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RESUMO
Objetivo: Determinar os efeitos da frutosemia em ratas Wistar prenhas expostas a ingestão de frutose ao longo da gestação. Metodologia: Foram utilizadas 20 ratas Wistar prenhas distribuídas nos grupos controle e tratado. O grupo tratado recebeu 65% da ração diária em frutose e as do grupo controle ração normal. O projeto foi aprovado pela CEUA da URI Campus de Erechim.  Resultados: A glicemia média do grupo controle foi 132.37mg/dl±36,30 e do grupo tratado 227,2mg/dl±40,82(p<0,001); A média do colesterol do grupo controle foi 59,87mg/dl±11,85; e do grupo tratado foi 88,3mg/dl±14,05(p<0,05); Verificou diferença estatística significativa nas taxas do ácido úrico entre o grupo tratado e controle (p<0,001). Nas fêmeas do grupo frutose, não observamos embriões e houve perda de peso significativo (p<0,001). Existe significância estatística (p<0,001) entre o número de fetos do grupo tratado e controle. Ao mesmo tempo foi possível detectar os corpos lúteos e os sítios de implantação das fêmeas do grupo tratado. A análise histológica mostrou alterações nos hepatócitos e da arquitetura hepática além de dilatação dos túbulos distais dos rins. Conclusões: A ingestão de frutose na concentração proposta pelo protocolo mostrou distúrbios metabólicos que inviabilizaram a manutenção da gestação.
Palavras-chaves: Frutose. Gestação. Toxicidade. 
ABSTRACT
Objective: To determine the effects of fructosemia in pregnant Wistar rats exposed to fructose intake during pregnancy. Methodology: 20 pregnant Wistar rats distributed into control and treated groups were used. The treated group received 65% of the daily ration of fructose and the control group received a normal diet. The project was approved by CEUA of the URI Campus of Erechim. Results: The average blood glucose of the control group was 132.37mg/dl±36.30 and the treated group was 227,2mg/dl±40.82 (p<0.001); The control group average cholesterol was 59,87mg/dl±11.85; and the treated group was 88,3mg/dl±14.05 (p<0.05); there was no statistically significant difference in rates of uric acid between the treated and control groups. In females from the fructose group, no embryos were observed and there was a significant loss of weight p<0.001. There is statistically significant (p <0.001) between the number of fetuses of the treated and control groups. At the same time it was possible to detect the corpora lutea and implantation sites of females in the treated group. Histological analysis showed changes in hepatocytes and hepatic architecture as well as dilation of the distal tubules of kidney. Conclusions: fructose intake in the proposed concentration by the protocol showed metabolic disorders that made it impossible to maintenance of pregnancy.
Keywords: Fructose. Gestation. Toxicity.
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1
INTRODUÇÃO
A frutose é um importante carboidrato encontrado nos organismos de animais e na maioria das plantas, tendo sido isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-de-açúcar (WANG, 1981). A mesma fonte refere que como componente de frutas e outros vegetais, é ingerida regularmente com a dieta. Também é sintetizada no organismo a partir da glicose, via sorbitol, e esse processo se relaciona com a manutenção do equilíbrio óxido-redutivo. 

A frutosemia é mais estudada em erros inatos do metabolismo por ocorrer alteração da rota metabólica específica, consecutivamente impondo acúmulo de produtos, deficiência na degradação ou no transporte de moléculas (CHIARETTI DE OLIVEIRA, 2001) e na rota metabólica observa-se deficiência do produto final acarretando sinais e sintomas muitas vezes graves e pouco específicos ou heterogêneos (WILDER-SMITH et al., 2014).
Em estudos com animais e em seres humanos foi demonstrada a ocorrência do aumento nos triglicerídeos e ácido úrico após a ingestão de dietas contendo frutose bem como o aumento das enzimas lipogênicas. O aumento da atividade destas enzimas resulta em maior síntese de lipídios e consecutivamente níveis elevados destes na circulação e de lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) (BOUTELDJA; TIMSON, 2010).
Os lipídeos fisiologicamente relevantes são os fosfolípides, constituídos pelo colesterol, triglicérides (TG) e os ácidos graxos (AG). Estas gorduras são importantes por serem necessárias para constituir a membrana das células. O co​lesterol é precursor dos hormônios esteroidais, dos sais biliares e da vitamina D, atuando também na fluidez das membranas celulares por ativação de enzimas ancoradas nesta estrutura. Os TG são formados a partir dos ácidos graxos ligados a uma molécula de glicerol e são importantes por constituírem uma das formas de armazenamento energético mais importante no organismo, depositado no tecido adiposo e muscular (MOSCA et al., 2011; ROBINSON, 2012; XAVIER, 2013).  

