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RESUMO

A nutrigdo materna saudavel, antes e durante a gestacdo ¢ amamentagdo, ¢ crucial para o
desenvolvimento adequado da progénie, uma vez que excesso de gorduras e de carboidratos ou
mesmo a restricao proteica podem alterar o ambiente intrauterino e programarem doengas na
vida adulta da prole, como diabetes mellitus tipo 2, obesidade, doengas cardiovasculares, entre
outras. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi identificar os impactos renais e metabolicos
para a prole, de diferentes idades, de ratas Wistar tratadas com frutose (20%) ou sacarose (20%)
durante a gestagdo e lactagdo. Uma vez gravidas, as maes e seus filhotes fémeas de 1, 7 ¢ 90
dias foram divididos nos seguintes grupos: 1) Grupo Controle: maes que ingeriram agua e ragao
comercial; 2) Grupos Frutose: maes que ingeriram solu¢do de frutose 20% e ragdo comercial, e
3) Grupo Sacarose: maes que ingeriram solucdo de sacarose 20% e ragdo comercial. Foram
coletados rins, figado e coracdo dos filhotes fémeas, mas as de 90 dias foram submetidas as
avaliagdes renais e metabolicas, antes da coleta de 6rgdos. As maes dos grupos experimentais
ingeriram menos racao e mais liquidos na gestacao que as controles, além das maes do grupo
Sacarose terem apresentado aumento de triglicerideos (TG) plasmaticos e maior peso corporal
na lactagdo. Ja os filhotes, ndo foram diferentes para o peso corporal e pesos relativos dos 6rgaos
coletados, mas na vida adulta, a glicemia de jejum foi maior nos grupos experimentais, além do
grupo Sacarose ter apresentado aumento de TG em relagcdo aos demais, enquanto no grupo
Frutose foi observada perda de fungdo renal, quando comparado aos controles de mesma idade.
A dieta rica em carboidratos, por si s0, foi capaz de provocar alteragdes renais e metabdlicas
importantes na prole, mas carboidratos diferentes interferem no tipo e magnitude dessas

alteracoes.

Palavras-chave: Programacgao Fetal; Prole; Fungcao Renal; Frutose; Sacarose.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 180 litros de plasma sdo filtrados diariamente pelos rins e apenas 1 a 2 litros
sdo eliminados pela urina (AIRES, 2008). Além desta fun¢do, os rins regulam o volume e os
componentes dos liquidos extracelulares, participam da manutencdo da pressdo arterial e do
equilibrio acido base corporal, produzem hormdnios, excretam produtos do metabolismo
enddgeno e reabsorvem substancias importantes (GUYTON, 2008). O rim de mamiferos ¢
derivado de trés estruturas fetais de acordo com a seguinte ordem de desenvolvimento: pronefro
(ndo funcional) que se forma no inicio da quarta semana de gestacdo em humanos, mesonefro
(temporario) que se degenera no final do terceiro trimestre ¢ o metanefro, originado no inicio
da quinta semana, que resultard nos rins permanentes, a partir da interagdo mutua entre o
blastema nefrogénico e o broto ureteral, que ¢ o primordio do ureter, da pelve renal, dos calices
e dos tubulos coletores (MOORE, 2012).

Enquanto em humanos todo o processo de desenvolvimento renal acontece no periodo
de vida intrauterino e a duragdo da gestagdo ¢ de 40 semanas, em roedores, a gestacao tem
duragdo de 21 dias e os rins comegcam a se desenvolver por volta do 11°/12° dia de vida
embrionaria e este processo s6 se completa no periodo pos-natal (AMRI et al, 1999).

Durante a gestacao, a demanda de nutrientes maternos encontra-se aumentada devido a
maior necessidade de energia, entretanto, o equilibrio entre a ingestdo e as recomendacdes
nutricionais ¢ fundamental, pois tanto o excesso quanto a falta de nutrientes nesta fase podem
ser prejudiciais ao feto (MARANGONI et al, 2016) e estao relacionados com a deficiéncia no
crescimento fetal, na propensao as doengas cronicas como diabetes tipo 2, hipertensao entre
outras (YAYA et al, 2018). Neste contexto, define-se o conceito de programacao fetal, em que
estimulos adversos apresentados as maes, durante a gestacdo, podem redirecionar vias de
desenvolvimento e alterar de modo permanente a estrutura e fungao tecidual do feto, resultando
em disturbios na vida adulta da prole, uma vez que o desenvolvimento embrionario e fetal
consiste em periodos criticos de rapida diferenciag¢do celular, crescimento, desenvolvimento e
maturacdo de o6rgdos (DRAKE & WALKER, 2004; GUILLOTEAU et al, 2010; SARI et al,
2015),

