
para formar triglicerideos, podendo passar via gestacdo para prole (Topping et al.,
1972; Tappy e L&, 2010).

A raz&o entre TG e HDL, denominada indice de Castelli | (Castelli et al.,
1983), é utilizada como um potente preditor do desenvolvimento de doencas
coronarianas, além de ser considerado um indicador facil e rapido de ser obtido,
especialmente quando considerado o contexto da atencédo basica de saude (Da Luz
et al., 2005; 2008). Neste sentido, 0s nossos resultados mostraram um aumento na
razdo TG/HDL no periodo da gestacdo, nos grupos que receberam frutose e na
respectiva prole (machos e fémeas), em virtude dos baixos niveis de HDL e aumento
do TG,ou seja, maior risco para doencgas crénicas ndo transmissiveis.

Existe uma relagdo entre o alto consumo de frutose e sindrome
metabdlica. Dentre os componentes da sindrome metabdlica segundo o NCEP-ATP
[l (National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel lll), encontra-se:
obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal (Homens > 102 cm;

Mulheres > 88 cm); triglicerideos = 150 mg/dL; HDL colesterol (Homens < 40 mg/dL;
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Mulheres < 50 mg/dL); presséo arterial (= 130 mmHg ou = 85 mmHg) e glicemia de
jejum = 110 mg/dL. A sindrome metabdlica ocorre quando estdo presentes trés
destes cinco critérios (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2005). Dessa forma, com
0S nossos resultados pode-se observar um aumento nos niveis de TAG e glicemia
de jejum nas fémeas que consumiram frutose na gestacao, e nas suas respectivas
proles, um aumento glicémico (machos e fémeas), baixo HDL (fémeas) e aumento
de triglicerideos (machos e fémeas), evidenciando assim uma sindrome metabdlica
nas fémeas da prole. Segundo Lee et al. (2018), o consumo excessivo de frutose no
inicio da vida, via lactacdo ou alimentacao, € um fator de risco para o aparecimento
da sindrome metabdlica e disfun¢cées em mudltiplos tecidos e 6rgdos na idade adulta,
dados estes que que corroboram com nossos achados.

Em um trabalho semelhante ao nosso, Rodriguez et al. (2016), avaliaram
o efeito do consumo de frutose na gestacdo em relagdo ao perfil lipidico na prole
fémea. Eles forneceram aos camundongos fémeas alto consumo de frutose (10%/L
em agua potavel) durante 3 semanas na gestacdo e avaliaram o seu efeito em
fémeas da prole, sendo que observaram elevacbes de triglicerideos e o
aparecimento de esteatose hepatica. A hip6tese para isso ter acontecido apenas nas
fémeas, assim como no presente estudo, seria pela expresséo e a atividade da
proteina de ligacdo a elementos de resposta a carboidratos (ChREBP), um fator de
transcricdo lipogénico, apresentarem-se maiores nas fémeas do que nos machos.
Logo, a ingestdo de frutose materna pode influenciar a resposta da prole feminina
adulta a frutose e, portanto, induzir desequilibrios metabdlicos.

O aumento do uso de alimentos refinados, que sdo ricos em frutose, sao
particularmente preocupantes em criancas e adolescentes, uma vez que a ingestao
calorica total e a prevaléncia da sindrome metabdlica estdo aumentando
continuamente nessas populacdes (Crescenzo et al.,, 2018). No entanto, ainda
especula-se qual o mecanismo de programacao fetal induzida pelo alto consumo
materno de frutose, com o aparecimento de sindrome metabdlica na prole, sendo
importante ressaltar que os efeitos adversos da alimentagdo com frutose depende
da quantidade e duracéo do seu consumo (Toop e Gentili, 2016).