Um metabólito importante da frutose é o ácido úrico e o excedente (<7mg/dl), caracteriza a hiperuricemia (ANDREW, ROSEMBER, 2005). A patogênese da hiperuricemia consiste no produto final das purinas que são sintetizadas a partir de precursores não-purínicos derivadas da degradação dos ácidos nucléicos de origem exógena ou endógena, mediada pela enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase.  Chang et al. (1987); Roberts et al. (2005) sugeriram que o ácido úrico elevado passa para a circulação fetal e tem possibilidade de causar morte materna e fetal.
2
OBJETIVO 

Determinar os efeitos da frutosemia em ratas Wistar prenhas expostas a ingestão de frutose ao longo da gestação.
3
METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental realizado no ano de 2015.  Foram utilizadas 20 ratas Wistar virgens com 60 dias de vida foram colocadas para acasalar com machos da mesma espécie. Após a detecção da prenhes, as mesmas foram distribuídas nos grupos controle e tratado. Iniciamos colocando as fêmeas virgens para acasalar com machos da mesma espécie e as prenhes foram detectadas pela coleta de material do canal vaginal através de esfregaço, disposto em lâminas e visualizado em microscópio óptico onde as prenhes foram identificadas através detecção de esperma. A partir desta data o grupo tratado recebeu até o 19º dia da gestação 65% da ração diária de frutose e as do grupo controle recebeu ração normal. As ratas foram sacrificadas em câmara do CO2 no 19º dia gestacional e neste momento foi coletado o sangue e estruturas maternas e dos embriões. A frutose PA® foi adquirida no laboratório Labsynth. O protocolo de pesquisa para a indução da frutosemia seguiu os padrões utilizados por Elliott (2002) e foi aprovado pelo CEUA da URI Erechim; A identificação dos sítios de implantação foi efetuada através do método descrito por Salewisk (1964) e a Histologia através do método Eosina-hematoxilina. A análise bioquímica foi efetuada com Kits comerciais “Labtest”. Os resultados foram analisados através de estatística descritiva bem como análise de variância ANOVA de uma via e teste “t”. Foram consideradas diferenças significativas quando o valor de P<0,05.

4
RESULTADOS 


Iniciamos o projeto colocando as fêmeas virgens para acasalar com machos da mesma espécie. As prenhes foram detectadas através de esfregaço do canal vaginal realizado com cotonete. Este material foi disposto em lâminas e visualizado através de microscópio óptico, resolução 25x. As prenhes dos dois grupos foram identificadas pela detecção de esperma (imagem I). Após as mesmas foram separadas dos machos e para as fêmeas do grupo tratado foi iniciada a dieta com frutose a 65%.