Uma nutri¢do inadequada em proteinas, por exemplo, nos periodos pré e pos-natal pode
causar danos no cortex renal da prole, ou seja, tanto uma dieta materna com sobrecarga quanto
uma dieta com deficiéncia proteica podem gerar filhotes com sobrepeso ou desnutridos que,

independentemente da situagdo, podem estar predispostos a desenvolverem insuficiéncia renal



e hipertensdo, devido ao comprometimento da nefrogénese (PEDROZA et al, 2018). Outro
estudo demonstrou que os filhotes machos e fémeas de ratas Wistar, expostos a dieta rica em
gordura, durante a gestacdo e lactagdo, podem apresentar predisposi¢ao ao desenvolvimento de
obesidade independentemente da nutri¢io pés-natal (NEGRAO; LICINIO, 2000). Além disso,
foi observado que distirbios enddcrinos na gestacdo, além de dietas alteradas, também podem
programar doengas na prole. Rezende e colaboradores (2020) mostraram que filhotes machos
jovens de maes hipotireoideas tiveram comprometimento do desenvolvimento gastrico e
intestinal, alteracdes estruturais que podem repercutir no funcionamento desses 6rgaos na vida

adulta.

Os aglcares ou carboidratos s3o compostos formados por atomos de carbono,
hidrogénio e oxigénio e sdo classificados em 3 grupos: monossacarideos (glicose, galactose e
frutose), dissacarideos ou oligossacarideos (lactose, sacarose, maltose) e polissacarideos
(amido, glicogénio). Outra classificacdo pode ser feita quanto a origem dos agucares, 0s
naturalmente encontrados nos alimentos, como a frutose presente nas frutas e a lactose presente
no leite, e aqueles extraidos de cana de actcar, beterraba e milho para posterior uso na
elaboragdo de alimentos processados, sendo esses ultimos chamados de “acucares de adicao”
(LEVY et al, 2012). O limite maximo de consumo de agucares de adicao recomendado pela
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) ¢ de 10% do total de calorias da dieta (LEVY et al,
2012), nos EUA, 58% de homens e mulheres com idade entre 19 e 30 anos e 63% de homens e
mulheres entre 31 e 50 anos consomem entre 5 e 20% de suas calorias diarias na forma de
acucares de adicdo, sendo a média em torno de 15% (MARRIOT et al, 2010). Ja no Brasil, o
consumo excessivo de agucares de adigdo nos domicilios urbanos e rurais de todas as regioes
ultrapassa em mais de 60% o limite médximo de consumo recomendado pela OMS (LEVY et

al, 2012), atualmente esse consumo pode ser ainda maior.

Os agtlicares mais consumidos no mundo sdo a sacarose (agtcar branco ou de mesa),
glicose e xarope de milho rico em frutose (KISIOGLU; NERGIZ-UNAL, 2018). O consumo
mundial de frutose aumentou principalmente na forma refinada ou processada sendo este, um
dos agucares naturais mais doces, estando presente em diversas bebidas e alimentos
industrializados (DOUARD; FERRARIS, 2008). Ha evidéncias da relacdo entre o maior
consumo de frutose e glicose e o risco aumentado de obesidade e diabetes tipo 2 (MONTONEN,
2007).

Um estudo com ratos da linhagem Wistar mostrou que a dieta materna com sacarose ou

com xarope de milho rico em frutose foi capaz de influenciar diretamente na satde das maes,



pois o consumo materno do primeiro provocou maior adiposidade e niveis plasmaticos elevados
de colesterol total, enquanto que a frutose aumentou a insulina e reduziu acidos graxos nao-
esterificados. Esses efeitos maternos podem gerar consequéncias na vida adulta da prole (TOOP
et al, 2015), segundo os estudos de programacao fetal. Alzamendi e colaboradores (2010)
relataram que filhotes de ratas Sprague-Dawley, que consumiram uma dieta rica em frutose na
gestacao e lactagdo, desenvolveram obesidade na idade adulta, aumento do peso corporal, de
insulina, do transporte de acidos graxos para o musculo esquelético e desenvolvimento de
desordens cardiovasculares e metabdlicas. Posteriormente, HSU e colaboradores (2016)
verificaram que uma dieta com 60% de frutose no periodo gestacional e lactacional ocasionou
hipertensdo na prole de 12 semanas, independentemente do sexo. Além disso, um trabalho
experimental mais recente demonstrou que a ingestdo materna de solu¢ao de frutose 20%,
durante a gestacdo e lactacdo, foi responsavel por aumentar os niveis de corticosterona
circulantes na prole, decorrentes da redugdo na metabolizagao e clearance desse hormdnio, que
em concentragdes elevadas no decorrer da vida podem gerar danos como hipertensdo e

resisténcia a insulina na progénie (MUNETSUNA et al, 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando:

1) que houve uma mudanga importante nos habitos alimentares da populagdo nos
ultimos tempos, com aumento significativo no consumo de alimentos e bebidas ricos em
acucares de adigdo, e evidéncias de que a ingestdo aumentada de carboidratos, também durante
a gestacdo e lactacdo, podem resultar em efeitos deletérios para a prole;

2) que filhotes de 16 semanas de ratas Sprague-Dawley expostas a frutose antes, durante
e apds a gestagdo, apresentaram glomeruloesclerose, redu¢dao de podocina (importante
constituinte da barreira de filtragdo) e aumentada expressdo de Transforming-Growth Factor-1
(TGF-B1) renal, (YAMADA-OBARA et al, 2016);

3) Se somente o consumo excessivo de acucares na gestacdo e lactacdo ¢ capaz de
programar alteracdes na prole ou se o tipo de carboidrato influencia nesse processo, estudos
que facam essa comparacao e avaliem as repercussoes renais da ingestdo glicidica materna

aumentada para a progé€nie sao extremamente necessarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos metabolicos e renais do consumo elevado de diferentes carboidratos
(frutose ou sacarose), durante a gestacao e lactacdo, de ratas Wistar, bem como avaliar possiveis

alteragdes renais da prole.

