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RESUMO

A alimentacgdo saudavel durante a gestacao e lactagdo € crucial para o desenvolvimento da
prole, uma vez que dietas alteradas podem modificar o ambiente intrauterino e gerar complica¢des
na saude da progénie na vida adulta. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi identificar os
impactos hepaticos e metabdlicos para a prole de ratas Wistar tratadas com frutose ou sacarose
durante a gestagdo e lactagdo. Para isso, as fémeas foram colocadas para cruzamento e, uma vez
gravidas, as maes foram separadas e seus filhotes fémeas de 90 dias divididos nos seguintes
grupos: 1) Grupo Controle (C): filhotes (n=8) de maes que receberam agua e ragdo comercial ad
libitum; 2) Grupo Frutose (F): filhotes (n=8) de maes que receberam solugdo de frutose (20%) e
racdo comercial ad libitum; 3) Grupo Sacarose (S): filhotes (n=7) de maes que receberam solucao
de sacarose (20%) e ragdo comercial, ad libitum. A prole de 90 dias passou por avaliagdes
metabolicas, estruturais e funcionais hepdticas. Foi observado que as maes dos grupos
experimentais F e S ingeriram menos ra¢do do que as maes do grupo C (p<0,01), contudo, apenas
as maes do grupo S ingeriram maior quantidade de liquido (p<0,01 versus C; p<0,05 versus F); a
glicemia ¢ o ganho de peso corporal ndo foram diferentes entre os grupos (p<0,05). Quanto aos
filhotes de 90 dias, a creatinina plasmatica e a glicemia ndo foram diferentes entre os grupos
(p<0,05), porém o colesterol total foi maior no grupo F, em compara¢do ao grupo. J& os
triglicerideos foram maiores nos 2 grupos experimentais (F e S), quando comparados aos
controles, e diferentes entre si, com maiores taxas no grupo S (p<0,001 versus C; p<0,01 versus
C; p<0,001 versus F). Quanto a atividade de enzimas hepaticas, a TGO foi maior no grupo S, em
relagdo aos demais grupos, enquanto a TGP foi maior nos grupos experimentais (F e S), em
comparacao ao C (p<0,001 versus C; p<0,05 versus C; p<0,05 versus F). O peso corporal, peso
relativo hepatico e dados morfométricos ndao foram diferentes (p<0,05), mas a deposi¢do de
colageno foi menor nos grupos experimentais em relacdo ao C (p<0,01 versus C; p<0,05 versus
C). O consumo de dieta rica em carboidratos durante a gestacao e lactacao de ratas Wistar resultou
em alteracdes metabolicas e hepaticas funcionais na prole de 90 dias. Além disso, a sacarose

promoveu alteragdes diferentes nos parametros triglicerideos plasmaticos e atividade da TGO.

Palavras-chave: Dieta materna, Frutose, Sacarose, Prole, Figado e Ratas Wistar.
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1. INTRODUCAO

O figado ¢ o maior 6rgdo humano, depois da pele, e dentre varias de suas fungdes, uma
delas ¢ transformar e armazenar substancias enddgenas e exdgenas removidas do sangue, levando-
as de volta para a circulagdo ou para serem excretadas na bile. Além disso, sdo descritas outras
finalidades como: fun¢des metabdlicas, de sintese, degradagdo, armazenamento, desintoxicacdo e
excrecao (AIRES, 2012). O figado ¢ dividido em dois lobos (direito e esquerdo), sendo o esquerdo,
em defini¢do de tamanho, menor que o direito (TORTORA, 2018). A vesicula se localiza abaixo
do lobo direito do figado e tem formato de pera. O ducto cistico se interliga com o ducto hepatico
comum, formando o ducto biliar. De maneira geral, o ducto biliar ¢ grande e desemboca no
duodeno, logo abaixo do piloro (AIRES, 2012).

No periodo de desenvolvimento embrionario humano, o figado, a vesicula biliar e os ductos
biliares surgem como um crescimento ventral (diverticulo hepatico), desde a por¢do caudal do
intestino anterior, no inicio da 4° semana (MOORE, 2016). Por volta da 10* semana, o peso do
figado corresponde a cerca de 10% do peso corporal do feto (NAZARI, 2011). Em roedores, a
gestacdo ¢ de 21 dias e pesquisadores observaram que entre o 14° e 16° dia do desenvolvimento
embriondrio dos ratos, € o periodo em que possuem a maior concentragdo de células progenitoras
e de diferenciacdo celular hepaticas (OERTEL, 2006). Apesar da diferenca quanto ao numero de
lobos hepaticos entre ratos (quatro lobos) e humanos (dois lobos), ambas as espécies pertencem a
classe Mammalia, com desenvolvimento embrionario e as estruturas fundamentais semelhantes
(KOGURE, 1999).