A fim de verificar se o tratamento com frutose durante a gestacao,
lactacdo e na prole pode levar a danos no DNA, foi realizado o ensaio cometa
alcalino e oxidativo em células de sangue periférico de camundongos Swiss. Através

dessa técnica € possivel a deteccdo de quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-
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labeis e ligagbes cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina e danos oxidativos
através da enzima FPG (Singh, 1988; Fairbairn et al., 1995). Adicionando DNA
glicosilase a versdo classica deste ensaio, é possivel medir danos de DNA
especificos, como as bases oxidadas. A enzima mais comumente utilizada é a FPG,
gue detecta purinas oxidadas, dentre elas a 8-oxoguanina, uma das lesdes de DNA
mais comuns resultantes do ataque de ERO, sendo um importante biomarcador de
estresse oxidativo (Danielsen et al., 2008). Assim, a incubacdo com esta enzima
especifica permite uma estimativa dos niveis de dano oxidativo no DNA (Azqueta et
al., 2009). Segundo Moller et al. (2017), o ensaio cometa oxidativo, utilizando FPG,
tem sido amplamente empregado em estudos de biomonitoramento em humanos
com andlise sanguinea. Dessa forma, foi utilizada somente analise oxidativa no
sangue periférico dos animais devido a maior sensibilidade da FPG nesse tecido e a
versao alcalina foi feita também no figado e rim.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram um aumento de
danos ao DNA em sangue periférico nas fémeas que receberam frutose (10%/L e
20%/L) durante a gestacao e lactacao, quando comparadas ao grupo controle e pré-
cOpula, tanto no ensaio cometa alcalino quanto no oxidativo. No entanto, no periodo
de lactacdo observamos dano oxidativo elevado na dose de frutose 20%/L. Shortliffe
et al. (2015), sugerem que a alta ingestao de frutose dietética em ratos na gestacao
pode resultar em profundas alteracdes sistémicas e patoldgicas durante a gravidez,
como alteracdo no perfil lipidico, glicémico e estresse oxidativo, que por sua vez,
pode danificar a molécula de DNA.

A gravidez € um estado fisioldgico acompanhado por niveis excessivos de
estresse oxidativo devido ao aumento da demanda e utilizacdo de oxigénio. O
aumento do estresse oxidativo também esta relacionado a menor disponibilidade de
antioxidantes e aumento de oxidantes, como por exemplo a frutose, que esta
presente em grandes quantidades em alimentos ricos em xarope de milho, como
sucos industrializados, biscoitos, geleias, salgados e refrigerantes, estes produtos
sao consumidos durante a gestacao e lactagédo. De fato, a combinacédo do excesso
de frutose associado a alteracdes no perfil lipidico e obesidade, podem agravar o
estado metabolico, seja via inflamacao ou oxidagao (Berchieri-Ronchi et al.,2011).

Segundo Giris et al. (2018), animais alimentados com uma dieta rica em
frutose (60%) por 8 semanas foram capazes de desenvolver resisténcia a insulina,

apresentar niveis elevados de triglicerideos, do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
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a), de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBA-RS) e diminuir a atividade da
superoxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase (GSH-Px). Sendo assim,
uma hipotese para justificar os nossos resultados seria a interacdo das ERO, que
estdo aumentadas pelo consumo de frutose, com o DNA, indo ao encontro de
nossos resultados Sil et al. (2015), observaram dano genético oxidativo nas fémeas
gestantes e lactantes, bem como na sua prole uma vez que foi observado um dano
genético oxidativo nas fémeas gestantes e lactantes, bem como na sua prole (Sil et
al., 2015).

Corroborando com os resultados das fémeas, a prole também apresentou
aumento de danos ao DNA no sangue periférico total nos grupos que receberam
frutose através da méae, tanto no ensaio cometa alcalino quanto oxidativo. Os dados
do presente trabalho podem ter associacdo com as alteracdes metabdlicas ja citadas
anteriormente. Neste sentido, Crescenzo et al. (2018) sugerem que um aumento na
ingestdo de frutose em ratos jovens estd associado a inflamacgéo, aumento do fator
TNF-a e estresse oxidativo, além de danos ao DNA (Sir et al., 2015).