3.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar os efeitos maternos do consumo aumentado dos carboidratos (frutose e sacarose)
durante a gestacao e lactacao para o perfil lipidico, peso corporal, glicemia e consumo de ragao
e de liquidos;

2) Analisar as consequéncias do consumo materno aumentado dos carboidratos (frutose e
sacarose), durante a gestacao e lactagdo de ratas Wistar no peso corporal e nos pesos relativos
renal, hepatico e cardiaco dos filhotes de 1, 7 e 90 dias de idade; nos niveis plasmaticos de
colesterol total (CT) e triglicerideos (TG), Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG), Excrecao
Urinaria de Proteinas (EUP) e Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) dos filhotes de 90 dias
de idade; e,

3) Comparar se as repercussoes para a prole sao diferentes dependendo do tipo de carboidrato

(frutose ou sacarose) ingerido pelas maes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Todos os experimentos relatados neste trabalho foram avaliados e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFU (Protocolo CEUA 015/19) (ANEXO 1).

Foram utilizadas 27 fémeas de ratos Wistar de aproximadamente 180g e 5 machos
Wistar de aproximadamente 350g, separados em caixas por sexo, com agua e racao ad libitum,
para acasalamento (2 a 3 f€émeas para cada macho). Uma possivel gravidez foi constatada pela
presenca de espermatozoides no esfregago vaginal. Uma vez gravidas, as maes e seus filhotes
fémeas foram divididos nos seguintes grupos:

Grupo 1 (Controle com dieta comercial): filhotes de 1, 7 e 90 dias de idade de maes que
receberam dieta comercial e dgua ad libitum durante a gestacdo e amamentagao;

Grupo 2 (Frutose: Dieta Comercial + solucio de frutose 20%): filhotes de 1, 7 e 90 dias
de idade de maes que receberam dieta comercial + solugdo de frutose 20% (frutose diluida em
agua), em substituicao a agua, durante a gestacao e amamentagao.

Grupo 3 (Sacarose: Dieta Comercial + solucio de sacarose 20%): filhotes de 1, 7 ¢ 90
dias de idade de maes que receberam dieta comercial + solugdo de sacarose 20% (sacarose
diluida em agua), em substitui¢ao a dgua, durante a gestagao ¢ amamentagao.

As ratas gravidas tiveram a variagdo de peso corporal verificada a cada 5 dias, durante toda
a gestacdo e lactagdo, assim como foram analisados os consumos de liquidos e ragao por 5 dias
consecutivos somente na gestacao, essas maes também foram submetidas a coleta de sangue,
por ordenhamento de cauda, para verificagdo de glicemia e perfil lipidico aos 20 dias de
gestacdo e de lactacdo. As filhotes fémeas de 1, 7 e 90 dias de idade foram anestesiadas com
halotano e tiveram seus rins, cora¢do e figado retirados para determinacdo do peso relativo
desses Orgdos e para as analises renais morfométrica (areas dos corpusculos renais, dos tufos
glomerulares e do espago capsular), de colageno cortical e imuno-histoquimica (para avaliagao
da presenca ou ndo de lesdo renal) e andlises morfologicas hepaticas e cardiacas, embora essas
analises ndo tenham sido apresentadas neste trabalho. No entanto, as filhotes f€émeas de 90 dias
foram submetidas as analises de Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), Taxa de Filtragdo
Glomerular (TFG) e Excrecdo Urindria de Proteina (EUP) antes de serem anestesiadas e terem

seus orgaos coletados.
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4.2 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Apds um periodo de jejum de 6 horas, uma gota de sangue foi retirada da veia caudal
dos filhotes fémeas de 90 dias. Em seguida, os animais receberam uma solugao de glicose 20%
via gavagem (tempo 0). A glicemia foi registrada com o auxilio de um glicosimetro nos tempos
0 (antes da administragdo da solugdo de glicose), 30, 60 e 120 minutos ap6s a gavagem

(adaptado de CORREIA-SANTOS et al., 2012).

4.3 Determinacio de Colesterol Total (CT) e Triglicerideos Plasmaticos (TG)

Os niveis séricos de CT e de TG foram determinados por método enzimatico-Trinder
colorimétrico (Labtest) e avaliados nos filhotes fémeas de 90 dias. A intensidade da cor
vermelha formada na reagdo final era diretamente proporcional a concentracao do CT e TG na

amostra.