A programacdo fetal ¢ um conceito dentro da epidemiologia reprodutiva que liga as
exposicoes durante a vida fetal com o desenvolvimento posterior de doencas na prole
(ANDERSEN, 2021), demonstrando de forma evidente que interferéncias ocorridas durante o
desenvolvimento fetal podem causar alteracdes permanentes na prole, que posteriormente, podem
possibilitar desfechos adversos (STEVENSON, 2020). Estudos demonstraram que tanto a
desnutri¢do quanto a obesidade maternas alteram o crescimento e desenvolvimento fetal, levando
a uma predisposicao da prole a doencas cronicas na vida adulta (ODHIAMBO, 2020).

Segundo dados apresentados pelo IBGE (2009), nos anos de 1974 a 1985 homens e
mulheres ja apresentavam excesso de peso ou estavam obesos. Entre 2008 e 2009, o excesso de
peso e a obesidade triplicaram com o passar dos anos. Tais indices relacionados a populacao
brasileira sdo causados pelas mudancas nos padrdes alimentares, tanto de consumo quanto de
producdo e comercializagdo dos alimentos. Essa situagcdo ¢ caracterizada pela substituicdo de
alimentos tradicionais como cereais, raizes e tubérculos por alimentos industrializados ricos em

gorduras e agucares (VAZ, 2014).



O estado nutricional durante a gravidez pode ter um impacto significativo nos resultados
de satide materna e neonatal. As necessidades de macronutrientes, como carboidratos e proteinas,
aumentam durante a gravidez para manter a homeostase materna e, a0 mesmo tempo, apoiar o
crescimento fetal. Certos micronutrientes também sdo vitais para melhorar os resultados da
gravidez, incluindo 4cido félico para prevenir defeitos do tubo neural e iodo para prevenir o
cretinismo (MOUSA, 2019).

No contexto de dietas alteradas que podem levar a obesidade materna, pode-se considerar
0 consumo excessivo de carboidratos, quando comparados aos demais macronutrientes. O agtcar
¢ uma mercadoria altamente agradavel, devido ao sabor, e amplamente acessivel. Devido ao seu
efeito recompensador no cérebro, o comportamento alimentar ¢ frequentemente dissociado da
sensacao de fome, levando ao consumo excessivo de alimentos ¢ bebidas agucarados. A maior
ingestao de agucares livres na dieta, especialmente na forma de refrigerantes, ¢ um fator de risco
bem documentado para obesidade e doencas bucais, além de estudos sugerirem uma ligagao com
outras doengas metabdlicas (ZUPANIC, 2020).

Entre os carboidratos estd a sacarose, um dissacarideo composto por frutose e glicose,
sendo rapidamente absorvida pelos tecidos, apds induzir uma alta liberagdo de insulina. J4 a frutose
¢ um monossacarideo que, apos ser absorvida pelo intestino, alcangara o figado onde podera ser
transformada em glicose ¢ armazenada na forma de glicogénio ou ser utilizada como fonte de
energia pelos hepatdcitos, de forma independente da insulina (SCHULTZ, 2015).

O consumo de aglcares (como a frutose e sacarose) que sdo adicionados durante o
processamento ou preparacao de alimentos aumentou rapidamente em todo o mundo (KISIOGLU,
2020) e assim como uma alimentacdo nutritiva pode gerar qualidade de vida para o
desenvolvimento do feto, durante sua formacdo, uma alimentagdo hipercalorica pode gerar
complicacdes em longo prazo, que podem incluir: resisténcia a insulina, diminuicao da tolerancia
a glicose e diabetes mellitus tipo 2 (BIANCO, 2019), assim como o risco de doengas metabolicas,
sobrepeso e obesidade quando adulto (SHAPIRO, 2017).