O excesso de frutose € consequéncia do aumento no consumo total
energético e de porgdes alimentares industrializadas, que incorpora a frutose contida
na forma de sacarose e xarope de milho (Gutgesell et al., 2009). Pesquisas em
animais tem demonstrado associacdes da incidéncia de diabetes gestacional com
alteracdes metabdlicas materna e fetal (Regnault et al., 2013). De acordo com
Carapeto et al. (2018) o consumo de uma dieta rica em frutose (45%) pela méae e/ou
pai estd associado a efeitos adversos no metabolismo do figado da sua prole. De
fato, quando avaliamos figado e rim, observamos um aumento de dano ao DNA no
figado das fémeas que ingeriram frutose (10%/L;20%/L) apOs o periodo de lactagao.
Grande parte do metabolismo da frutose acontece no figado (50-75%) e o restante
nos rins e adipdcitos, sendo assim o figado € o maior responsavel pela
metabolizacdo desse monossacarideo (Tappy e L€, 2010). Pensando nisso, sugere-
se que altas doses de frutose sobrecarregam a absorcao intestinal e depuracédo da
frutose intestinal, atingindo tanto o figado quanto a microbiota colénica (Jang et al.
2018).

Embora existam poucos estudos sobre danos em DNA e frutose na
gestacdo, sugere-se que uma dieta rica em frutose (60%) provoque aumento da
peroxidacao lipidica hepética e danos ao DNA no figado de animais (Castro et al.,

2012). Além disso, Zhao et al. (2018), mostraram que a alta ingestdo de frutose
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pode diminuir o fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), que possui
atuacdo na regulacdo da expressdo de enzimas antioxidantes, ocasionando
inflamacédo e estresse oxidativo no figado. Este resultado € preocupante, pois
demonstra que as condi¢cdes dietéticas durante a gravidez alteram o metabolismo
hepatico materno provocando anormalidades metabdlicas e genéticas na prole,
incluindo hiperglicemia ,dislipidemia (King, 2000) e danos em DNA.

Interessantemente, em nosso estudo o grupo controle apresentou elevado
niveis de danos ao DNA em figado e rim, sendo que a andlise foi realizada depois
do periodo da lactacdo. Sabe-se que fémeas que ndo passaram pela gestacdo e
lactacdo possuem baixos niveis de danos ao DNA (Heuser et al., 2008). Da mesma
forma, Aissa et al. (2013), avaliaram danos ao DNA em figado de fémeas adultas
tratadas com uma dieta rica em metionina e observaram que as fémeas do grupo
controle possuiam baixos niveis de danos ao DNA. Sendo assim, podemos sugerir
que em situagbes normais, fémeas adultas possuem danos basais no DNA em
sangue e tecidos periféricos, quando comparadas com aquelas que passaram pela
gestacao e lactacao (Heuser et al., 2008).

Além disso, observamos aumento de danos ao DNA no figado e rim da
prole (machos e fémeas). Semelhantemente aos nossos achados Yamada-Obara et
al. (2016), utilizando uma dieta com alto teor de frutose e gordura, em ratos fémeas
por 6 semanas antes da copula e mantida durante o periodo de gestacéo e lactacéao,
demonstraram niveis elevados de adiponectina, peso renal e parametros de
estresse oxidativo, sendo constatada lesdo renal e desequilibrios metabdlicos na
prole.

Acredita-se que uma dieta rica em frutose, em animais jovens, provoque
distirbios hepaticos, com aumento nos niveis de triglicerideos, marcadores
oxidantes (TBARS) e baixos niveis de antioxidantes (SOD) (Zaki et al., 2018). Isto
esta de acordo com nossos resultados, pois observamos que a prole obteve um
desequilibrio hepético, através da analise do perfil lipidico, e aumento nos niveis de
triglicerideos, sendo que isso pode estar associado ao aumento de danos em DNA
nos animais, uma vez que a hiperlipidemia pode levar ao estresse oxidativo que por
sua vez leva a danos no DNA (Dos Santos et al., 2018). Da mesma forma, Hininger-
Favier et al. (2009), sugerem que uma dieta rica em frutose apresenta maior
peroxidacao lipidica e dano oxidativo ao DNA em figado de animais, tanto nas maes