4.4 Avaliacao da Taxa de Filtracio Glomerular (TFG) e Excrecao Urinaria de Proteina
(EUP)

A TFG e EUP foram avaliadas nos filhotes fémeas de 90 dias por colorimetria (Labtest).
Para isso, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas e toda a urina de 24 horas foi
devidamente coletada; posteriormente, uma amostra de sangue foi retirada da cauda dos
animais. A TFG foi avaliada pelo clearance de creatinina, para o qual foram dosadas a
creatinina plasmatica e urinaria e determinado o volume urinario. J& para EUP, a absorbancia

registrada era diretamente proporcional a quantidade de proteina na amostra de urina.

Fonte: Area de Ciéncias Fisiologicas (ARFIS).
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4.5 Delineamento experimental

Avaliagdes na prole

Coleta de érgdos de filhotes Provas funcionais e coleta de érgdos
dele7D de filhotes de 90D
1D 7D 90D

o —

\ J
I Y
Gestagcdo: 21 dias Lactagdo: 21 dias
Consumo de liquido e ragdo, peso, Peso e glicemia
TG, CT, glicemia
\ J

Avalia¢gGes maternas

4.6 Analise estatistica

Primeiramente, os dados foram analisados no software GraphPad Prism Version 5.00
(Trial) quanto a presenga ou nao de distribui¢do normal, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Quando apresentaram distribuicao normal, foi utilizado teste paramétrico ANOVA com pos
teste de Tukey ou two-way ANOVA com pos teste de Bonferroni, caso ndo apresentassem
distribuicao normal, foi usado o teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn.

O nivel de significincia adotado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados maternos
5.1.1 Consumo diario de racio e consumo de liquido

Foram avaliados os consumos médios alimentar e de liquidos maternos por dia, durante
cinco dias consecutivos da segunda semana de gestacdo, e pode-se perceber que as maes do
grupo Sacarose consumiram mais liquidos que o grupo Controle nos 2° e 5° dias de avaliacdo,
enquanto no grupo Frutose houve apenas uma tendéncia de aumento nos mesmos dias (Figura
1). Quanto ao consumo alimentar, as maes dos grupos experimentais ingeriram menos ragao
que as do grupo Controle, na maior parte do periodo, sendo o consumo do grupo Sacarose
menor nos 2°, 3°, 4° e 5° dias, enquanto que o do grupo Frutose, nos 3°, 4° e 5° dias de analise
(Figura 2), muito provavelmente pelo aumento da disponibilidade calérica contida nos liquidos

ingeridos pelas maes desses grupos.

Consumo materno de liquido

150+ *C
*Cc -e= Controle
-o- Frutose

’TET 1004 -e- Sacarose
Py
£
=
(e} -
9 50

c T T T T 1

0 1 2 3 4 5

Dias

Figura 1. Consumo materno diario de liquido medido em mililitros (ml) por dia dos grupos Controle (n=9), Frutose
(n=10) e Sacarose (n=8). Two-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média +

EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus Controle.

Consumo materno de ragao
-o- Controle

-o- Frutose
20- *C ***C  **C -e- Sacarose

*C **C #*C **C

o

Dias
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Figura 2. Consumo materno didrio de racdo medido em gramas (g) por dia dos grupos Controle (n=9), Frutose
(n=10) e Sacarose (n=8). Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média +
EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle; **C: p<0,01 versus

Controle; *C: p<0,05 versus Controle.

5.1.2 Glicemia materna e variacio do peso materno

A glicemia materna ndo foi diferente entre os grupos estudados no 20° dia de gestagao
e nem no 20° dia de lactagdo (Figura 3), mas as maes dos grupos experimentais mostraram uma
tendéncia de peso reduzido na lactacdo. No entanto, essa diferencga sé foi significativa entre o
grupo Sacarose e Controle nos 30° e 35° dias de avaliagdo, ou seja, nos 10° e 15° dias de

lactagdo, uma vez que esse parametro foi avaliado a cada cinco dias, durante toda a gestagado e

lactagdo (Figura 4).

Variagao de glicemia materna

1204
-e- Controle
5 -~ Frutose
5 110
= -o- Sacarose
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Figura 3. Glicemia materna no 20° dia de gestagdo e lactagdo em mg/dL dos grupos Controle (n=9), Frutose (n=10)

e Sacarose (n=8). Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os resultados representam a média = EPM. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 4. Variacao do peso corporal materno em gramas (g) durante a gestacao e lactacdo dos grupos Controle
(n=9), Frutose (n=10) e Sacarose (n=8). Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os resultados
representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle; *C:

p<0,05 versus Controle.

5.1.3 CT e TG maternos

O perfil lipidico materno também foi avaliado na gestagdo e, embora os niveis de CT
ndo tenham sido diferentes entre os grupos (Figura 5), os niveis plasmaticos de TG foram
maiores no grupo Frutose em comparacdo aos de Sacarose e, em ambos, maiores quando

comparados aos controles (Figura 6).
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Figura 5. Colesterol total das mies em mg/dL dos grupos Controle (n=9), Frutose (n=10) e Sacarose (n=8).
Kruskall-Wallis com pos-teste de Dunn. Os valores representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. Os resultados

representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 6. Triglicerideos das maes em mg/dL dos grupos Controle (n=9), Frutose (n=10) e Sacarose (n==8).
ANOVA com pds-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado foi

de p<0,05. **C: p<0,01 versus Controle; *C: p<0,05 versus Controle; *S: p<0,01 versus Sacarose.