O aumento da prevaléncia de dietas com alto teor caldrico, excesso de peso e sedentarismo
¢ uma realidade em determinados paises e € a razdo pela qual contribui para diversas alteragdes
fisiologicas para a prole na vida adulta, quando adotada pela mae, durante a gestacao e/ou lactagao.
O excesso de uma dieta hipercaldrica materna durante a gestacao pode levar a falhas na dindmica
das mitocondrias, incluindo modificagdes na fissdo e fusdo mitocondrial (que auxiliam na
manuten¢do da homeostase dessa organela) futuramente na prole adulta. Essas alteracdes estdo
potencialmente ligadas ao comprometimento metabdlico e suscetibilidade a doengas,
comprometendo a fung¢do de orgdos como musculos, tecido adiposo, figado e cérebro

(CARDENAS-PEREZ, 2018). Em um estudo realizado por ALFARADHI e colaboradores (2014)
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constatou-se que filhos de maes obesas, que consumiram dieta hiperlipidica, desenvolveram
complicagdes metabolicas, incluindo doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA),
hiperinsulinemia e maior teor de lipideos hepaticos, bem como uma redugdo na lipase de
triglicerideos, do glicogénio e proteinas hepaticas. Outro estudo, porém, realizado com dieta
hipocalérica materna com restricdo de proteina, provocou redugdo nas massas da placenta e dos
fetos quando comparados aos controles. A relagdo lipideo/glicogénio no figado estava reduzida,
assim como também foi observado a reducao de proteinas séricas como a albumina (BALLEN,
2009).

A nutri¢do materna durante a gravidez afeta tanto a funcionalidade da placenta e a formagao
do feto, quanto o seu metabolismo. Esse parametro vem sendo tratado como um fator importante
durante o acompanhamento da gestacdo visto que, com uma alimentacdo adequada, a mae e
consequentemente a prole ndo serdo acometidos prejudicialmente em relagdo a satide e bem-estar

geral (MORRISON, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando os relatos na literatura sobre os efeitos do consumo materno de dietas
alteradas para as maes e para o desenvolvimento da progénie, ¢ reconhecido que um bom estado
nutricional materno ¢ indicador de satde e qualidade de vida tanto para a mulher quanto para o
crescimento do seu filho. Contudo, alguns paises enfrentam situagdes tanto de subnutri¢do quanto
do aumento do sobrepeso. O Brasil, particularmente, encontra-se numa fase de transi¢ao
epidemioldgica, com alteracdo no perfil de morbimortalidade populacional, na qual a obesidade
tem assumido o lugar de doengas infecciosas e parasitarias (DE FREITAS, 2011)

Tendo em vista tais consideragdes, esse trabalho teve como proposito avaliar os possiveis
efeitos metabodlicos e hepaticos para a prole de ratas Wistar, expostas a dieta rica em carboidratos
na gestacdo ¢ lactagdo, analisando-se se ha interferéncia somente do excesso de carboidratos ou
do tipo de carboidrato ingerido, uma vez que a sacarose € a frutose sdo carboidratos normalmente

consumidos pela populagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos hepaticos e metabdlicos na prole adulta de ratas Wistar expostas a dieta

rica em diferentes carboidratos (sacarose e frutose), durante a gestagao e lactagao.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a glicemia, peso corporal, consumo de racdo e de liquidos de ratas Wistar
expostas a dieta rica em carboidratos, durante a gestagdo e lactagdo.

b) Avaliar se os filhotes (fémeas) de 90 dias de maes expostas a dieta rica em carboidratos
(sacarose e frutose) na gestacdo e lactacdo apresentam alteragcdes no que diz respeito:
- A estrutura geral do figado;
- A dosagem de enzimas hepdticas: Transaminase Oxalacética (TGO) e Transaminase Pirivica
(TGP);
- A glicemia e perfil lipidico;
- Morfometria hepatica: areas do hepatocito, nucleo, citoplasma e relativa (nicleo/citoplasma); e
- Deposicao de colageno total e colagenos tipos I e III no figado.

c) Além disso, verificar se o tipo de carboidrato ingerido em excesso pelas maes terd

repercussoes metabolicas e hepaticas diferentes para a prole.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados para acasalamento 10 ratos Wistar machos de 300g e 25 fémeas de 180g,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram
mantidos separados em caixas por sexo, distribuidas em estantes em sala com temperatura
controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas e com agua e ragdo ad libitum, no Biotério Central da
Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR/UFU) (Figura 1 e 2). Todos os protocolos
contidos nesse projeto encontram-se aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo Animal

(CEUA) da UFU (protocolo CEUA 015/19) (ANEXO I).