Visto que não havia indícios gestacionais visíveis nem conteúdos nos úteros examinados das ratas do grupo frutose, procedemos à identificação dos sítios de implantação através do método descrito por Salewisk (1964). O resultado do desenvolvimento desta técnica está sendo mostrado na imagem II. 
Imagem I – detecção das prenhes. Imagem II – Sítios de implantação e corpos lúteos do grupo tratado.
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Fonte: o estudo.
As imagens acima mostram que houve fecundação e impalantação, visualizados como pontos escuros (setas). Também foi possível visualizar os corpos lúteos (imagem “e”, setas). Ao mesmo tempo a imagem “c”;”d” mostram que existe somente um dos cornos do útero e esta alteração também foi evidenciada no grupo controle. Achados semelhantes ao mostrado grupo tratado também foi evidenciado com o grupo controle, como gestação em um dos cornos do útero e gestação com um único feto. 
Figura 1 – Taxas de glicemia; Figura 2 - taxas de ácido úrico.
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Fonte: O estudo.
Figuras 1 e 2 mostram as diferenças entre a glicemia, colesterol total e ácido úrico do grupo controle e do grupo tratado com frutose. Glicemia-c=glicemia do grupo controle; glicemia-t=glicemia do grupo tratado; col-c=colesterol do grupo controle; col-t=colesterol do grupo tratado. Ác.úr.c =ácido úrico do grupo controle; Ác-ír.t=ácido do grupo tratado. Parâmetros obtidos de 20 ratos Wistar em dieta normal e com dieta com frutose a 65% durante dezenove dias. A significância estatística foi definida p<0,05 obtida por ANOVA de uma via com teste t para comparações múltiplas. *p<0,05 e *** p<0,001 em comparação com o grupo controle.

Figura 1 – Mostra significância estatística da glicemia e colesterol total do grupo tratado em relação do controle e o figura 2 expõe que não há diferença estatística entre a dosagem do ácido úrico do grupo controle e o grupo tratado. A glicemia média do grupo controle foi 132.37mg/dl±36,30 e do grupo tratado 227,2mg/dl±40,82(p<0,001); A média do colesterol do grupo controle foi 59,87mg/dl±11,85; e do grupo tratado foi 88,3mg/dl±14,05(p<0,05). A média do ácido úrico do grupo controle foi 0,88mg/dl e do grupo tratado 1,82mg/dl, havendo significância estatística (p<0,001).
Figura 3 – Peso inicial e final das fêmeas; Figura 4 – Peso dos rins e fígado.
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Fonte: O estudo.
Figuras 3 e 4 - Mostram a relação do peso corporal e o peso do fígado e rins entre os grupos controle e tratado. PI-t=peso corporal inicial do grupo tratado; PF-t=peso corporal final do grupo tratado; PI-c=peso inicial do grupo controle; PF-c=peso final do grupo controle. P.Fg-c=peso do fígado do grupo controle; P.Fg-t=peso do fígado do grupo tratado; R-c= peso dos rins do grupo controle; R-t=peso dos rins do grupo tratado. Parâmetros obtidos de  20 ratos Wistar em dieta normal e com dieta com frutose a 65% durante dezenove dias. A significância estatística foi definida p<0,05 obtida por ANOVA de uma via com teste t para comparações múltiplas. *p<0,05 e *** p<0,001 em comparação com o grupo controle.
A média do peso corporal inicial do grupo tratado foi 193,4g±10,28 e o peso final do mesmo grupo foi 165,2g±10,34, havendo diferença estatisticamente significativa (p<0,001) entre o peso inicial e final do grupo tratado e do peso final do grupo controle em relação ao peso inicial, mostrada na figura 3; O peso inicial do grupo controle foi 185,9g±41,01 e o peso final do mesmo grupo foi 270g±50,88. Exposto na figura 4 as diferenças quanto ao peso dos rins e fígado no grupo tratado em relação ao controle houvendo diferença significativa do fígado do grupo tratado  em relação ao controle (p<0,001), não sendo observada diferença estatisticamente significativa entre o peso dos rins. A média do peso dos fetos do grupo controle foi 8,4g±3,4 e no grupo tratado não se observou a presença de fetos. A média de corpos lúteos do grupo tratado foi 8,4±2,3; média de sítios de implantação, traduzidas como reabsorções precoces 8,4±2,3; média de reabsorções tardias do grupo controle 0,3±0,66.
Figura 5 – Dados fetais.
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Fonte: O estudo.