5.2 Dados da prole
5.2.1 Peso corporal da prole e relacio peso do rim; figado; coragcao/peso do corpo (ou peso

relativo)

O peso corporal da prole aumentou ao longo do tempo, de forma que os filhotes de 90
dias apresentam peso maior que os de 1 e 7 dias (Figura 7), conforme esperado. Ja o peso
relativo cardiaco € menor nos filhotes de 90 dias, em relagdo aos de 1 e 7 dias (Figura 8), assim
como o peso relativo renal (Figura 9), quando comparado aos animais de 7 dias, demonstrando
que a taxa de desenvolvimento e crescimento do coracdo e rins € maior que o crescimento
corporal nos primeiros dias de vida. Ja o peso relativo hepatico € praticamente constante ao
longo de todo o periodo estudado para os 3 grupos (Figura 10). Apesar das diferencas por conta

da idade analisada, ndo houve diferencas entre os grupos para esses parametros.
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Figura 7. Peso dos filhotes de 1, 7 € 90 dias de idade em gramas (g) dos grupos Controle (1D=7, 7D="7, ¢ 90D=11),
Frutose (1D=8, 7D= 8 ¢ 90D=13) e Sacarose (1D=7, 7D= 9 e 90D=14). Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn.
Os valores representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***1D e

7D: p<0,001 versus animais de 1 e 7 dias.
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Figura 8. Peso relativo cardiaco dos filhotes de 1,7 e 90 de idade em gramas (g) dos grupos Controle (1D=7, 7D=
7, ¢ 90D=11), Frutose (1D=8, 7D= 8 ¢ 90D=13) e Sacarose (1D=7, 7D= 9 e 90D=14). Kruskall-Wallis com pos-

teste de Dunn. Os valores representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de

p<0,05. *1D e 7D: p<0,05 versus animais de 1 e 7 dias.
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Figura 9. Peso relativo renal dos filhotes de 1,7 e 90 de idade em gramas (g) dos grupos Controle (1D=7, 7D=17,
e 90D=11), Frutose (1D=8, 7D= 8 ¢ 90D=13) e Sacarose (1D=7, 7D=9 e 90D=14). Kruskall-Wallis com pos-teste

de Dunn. Os valores representam a mediana com IQ 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05;

*7D: p<0,05 versus animais de 7 dias.
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Figura 10. Peso relativo hepatico dos filhotes de 1,7 ¢ 90 de idade em gramas (g) dos grupos Controle (1D=7,
7D= 17, ¢ 90D=11), Frutose (1D=8, 7D= 8 ¢ 90D=13) ¢ Sacarose (1D=7, 7D= 9 ¢ 90D=14). Kruskall-Wallis com

pos-teste de Dunn. Os valores representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05.

5.3 Dados metabolicos e funcionais dos filhotes de 90 dias

5.3.2 TOTG

A partir do TOTG, observou-se que os filhotes de 90 dias dos grupos Frutose e Sacarose
apresentaram maior glicemia de jejum que os controles, mas ndo foram diferentes entre si, além
da glicemia nos animais desses grupos ter diminuido ap6s a administragdo de glicose,

comportamento diferente do apresentado pelo grupo controle (Figura 11).

TOTG
120
-o- Controle
***C
=5 -o- Frutose
%) 100 -e- Sacarose
E
8
£
3 80
(0]
ec T T T T 1
30 60 90 120
90 dias

Figura 11. Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) dos filhotes de 90 dias em mg/dL dos grupos Controle
(n=8), Frutose (n=10), Sacarose (n=9) Two-way ANOV A com pds-teste de Bonferroni. Os resultados representam

a média =+ EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle **C: p<0,01

versus Controle.

532CTeTG

Quanto ao perfil lipidico, ndo houve diferengas entre os grupos para o CT (Figura 12),
mas os niveis plasmaticos de TG foram maiores nos filhotes de 90 dias do grupo Sacarose,

quando comparado aos controles (Figura 13).
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Figura 12. Colesterol total dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=8), Frutose (n=10),
Sacarose (n=10) ANOVA com pods-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 13. Triglicerideos dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=10), Frutose (n=12),
Sacarose (n=13) ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus Controle.