Figura 1 Figura 2 Figura 3

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

No final da tarde de cada dia, as fémeas foram colocadas nas caixas dos machos (separados
anteriormente para habituar-se com o territorio), na proporc¢ao de 2 a 3 fémeas para cada macho.
No inicio da manha do préximo dia foi realizado o esfregaco vaginal de cada rata para verificagdo
de uma possivel gravidez, pela presenca de espermatozoides no esfregaco (Figura 3). Uma vez
gravidas, as fémeas foram postas em caixas individuais e tratadas até o ultimo dia de gestagao de
acordo com a dieta determinada a cada grupo. Apos o nascimento e posterior desmame, as filhotes

fémeas foram divididas nos seguintes grupos:

- Grupo 1 (G1 — Controle — 8 animais): filhotes fémeas de 90 dias de maes que receberam racao
comercial e dgua ad libitum durante a gestagdo e lactagao;

- Grupo 2 (G2 — Sacarose — 7 animais): filhotes fémeas de 90 dias de maes que receberam ragao
comercial e solu¢do de sacarose 20%, em substitui¢do a agua, ad libitum durante a gestacao e

lactagao.
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- Grupo 3 (G3 - Frutose — 8 animais): filhotes fémeas de 90 dias de maes que receberam ragao
comercial e solu¢ao de frutose 20%, em substituicdo a agua, ad libitum durante a gestacdo e
lactacao.

As maes foram acompanhadas durante a gesta¢ao no que diz respeito ao consumo de racao
e de liquidos, peso inicial e final e glicemia. Ja os filhotes fémeas de 90 dias foram submetidos a
coleta de sangue, por ordenhamento de cauda, e somente depois foram devidamente anestesiados
com halotano (Cristalia) e tiveram seus figados coletados e pesados. Apos a coleta, fragmentos
hepéticos foram fixados em methacarn por 24 horas e, posteriormente, lavado em alcool 70% para
a realizacdo das analises histologicas. As amostras de sangue foram coletadas para determinagao

da glicemia, perfil lipidico (colesterol total e triglicerideos) e atividade de enzimas hepaticas.

Dia 0 da 5° 5 10° dia 20° dia de 21° dia de 21° dia de Filhotes de
90 dias

gestaciio de gestacio gestaciio gestacio lactacio

Avaliacio do Consumo Avaliagio  Nascimento Desmame e Avaliagbes
peso e inicio hidrico e do peso e filhotes fim do hepéticas na
do tratamento alimentar glicemia tratamento prole

Linha do tempo — Tratamento materno

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

4.2 Dosagens plasmaticas

A glicemia foi verificada com o auxilio de um glicosimetro (Accu Check Active) (Figura
4). J4 as determinagdes de colesterol total e triglicerideos (Figura 5), bem como a atividade das
enzimas hepaticas (TGO e TGP), foram feitas por método colorimétrico, com leitura no aparelho

espectrofotometro (Figura 6).
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Figura 4 Figura 5 Figura 6

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

4.3 Preparo do material

Para a andlise morfométrica e de colageno total, o figado foi submetido a inclusdo em
parafina (Figura 7) e, posteriormente, realizadas as secc¢des de tecido hepatico em um micrétomo
(5 um de espessura) (Figura 8). As laminas foram coradas com Picrossirius Red, para
determinagdo da deposi¢do de colageno total do figado coletado, e com Hematoxilina-Eosina
(HE), para a anélise morfométrica (areas do hepatdcito, do nucleo, do citoplasma e avaliacdes da
relacdo entre nucleo e citoplasma (Figura 9).

Figura 7 Figura 8 Figura 9

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

4.3.1 Analise Morfométrica

Quanto a analise morfométrica hepatica, as laminas coradas em HE foram escaneadas no
Scanner de laminas ScanScope AT (Figura 10) na Rede de Laboratorios Multiusuédrios (RELAM
— UFU) e posteriormente fotografadas as imagens dos campos escolhidos através do Software
Aperio Image Scope, associado ao aparelho. Foram capturados 2 campos por ldmina com aumento
de 20x (Figura 11). Para as analises foi utilizado o Software Image.J utilizando 20 hepatdcitos (10

por campo) (Figura 12), com objetivo de analisar: area total do hepatdcito (AT), area do ntcleo do
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hepatocito (AN), area do citoplasma do hepatocito (AC) e razdo entre area do nucleo e area do

citoplasma (AN/AC). As medidas usadas para tal verificagao foi de 2um.