quanto na prole.
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Outro teste utilizado neste trabalho para andlise da instabilidade
gendmica foi o teste do MN em medula éssea de camundongos, que apresenta uma
estimativa da quantidade de mutacdes cromossdmicas induzidas através de eventos
de clastogénese e aneugénese (Krishna e Hayashi, 2000). Da mesma forma que no
ensaio cometa, os resultados mostraram um aumento significativo de MNs nas
fémeas dos grupos que receberam frutose 10%/L, apds o periodo de lactacdo em
relacdo grupo controle. demonstrando uma acdo mutagénica da frutose neste
periodo. No entanto, a prole (machos e fémeas), diferentemente das maes, nao
foram observadas diferencas em relagdo ao controle nem indicios de citotoxicidade,
atraves da proporcdo EPC/ENC nos filhotes de mées que receberam frutose durante
a gestacéo e lactacao.

S&o0 escassos o0s trabalhos relacionando a mutagenicidade com o periodo
gestacional e de lactagdo com frutose na literatura. MacGregor et al. (1989)
avaliaram o potencial mutagénico in vivo de varios acucares incluindo a frutose e
aminoacidos, e encontraram mutagenicidade nas combinacdes de frutose e lisina.
Corroborando, Pool et al. (1984), indicaram um potencial mutagénico no
desenvolvimento de métodos analiticos com D-frutose. Sugere-se que altas doses
de sorbitol (metabdlito da frutose) cause genotoxicidade nos hepatécitos, devido a
presenca de micronucleos (Cardoso et al., 2016). No nosso trabalho, a frutose foi
mutagénica apenas nas fémeas ap0s o periodo da gestacdo e lactacdo. Dessa
forma, os resultados ndo sugerem um potencial mutagénico na prole. Isto pode ser
devido as mutacbes epigenéticas gaméticas que ocorrem na prole durante a
concepcao (Ross e Canovas, 2016).

De fato, € importante levar em consideracdo que a exposi¢cao precoce a
frutose pode determinar a suscetibilidade de doencas metabdlicas em longo prazo,
isto é, a nutricdo materna pode influenciar fortemente a salde da prole na vida
adulta (Ching et al., 2011). Assim, conclui-se com estes resultados, a necessidade
de intervencdes nutricionais para jovens e adultos, bem como para a prevencao de
alteracdes metabdlicas induzidas pela frutose durante a gravidez e lactagdo, em

virtude das alteragcbes genéticas, metabdlicas e nutricionais.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, no periodo da gestacdo e lactacdo as duas doses de
frutose testadas (10%/L; 20%/L) apresentaram atividade genotoxica e mutagénica,
associada ao aumento do consumo alimentar, peso corporal, perfil lipidico e glicemia
de jejum. Da mesma forma, na prole (machos e fémeas) destas fémeas, ambas as
doses de frutose também foram capazes de aumentar a instabilidade genética. Além
disso, a prole (machos e fémeas) apresentaram alteracées nutricionais e
metabolicas em virtude do aumento do consumo alimentar, peso corporal, perfil
lipidico e glicémico. J& a prole de fémeas, que receberam frutose via gestacéo e
lactacdo, desenvolveram sindrome metabdlica no inicio da vida. Com isso, pode-se
sugerir que o alto consumo de frutose durante o periodo de gestacdo e lactacdo €
prejudicial tanto para as maes gestantes quanto para sua prole. Dessa forma,

salienta-se a conscientizacdo do consumo da frutose entre as gestantes e lactantes.

LimitacOes e perspectivas

Um das limitacBes encontradas no nosso estudo foi avaliar a prole até a
vida adulta e as vias moleculares uma vez que as mesmas sao pouco abordadas.

Como perspectivas futuras, seria de grande valia avaliar a prole até a
vida adulta, buscando relacionar parametros comportamentais, moleculares e de
estresse oxidativo a fim de analisar as vias metabdlicas associadas a esses

resultados na prole.
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