5.3.3 Creatinina plasmatica, Taxa de Filtracao Glomerular (TFG) e Excre¢ao Urinaria de

Proteina (EUP)

A creatinina plasmatica também ndo foi diferente entre os grupos, embora uma
tendéncia ao aumento possa ser percebida no grupo Frutose (Figura 14), o que indicaria uma
possivel perda de fun¢do renal. De fato, o grupo Frutose apresentou menor TFG que o grupo
Controle, parametro que foi avaliado pelo clearance de creatinina, vale ressaltar que o grupo
Sacarose apresentou tendéncia a reducdo da TFG (Figura 15). No entanto, a EUP ndo foi

diferente entre os grupos (Figura 16).
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Figura 14. Creatinina plasmatica dos filhotes de 90 dias de idade em mg/dL dos grupos Controle (n=9), Frutose

(n=12), Sacarose (n=13) ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.
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Figura 15. Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) dos filhotes de 90 dias de idade em mL/min/100g dos grupos

Controle (n=9), Frutose (n=12) e Sacarose (n=11) ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a

média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus Controle.
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Figura 16. Excre¢ao Urinaria de Proteina (EUP) dos filhotes de 90 dias de idade em mg/24h dos grupos Controle
(n=10), Frutose (n=12), Sacarose (n=12) ANOVA com pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média +
EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Segundo Langley-Evans (2015), mudangas na nutricdo materna podem alterar o
ambiente intrauterino e assim gerarem adaptacdes fisiolégicas e metabolicas na prole uma vez
que, durante o desenvolvimento as células e tecidos possuem alta plasticidade para responder
ao ambiente e garantir sua sobrevivéncia (programacao fetal). Essa remodelagao sofrida pelas
células e tecidos podem influenciar no risco de doengas futuras. Neste trabalho, ratas Wistar
foram tratadas na gestacao e lactagdo com uma dieta rica em carboidratos (Sacarose ou Frutose),

afim de se criar um ambiente adverso para os filhotes e assim estudar suas repercussdes.

Em relacdo as maes, notou-se que os grupos expostos a dietas ricas em carboidratos
consumiram menos racdo e mais liquidos, quando comparados ao controle, muito
provavelmente por conta do aumento da ingestdo caldrica via liquidos ingeridos, o que resultou
em uma diminuigdo compensatoria na ingestao alimentar. Apesar disso, ndo houve diferenga
de peso corporal materno durante a gestagao entre os grupos estudados, embora haja uma
tendéncia a redugdo desse parametro durante a lactacdo, mas essa diferenca so foi significativa
no grupo Sacarose em comparacao as controles no 10° e 15° dias de lactagcdo. Um estudo com
ratas Wistar divididas em 3 grupos: 1) grupo controle; 2) tratadas com sacarose (dissacarideo
de glicose e frutose) e 3) com xarope de milho com alto teor de frutose (55% de frutose) por 4
semanas, antes do acasalamento e durante toda a gestacao e lactagdo, também mostrou menor
consumo de ragdo pelos grupos hipercaloricos em relacdo ao controle e auséncia de diferenca
significativa no peso corporal materno (TOOP et al, 2015). O peso corporal possivelmente nao
foi alterado nos grupos hipercaléricos, neste estudo e no de TOOP e colaboradores,
possivelmente pelo fato da maior ingestdo de liquido ter sido compensada pela redugdo na

ingestdo de racdo, de forma que o consumo caldrico total ndo tenha sofrido grandes alteragdes.

Quanto a glicemia e os niveis de CT maternos nao houve diferencgas significativas entre
os grupos. De acordo com TOOP e colaboradores (2015), no estudo citado no paragrafo citado
acima, a concentragao de glicose plasmatica também ndo foi diferente, mas houve aumento de
CT e colesterol LDL no grupo Sacarose, em relagiio aos outros. E possivel que essa divergéncia
de dados possa ser explicada pelo tempo em que as maes tiveram acesso a dieta, até¢ a

verificacdo desses parametros.
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Apesar dos resultados encontrados para o CT e embora a dosagem das fracdes de
colesterol ndo tenha sido feita neste trabalho, os niveis de TG maternos foram maiores no grupo
Frutose, quando comparado aos grupos Controle e Sacarose, mostrando que a frutose causou
uma maior alteracdo do perfil lipidico materno. De acordo com Rodriguez e colaboradores
(2013), ratas gravidas alimentadas com frutose (10%) na gestacdo e lactagdo se apresentaram
hipertrigliceridémicas, em comparagdo as controles. Um estudo com ratas da linhagem
Sprague-Dawley, alimentadas com uma dieta hipercalérica antes e durante a gestacdo e
lactacdo, totalizando 20 semanas com a dieta, relatou aumento de TG plasmaticos em grupos
tratados com frutose 100% (livre), frutose 55% (livre) e sacarose 20% (frutose ligada)
(YURUK; NERGIZ-UNAL, 2017), mas vale ressaltar que as concentracdes de frutose e o
tempo de exposi¢do a dieta sdo diferentes do presente trabalho, sendo um possivel indicativo
que o tempo de exposicdo e a concentracdo de carboidratos interferem nos disturbios
metabdlicos maternos. Foi verificado também que ratos machos Sprague-Dawley, alimentados
por 1 semana com frutose 33% ou glicose 66% apresentaram os mesmos niveis de TG
plasmaticos, porém um outro grupo alimentado com frutose 66% mostrou aumento de TG e de
VLDL, sugerindo hipertrigliceridemia induzida por frutose e que machos tratados com frutose
mais concentrada e por menos tempo, responde mais com aumento de TG do que fémeas
(ZAVARONI et al, 1982). Em uma revisao, Toop & Gentili (2016) sugerem que o consumo de
bebidas adocadas em concentragdes de 10% (p/v) estdo relacionadas com aumento de TG no
sangue, de forma que mesmo o consumo com baixa concentracdo de acucares, possa induzir

sinais de sindrome metabdlica em roedores.