Figura 10 Figura 11

¥ 5perio

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

Figura 12

'l f Imagel
1160630 phosts: FGB. 2 BM8 File dl Image Process Analyze Plugns Window Help
glojc|ol < Alolmld] | s~ | |

x=103, y=235, value=209,038,123 (¥d1267b)

[~

Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

4.3.2 Analise de Coligeno

Para a anélise de colageno hepatico foram utilizados as laminas coradas em Picrossirius
Red, fotografadas no microscépio de luz e fluorescéncia invertido Nikon Ti-S no laboratorio de
Morfologia e Cultura Ceular (LAMOC-UFU). A combinagdo da coloragdo com vermelho de
Picrossirius e a luz polarizada fornece uma ferramenta para a andlise estrutural do colageno
(MONTES; JUNQUEIRA, 1991; RICH; WHITTAKER, 2005). Ap6s uma lesdo o reparo tecidual
depende da capacidade regenerativa do tecido e da qualidade da resposta inflamatoria, o resultado
geralmente ¢ imperfeito e com algum grau de fibrose, que ¢ definido pela deposi¢cdo de tecido

conjuntivo colagenoso do local em questdo (EMING, 2017). Assim, essa coloragdo (Picrossirius
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Red), ¢ um dos métodos mais utilizados para evidenciar a presenca de fibras coldgenas nos tecidos,
especialmente as fibras de coldgeno mais espessas (coldgeno do tipo 1) e as fibras de colageno
mais finas e dispersas (colageno do tipo III). Quanto as imagens, foram capturados 8 campos por
lamina com aumento de 10x, utilizando apenas a lente de luz polarizada. Para as andlises também
foi utilizado o software ImageJ, onde foi observado a quantidade de coldgeno no tecido a partir do
reconhecimento do software pela concentragao de cor (tipo I em vermelho) e ( tipo III em verde).
A soma das duas areas corresponde a area total de colageno que ¢ dada em porcentagem pelo

programa (Figuras 13 e 14).
Figura 13 Figura 14

942 24x706.68 pm (400053000, &-bit 11ME v
e 2 E 942 24x706.68 um (4000:3000); 807,118

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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Fonte: Nathanny Hipolito (2022)

4.4 Analise Estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad Prism Version 5.00 (Trial) a anélise estatistica. Os
dados obtidos foram analisados primeiramente pelo teste de Kolgomorov-Smirnov, quanto a
ocorréncia ou ndo de uma distribui¢do normal (Gaussiana). Quando os dados apresentaram uma
distribuicao normal, foi utilizado um teste paramétrico, caso contrario, foi utilizado um teste nao-

paramétrico. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

Os testes utilizados para andlise de cada parametro constam nas legendas dos graficos na

secdao Resultados.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados maternos

Nao houve alteracdes do ganho de peso corporal e glicemia durante a gestagao das maes
dos 3 grupos estudados. No entanto, o consumo de ragdo foi menor nos grupos F e S, em relagdo

aos controles, enquanto o consumo liquido foi maior no grupo S, quando comparado aos grupos
CeF (Tabelal).

Tabela 1. Dados maternos durante a gestacio dos grupos C, F e S.

Parametros Grupo C Grupo F Grupo S

Peso materno 93,46+9,61 104,20+7,18 117,50+6,86
Glicemia 83,3543,15 88,714+0,29 86,5043,30
Consumo de racio 23,39+1,81 16,26+0,89**C 15,77+£0,87**C
Consumo de 74,56+1,97 83,70+8,67 108,70+5,43**C*F
liquidos

Peso materno, glicemia, ingestdo de ragao e liquida das maes dos grupos C (n=10), F (n=12) e S (n=10): ANOVA
com pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. **C: p<0,01 versus grupo Controle; *F: p<0,05 versus grupo Frutose.

5.2 Dados da prole
5.2.1 Glicemia, Creatinina plasmatica, Colesterol Total e Triglicerideos

A creatinina plasmatica e a glicemia dos filhotes fémeas de 90 dias ndo foram diferentes
entre os grupos estudados, mas os niveis plasmaticos de colesterol total foram maiores no grupo
F, em comparagdao ao grupo C. J4& os niveis de triglicerideos foram maiores nos 2 grupos

experimentais (F e S), quando comparados aos controles, e diferentes entre si, com maiores taxas
no grupo S (Grafico 1).