Figura 5 – número de fetos, sítios de implantação, reabsorções precoces e tardias. NFt=número de fetos do grupo tratado; Simpl.t=sítios de implantação do grupo tratado; Rprec.t=reabsorções precoces do grupo tratado; NFc= número de fetos do grupo controle; Simpl.c= sítios de implantação do grupo controle; Rtard.c=número de reabsorções tardias do grupo controle; Rprec.c= reabsorçoes precoces do grupo controle. Parâmetros obtidos de 20 ratos Wistar em dieta normal e com dieta com frutose a 65% durante dezenove dias. A significância estatística foi definida p<0,05 obtida por ANOVA de uma via com teste t para comparações múltiplas. *p<0,05 e *** p<0,001 em comparação com o grupo controle.
A figuraa 5 expõe alguns indicadores relativos à gestação. Existe significância estatística (p<0,001) entre o número de fetos do grupo tratado (NF-t) e fetos do grupo controle (NFc). Não há significância estatística entre os sítios de implantação e reabsorções precoces entre os grupos do grupo tratado visto que a gestação não foi mantida. Há significância estatística (p<0,001) entre as reabsorções precoces e tardias. No grupo tratado observou-se a ocorrência de fixação dos óvulos após a fecundação às paredes uterinas e desprendimento subsequente, constituindo-se em reabsorções precoces. As reabsorções tardias foram evidenciadas somente no grupo controle. Não se verificou diferenças estatísticas entre os sítios de implantação e as reabsorções precoces no grupo tratado, mas existe diferença estatística significativa comparada ao grupo controle.

A imagem III (A) mostra corte histológico de rim do grupo controle evidenciando-se arquitetura tubular e glomérulos normais. Note-se a organização e morfologia normais do glomérulo, espaço de Bowman túbulos proximais. Rim do grupo tratado mostrou túbulos proximais alargados e as demais estruturas com aparência normal, com melhor visualização em (B). Fígado do grupo controle mostra veia centro lobular e cordões de hepatócitos preservados (C). Fígado do grupo tratado mostrando hipercromatina nuclear ao redor da veia centro lobular, hepatócitos apresentam vacuolização acentuada (ponta de seta) e tumefação (D).
Imagem III – Cortes histológicos do tecido renal e hepático.
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   Fonte: O estudo.  
Fotomicrografia de cortes histológicos de rim e segmento do lobo hepático de ratas Wistar do grupo controle e do grupo submetidas à dieta com frutose 65%. g=glomérulo; eb=espaço de Bowman; td=túbulo distal; tp=túbulo proximal; cs=capilar sinusóide; vcl=veia centro lobular; dt=ducto hepático. Hepatócito (seta); vacuolização citoplasmática (ponta de seta). Hematoxilina e eosina. Aumento: 25X.                           

A imagem III (A) mostra corte histológico de rim do grupo controle evidenciando-se arquitetura tubular e glomérulos normais. Note-se a organização e morfologia normais do glomérulo, espaço de Bowman túbulos proximais. Rim do grupo tratado mostrou túbulos proximais alargados e as demais estruturas com aparência normal, com melhor visualização em (B). Fígado do grupo controle mostra veia centro lobular e cordões de hepatócitos preservados (C). Fígado do grupo tratado mostrando hipercromatina nuclear ao redor da veia centro lobular, hepatócitos apresentam vacuolização acentuada (ponta de seta) e tumefação (D).
5
DISCUSSÃO

No estudo atual, observou-se que a frutose administrada através da dieta ocasionou alterações bioquímicas traduzidas através das taxas de glicemia, colesterol, peso corporal, peso de órgãos e histologia além de inviabilizar a gestação de ratas wistar.  Estes achados extrapolados para a condição da gestação humana poderiam colaborar para melhorar o entendimento dos mecanismos fisiopatológicos e danos teciduais apresentados por pacientes afetados por este distúrbio metabólico seja ele devido à herança ou induzida pelo consumo excessivo através da ingestão diária. Lozinski et al. (2013) descreve várias alterações em humanos com a ingestão de frutose como diarreia, má absorção, síndrome do intestino irritável, achados estes que poderiam, pelo menos em parte, explicar a perda de peso do grupo tratado. No entanto, no período do tratamento, não observamos alterações quantitativas ou qualitativas dos excretas intestinais, entre os grupos.