Em relagdo aos filhotes fémeas de diferentes idades, nao houve diferenga significativa
nos pesos corporais entre os grupos, assim como foi observado para filhotes machos e fémeas
de 12 semanas de idade, de ratas Wistar, expostas a uma dieta materna pré e pds natal com
sacarose ou frutose a 10% (p/v) (TOOP et al, 2017). Entretanto, YURUK; NERGIZ-UNAL
(2017) observaram aumento de peso em filhotes de 3 semanas de ratas Sprague-Dawley,
tratadas com dieta 1) frutose 55%; 2) frutose 100% livre e 3) sacarose (50% frutose ligada) por
12 semanas antes do acasalamento e mantidas na gestacdo. Essa divergéncia entre as pesquisas
pode ocorrer devido as diferencas dos tipos de carboidratos administrados, concentragao, tempo

de exposi¢do, consumo e idade em que os filhotes foram avaliados.

Assim como o peso corporal da prole, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos para os pesos relativos cardiaco, hepatico e renal dos filhotes de 1, 7 e 90 dias, dados

que estdo de acordo com TOOP e colaboradores (2017), que avaliaram filhotes de 3 e 12



26

semanas idade, de maes tratadas com frutose ou sacarose (10% p/v), por 4 semanas antes do
acasalamento e durante toda a gestacdo e lactacdo, ou seja, o consumo materno de frutose ou
sacarose nao interfere no ritmo de crescimento/desenvolvimento corporal e desses 6rgaos, em

especifico, na prole.

Quanto as avaliagdes do perfil lipidico, os niveis de CT nos filhotes fémeas de 90 dias
de idade nao foram diferentes entre os grupos propostos neste trabalho, embora nao tenham
sido analisadas suas fragdoes (HDL, VLDL e LDL), como dito anteriormente. TOOP e
colaboradores (2017) mostraram que filhotes fémeas e machos de 12 semanas, de maes que
consumiram frutose 55%, apresentaram HDL mais alto e LDL menor e, portanto, aumento na
propor¢ao HDL/LDL, em comparac¢do aos animais controles, mas em contrapartida, filhotes de
3 semanas do mesmo grupo apresentaram diminuigao do HDL e da razdo HDL/LDL, sugerindo
um perfil lipidico sanguineo mais prejudicial em relagdo aos filhotes de 12 semanas (TOOP et

al, 2017).

Ja em relacao aos TG plasmaticos, houve aumento nos filhotes fémeas de 90 dias do
grupo Sacarose, quando comparadas as controles. ZHANG e colaboradores (2018) relataram
que filhotes machos expostos a mesma dieta consumida pelas maes (sacarose 20%), apds o
desmame, apresentaram nivel plasmatico de TG aumentado, possivelmente pela diminui¢ao da
depuracao de lipoproteinas ricas em TG pelo figado ¢ aumento do conteudo de glicogénio
hepatico. Em um outro estudo com ratos Sprague—Dawley, filhotes machos e fémeas ( 21 dias
de idade) de maes alimentadas com alto teor de gordura e sacarose, sendo que foi adicionado
refrigerante (100% sacarose) e chocolate (33% gordura e 53% sacarose), além da 4gua e racao
padrdo, apresentaram TG hepaticos aumentados e possivel perda da fun¢do hepatica de eliminar

acidos graxos pela oxidagdo e exportacdo de VLDL (KJAERGAARD et al, 2014).

Para avaliar a resposta glicémica em filhotes de 90 dias, realizou-se o TOTG, onde
observou-se que a glicemia em jejum dos grupos experimentais foi maior que a do grupo
controle e, apds a sobrecarga de glicose, a glicemia nesses grupos diminuiu, diferentemente do
observado nos controles de mesma idade. Em filhotes machos (90 dias de idade) de ratas
Sprague—Dawley que consumiram frutose 10% (p/v), apenas na gestagao, observou-se indugao
de resisténcia a insulina, aumento de leptina e estresse oxidativo plasmatico, mas ndo em fémeas
de 90 dias de idade. A prole masculina teve hiperleptinemia e aumento de insulina em jejum.
Esse achado sugere resisténcia a insulina e resisténcia a leptina em ilhotas pancreéticas, uma

vez que a insulina estimula a adipogénese e produgdo de leptina em adipdcitos e a leptina inibe
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a producdo de insulina nas células 8 pancreaticas. Portanto, o eixo adipoinsular pode estar
desregulado devido a elevacdo de leptina plasmatica e a geracao de deficiéncia na secrecdo de
insulina (RODRIGUEZ et al, 2015). Como neste trabalho a glicemia diminuiu apds a
sobrecarga de glicose, ¢ possivel que um aumento na producdo e liberacdo de hormdnios
incretinas pelo trato gastrointestinal tenha sido programado pela dieta materna nos filhotes, mas

essa hipotese ainda precisa ser investigada.