Grafico 1. Dados metabolicos dos filhotes de 90 dias dos grupos C, F e S.
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Creatinina plasmatica, glicemia, colesterol total e triglicerideos dos filhotes de 90 dias dos grupos C (n=8), F (n=8) e
S (n=7): ANOVA com poés-teste de Newman-Keuls. Os resultados representam a média £ EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus grupo Controle; **C: p<0,01 versus grupo Controle; ***F:
p<0,001 versus grupo Frutose.

5.2.2 Atividade de enzimas hepaticas, ganho de peso corporal e peso relativo hepatico

A atividade de enzimas hepaticas foi dosada nos filhotes de 90 dias, de forma que a TGO
foi maior no grupo S, quando comparados aos demais grupos, enquanto a TGP foi maior nos
grupos experimentais (F e S), em relacdo ao grupo C. Ja os parametros peso corporal e peso relativo
hepético ndo foram diferentes entre os grupos (Grafico 2).

Grafico 2. Dados de atividade de enzimas hepaticas, peso corporal e peso relativo hepatico
dos filhotes de 90 dias dos grupos C,F e S

TGO TGP
300- oF 150~
***c ***C
T 2004 - 100 I
2 5
s | B s |
F 100 - O
0 T T 0 r T
Cc F S (o] F
Grupos Grupos

Peso relativo hepatico
Peso corporal

2504

——

I
1

2004

w
1

150+

Peso (g)
N

100

Peso relativo (%)

-
1

50+

0 T T
c F s c F

Grupos Grupos

o




20

TGO dos filhotes de 90 dias dos grupos C (n=8), F (n=8) e S (n=7): Teste de Kruskall-Wallis com p6s-teste de Dunn.
Os valores representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. TGP, peso corporal e peso relativo hepatico dos filhotes de 90
dias dos grupos C (n=8), F (n=8) ¢ S (n=7): ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados representam a
média £ EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus grupo Controle; *C: p<0,05
versus grupo Controle; *F: p<0,05 versus grupo Frutose.

5.2.3 Dados morfométricos hepaticos

Dados morfométricos hepaticos foram avaliados nos filhotes de 90 dias, mas ndo houve

diferenca entre os grupos para as areas do hepatocito, do citoplasma, do ntcleo e relativa do nucleo
(Grafico 3).

Grifico 3. Dados morfométricos hepaticos dos filhotes de 90 dias dos grupos C, F e S.
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Area do hepatocito dos filhotes de 90 dias dos grupos C (n=8), F (n=8) e S (n=7): Teste de Kruskall-Wallis com pos-
teste de Dunn. Os valores representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. Areas do citoplasma, do nicleo e relativa do
nucleo dos filhotes de 90 dias dos grupos C (n=8), F (n=8) e S (n=7): ANOVA com pds-teste de Newman-Keuls. Os
resultados representam a média + EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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Quanto a analise de colageno hepatico, apesar do colageno total ter sido menor nos grupos

experimentais (F e S), em comparagdo ao grupo C, os colagenos tipos I e Il ndo foram diferentes
entre os grupos estudados. (Grafico 4)

Grafico 4. Analise do colageno total e colagenos tipo I e I1I dos filhotes de 90 dias dos grupos
C,FeS.
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Colageno total e colageno tipo Il hepatico de filhotes de 90 dias dos grupos dos grupos C (n=8), F (n=8) e S (n=7):
ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados representam a média + EPM. Colageno cortical tipo |
hepatico dos filhotes de 90 dias dos grupos C (n=8), F (n=8) e S (n=7): Kruskal-Wallis com péds-teste de Dunn. Os

resultados representam a mediana com 1Q 75 e 1Q 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. **C: p<0,01
versus Controle; *C: p<0,05 versus Controle.
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6. DISCUSSAO

Disturbios metabdlicos que se manifestam na vida adulta podem ter suas raizes antes do
nascimento. As mudancas ambientais (como uma dieta ndo adequada durante o periodo
gestacional) podem redefinir o caminho do desenvolvimento fetal durante sua evolu¢ao no
ambiente intrauterino, levando a processos patoldgicos mais tarde na vida, ndo baseada em defeitos
genéticos, mas na expressdo genética alterada como consequéncia de uma adaptagdo a tais
mudangas ocorridas ao longo da gestacao e/ou lactagdo (BREIER, 2001).