RAWANA e colaboradores (1993) relataram em seu estudo com filhotes de 21 dias de
maes Sprague-Dawley, que consumiram frutose (10%) na gestacdo e lactacdo, tiveram uma
concentragdo de insulina plasmatica mais alta que o controle sugerindo hiperinsulimenia,
devido ao quadro de resisténcia a insulina. Toop et al. (2017) relataram filhotes machos e
fémeas de 3 semanas e 12 semanas de maes alimentadas com frutose ou sacarose também nao
apresentaram diferencas no TOTG. E importante destacar que alteragdes na glicemia podem
ocorrer ao nascimento € normalizarem ao longo do desenvolvimento da prole, de maes que
foram expostas a solugdo de frutose 50% por 2 semanas antes do acasalamento, durante a
gestacdo e lactacdo, como constatado por Jen e colaboradores (1991). Apesar das diferengas
encontradas na literatura, ¢ preciso levar em consideracao, mais uma vez, fatores que

influenciam nesses dados, como o tempo de exposigao, tipo e concentracdo de carboidrato.

A TFG pode ser determinada pela depuragdo de determinadas substancias, mas o ideal
¢ que a substancia escolhida seja livremente filtrada, a nivel glomerular, e ndo seja reabsorvida
e nem secretada nos tibulos renais. A que mais aproxima dessas condi¢des, além de ser
produzida pelo préprio organismo, € a creatinina, produto do metabolismo muscular. Sendo
assim, foram dosadas as creatininas urinaria ¢ plasmatica e determinado o fluxo urinario dos
filhotes de 90 dias para se calcular a TFG (HUIDOBRO, TAGLE e GUZMAN, 2018). A partir
dessa avaliacdo, observou-se uma diminui¢cdo na TFG nos filhotes de 90 dias do grupo Frutose,
quando comparados aos controles. No entanto, a EUP ndo foi diferente entre os grupos. FLYN
e colaboradores (2012) estudaram filhotes fémeas de 17 semanas de idade de ratas Sprague-
Dawley, que receberam dieta rica em gordura (45% do valor total de energia 4,6 kcal / g) e 4gua
com frutose (10%), mantida aos filhotes mesmo apos o desmame, durante mais 12 semanas. Os
autores registraram que, apesar de ndo ocorrer alteragdo na TFG, houve aumento na excrecao
de albumina urindria maior que 200%, em relagdo aos outros grupos. Além disso, registraram
uma diminui¢do da expressao de Nestina (integrante da barreira glomerular), que ocorreu
independentemente da dieta pds desmame, o que gerou uma perda da integridade dos poddcitos,

comum em doencas proteintiricas. Como a ativagdo de vias inflamatorias pode estar ligada a
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albuminuria e lesdo glomerular, ¢ provavel que a lesdo renal tenha sido causada por um processo
inflamatério (FLYNN et al, 2012). No entanto, embora a coleta de rins tenha sido feita no
presente trabalho, ndo foi possivel realizar estudos de imunohistoquimica com marcadores de

lesdo renal até o momento.
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7. CONCLUSAO

Considerando-se os resultados apresentados, a dieta materna rica em carboidratos altera
o perfil lipidico materno, mas enquanto a sacarose programa aumento de TG na prole adulta, a
frutose causa comprometimento de fun¢ao renal nos animais de mesma idade, ou seja, 0 excesso
de carboidratos na gestagdo/lactacdo, por si s, ¢ capaz de provocar alteragdes renais e
metabolicas importantes na prole, mas carboidratos diferentes interferem no tipo e magnitude

dessas alteracoes.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto infilulado “Consequéncias renais e
gastroinstestinais na prole de ratas Wistar expostas a dietas nicas
em carboidratos durante a gestagdo e lactagdor efeitos do
tratamento matemo com resveratrol”, protocolo n® 01518, sob a
responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — gue envolve a
produgdo, manutengdo efou utilizagio de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo WVertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-s& de acordo com os preceitos da Lein® 11.784, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6889, de 15 de julhs de 2000, =
com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da
Expeﬁmeﬁagiu JAnimal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSA0 DE ETICA NA UTILIZACAC DE ANIMAIS (CEUA) da
UMIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLAMDIA, em reunido 28 de

Junho de 20159,

i ceriEly Bhad e project entiied "Consequéncias renals = gastroinsiestinais ma prok de Al
Wistar expostas & distas ricas em carboldratos duranis & gestaclio e lactsglor efetos do
Irafamenio mabsmo com resverafirol”, protoool 0484S, under the responsibilty of Ana Paula
Coslho Balbd - nvolving the production, maintsrance ardior use of animals belonging o e
phyium Chondaba, subphyium Verisbrala, for purposes of schenific nessarth - Is In accondance
with the provisions of Law 0@ 11.784, of Oclober 555, 3008, of Deges 0@ E558 of July 15th,
2005, and B ndes issued by the Nabons Coundl for Control of Animal Expermentation
(COMCEA) and T was approved for ETHICE COMMIEEION ON AMIMAL UEE (CEUA) from
FEDERAL UNIWERSITY OF LUBERLAMDIA, In mesting of June 28ih, 2015).
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