O figado ¢ um 6rgao complexo quando se trata de metabolizacao, por contribuir de diversas
formas para que tal processo ocorra. Os hepatdcitos sdo as células que realizam as fungdes
metabodlicas do figado, como: regulacao da homeostase dos carboidratos, controle do metabolismo
de colesterol, sintese de lipidios, producao de enzimas, entre outros. Desta forma, o presente estudo
utilizou a dieta rica em carboidratos (sacarose e frutose a 20%), durante a gestacdo e lactagdo de
ratas Wistar, como fator adverso para observar quais impactos metabolicos e hepaticos poderiam
ser causados a prole adulta.

No que diz respeito aos dados maternos, foi observado que houve um menor consumo de
racdo pelos grupos experimentais em relacdo ao grupo C, enquanto a ingestdo liquida foi maior
apenas no grupo S. Um estudo de Sheludiakova e colaboradores (2012) mostrou que animais com
acesso livre a bebidas adogadas (sacarose e frutose a 10%) consumiram 20% mais liquido do que
racdo, quando comparados ao grupo controle. Tais dados demonstram que dada uma oferta maior
de calorias contida nas solugdes ricas em carboidratos (frutose e sacarose), certamente os animais
compensam parcialmente as calorias obtidas das bebidas, reduzindo a ingestao de ragao, visto que
as necessidades energéticas dos animais j& haviam sido supridas.

Embora tenham ocorrido estas variagdes, a glicemia e o ganho de peso corporal maternos
ndo foram diferentes entre os grupos. Um estudo de Bravo e colaboradores (2013) avaliou 64
individuos (homens e mulheres) por 10 semanas, que consumiram (1 de 3 niveis) de leite desnatado
adocado com xarope de milho rico em frutose ou sacarose e observaram que houve um aumento
na massa corporal € que apenas um grupo ganhou peso (concentracao nivel a 30%), notaram
também que a circunferéncia da cintura, o percentual de gordura corporal e a massa gorda nao
aumentaram, apesar de se tratar de um estudo com humanos.

No presente trabalho, a creatinina e a glicemia da prole ndo foram diferentes entre os
grupos, porém, os niveis de colesterol total foram maiores no grupo F e os niveis de triglicerideos
foram maiores nos dois grupos estudados (F e S) e diferentes entre si, com maior incidéncia no
grupo S em comparacdo ao grupo C. Ao contrario do que foi relatado por Virgen-Carrillo e
colaboradores (2021), em um estudo utilizando ratos Wistar machos expostos a 3 condigdes de

dietas ad libitum (solugdo de sacarose, solu¢dao de mel e solucao de frutose/glicose a 30%) ao longo



23

de 14 semanas, que constataram uma alta glicemia para o grupo sacarose e frutose, enquanto os
valores de colesterol total e triglicerideos foram menores nos mesmos grupos em relagao ao grupo
controle. Essa diferenca de dados entre os estudos pode ser explicada pela metodologia adotada
em cada um deles, visto que o estudo de Virgen-Carrillo adotou uma maior concentracdo das
solugdes (30%), além da utilizacao de animais de sexos diferentes e maior tempo de exposi¢ao as
solugdes propostas.

Quando se refere as enzimas hepaticas, destacam-se as transaminases, principalmente
alanina aminotransferase (ALT também conhecida como TGP) e aspartato aminotransferase (AST
ou TGO). Sao enzimas agregadas no citosol dos hepatocitos e normalmente detectaveis no soro
em baixas concentragdes, no entanto, qualquer processo que leve a perda da integridade da
membrana do hepatdcito ou necrose resulta na liberagao de TGP e TGO em concentragdes mais
altas no soro (MORILES, 2022). Neste estudo, os niveis de TGO foram maiores no grupo S,
quando comparados aos demais grupos, enquanto a TGP foi maior nos grupos experimentais (F e
S), em relacdo ao grupo C. Ja o peso corporal e peso relativo hepatico da prole de 90 dias ndo
tiveram diferengas entre os grupos.

Um trabalho realizado por Carapeto e colaboradores (2018), avaliou as consequéncias do
consumo de uma dieta rica em frutose (45%) pela mae, pai ou ambos na prole masculina adulta de
animais C57BL/6 apds 8 semanas de consumo. Os autores constataram que os pais tratados com
frutose apresentaram pressdo arterial elevada, figado aumentado, hipercolesterolemia e outros
fatores. A prole apresentou pressdo arterial elevada, niveis elevados de 4cido urico e leptina,
diminui¢do da adiponectina e inflamacao hepatica. Concluindo dessa forma, que o consumo de
frutose pela mae e/ou pai esta associado a efeitos adversos no metabolismo hepatico na prole
masculina adulta. Outro estudo realizado por Schultz e colaboradores (2015), utilizando dietas
ricas em frutose (50%) sacarose (50%) e amido de milho (76%), durante 15 semanas em
camundongos machos, obtiveram resultados semelhantes ao trabalho de Carapeto e colaboradores,
acrescentando aos efeitos acarretados: hiperglicemia, hiperinsulinemia e aumento das enzimas
hepaticas, sendo esse ultimo dado semelhante ao apresentado no presente trabalho.

Quanto a morfometria hepética, ndo houve diferenga entre os grupos para as areas do
hepatécito, do citoplasma, do nucleo e relativa do nucleo quando comparado ao grupo C, mas
quanto a deposi¢ao de colageno, apesar de ter sido menor nos grupos experimentais (F e S), em
comparagao ao grupo C, os colagenos tipos I e III ndo foram diferentes entre os grupos estudados.
Em um estudo realizado por Chen e colaboradores (2019), foram administradas para diferentes
grupos de ratos Wistar machos por 4 semanas, dietas a base de Glicose, Frutose, D-Psicose e
Celulose (todas a 5%). Eles observaram que a morfologia das células hepaticas em relagdo a

administracdo da dieta com D-Psicose apresentava-se sem anormalidades, contudo, a relagdo da
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mesma andlise nos grupos glicose e frutose ndo mostrava delimitagdes evidentes entre os
hepatéceitos. Outro estudo realizado por Balakumar e colaboradores (2016) obtiveram outros
resultados, também utilizando ratos Wistar machos, no entanto, fazendo uso de dieta granulada
nos grupos: frutose (65%), dieta rica em gordura (50%) e frutose + dieta rica em gordura (65%-
50%) durante 4 meses. Foi observado esteatose macrovesicular sem infiltracio de células
inflamatoérias no grupo frutose; hepatdcitos mostrando rarefagdo citoplasmatica e poucos focos de
esteatose macrovesicular sem infiltragao de células inflamatérias no grupo que recebeu apenas
dieta rica em gordura; e hepatdcitos com rarefagdo citoplasmatica, esteatose microvesicular e
infiltragcdo de células inflamatérias no grupo frutose + dieta rica em gordura. No mesmo estudo,
foi constatado colageno na regido perissinusoidal nos grupos experimentais em comparagao aos

controles.
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7. CONCLUSAO

O consumo de dieta rica em carboidratos durante a gestagdo e lactacdo de ratas Wistar,
resultou em aumento dos niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total e na atividade das
enzimas hepaticas TGO e TGP na prole de 90 dias. Além disso, o tipo de carboidrato (sacarose)

interferiu nos parametros triglicerideos plasmaticos e atividade da TGO.
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ANEXO 1

| Universidade Federal de Uberlandi
@.' niversidade Federal de Uberlandia ~='—'(5‘)

— Comissao de Etica na Utilizacao de Animais — Utlizasao de Animais
CELA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Consequéncias renais e
gastroinstestinais na prole de ratas Wistar expostas a dietas ricas
em carboidratos durante a gestacdo e lactacdo: efeitos do
tratamento materno com resveratrol.”, protocolo n°® 015/19, sob a
responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que envolve a
produgao, manutengao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 28 de
Junho de 2019.

(We certify that the project entitled "Consequéncias renais e gastroinstestinais na prole de ratas
Wistar expostas a dietas ricas em carboidratos durante a gestacdo e lactagdo: efeitos do
tratamento materno com resveratrol.”, protocol 015/19, under the responsibility of Ana Paula
Coelho Balbi - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance
with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July 15th,
2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of June 28th, 2019).

_Vigéncia do Projeto | Inicio: 12/08/2019 _Término: 12/08/2022

Espeécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Rato heterogénico Wistar
Numero de animais 50 Adultos
400 Filhotes
Peso / Idade 180g — 300g/ Adulto
| Filhotes — 1 dia — 7 dias — 30 dias — 90 dias
Sexo | Macho e Fémea ] —
Origem / Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
| REBIR-UFU
Local onde seraec mantidos os animais: | Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
| REBIR-UFU

Uberlandia, 01 de Julho de 2019.
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