Um achado importante diz respeito ao perfil bioquímico relacionado às taxas de glicemia após o período de dezenove dias da ingestão desta dieta. Uma possibilidade para compreender estes resultados pode, pelo menos em parte, ser explicado pelo metabolismo da frutose. Este processo é semelhante ao da glicose iniciando com a fosforilação deste carboidrato no fígado ocorrendo a conversão em frutose-1-fosfato pela enzima frutocinase (BARREIROS et al.,2005). O passo seguinte é a conversão em aldolase, triois e gliceraldeídeo, sendo estes precursores glicolíticos. Estes triois podem participar da via glicolítica fornecendo piruvato, liberar energia para a síntese de triglicerois ou serem condensados para a formação de frutose-1,6-bifosfato e na sequência formar glicose (NOMURA e YAMANOUCHE, 2012). 

Schultz et al.(2013) encontrou aumento do peso, hiperglicemia, hipercolesterolemia e trigliceridemia em uma dieta contendo 42% de gordura e 34% em frutose em tratamento por 16 semanas em ratos machos. Contudo, não encontramos trabalhos envolvendo a gestação, com resultados semelhantes visto que a ocorrência de frutosemia causada por erros inatos do metabolismo pela deficiência enzimática há interrupção da via metabólica ocorrendo alteração no processo de degradação e hipoglicemia.  Este distúrbio metabólico causado pela frutosemia pode exercer efeitos tóxicos possivelmente pelo acúmulo de frutose-1-6 fosfato e redução da disponibilidade de fosfato inorgânico. 

A ocorrência deste processo, potencialmente, inibe a enzima fosforilase hepática e a esta alteração seriam atribuídos sintomas de hipoglicemia e eventualmente acidose metabólica (LIMA et al., 2015). Lopes (2014) descrevem alguns efeitos tóxicos causados pela frutosemia como a indução do estresse oxidativo em alguns tecidos orgânicos. Felice F. G. de; Ferreira, S. T.(2014) encontrou aumento das citosinas pró-inflamatórias, defeito na sinalização da insulina e disfunção mitocondrial em pacientes portadores de diabetes tipo 2. Este achado ganha relevância no estudo que conduzimos visto que todas as ratas do grupo tratado obtiveram taxas de glicemia comumente encontradas em diabéticos. 

Landsberg et al. (2013) descreve que o consumo de dieta rica em ácidos graxos e adoçantes mono e dissacarídios estão associados ao desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares. Basaranoglu et al. (2015) relata que o consumo de alto teor de frutose contribui para o surgimento de doença hepática gordurosa não alcoólica, obesidade e resistência à insulina, em humanos. Contudo, no estudo histológico não evidenciamos esteatose, possivelmente por que esta alteração geralmente ocorre com a exposição crônica aos fatores de risco. Por outro lado, as taxas elevadas da glicemia poderiam estar relacionadas a resistência da ação da insulina e a perda do peso, observada no grupo tratado, poderia ser atribuído como quadro clínico comum quando o diabetes ocorre abruptamente.

No estudo atual encontramos diferenças estatisticamente significativas entre as taxas de ácido úrico do grupo tratado e controle. No entanto, há evidências, descritas em outros estudos onde foi utilizada dieta rica em frutose, de que este produto pode provocar hiperuricemia e ser protagonista na patogênese da síndrome metabólica, nas doenças cardiovasculres e nas complicações e músculo-esqueléticas (SCHULZE, et al. 2004). Este comprometimento metabólico também pode ser preditor para o desenvolvimento da obesidade e diabetes mellitus tipo 2 (NAKANISH et al., 2003) além de estar presente nas síndromes de hiperglicemia secundárias de resistência à insulina e gota (BERKOWITZ, 1966).  

Thadhani et al. (2004), relacionaram a hiperuricemia com pré-eclâmpsia e estudos publicados por Stirpe et al (1970) referem que a ingestão de frutose provoca aumento rápido das taxas de ácido úrico em 30-60 minutos em seres humanos. Nesta via metabólica a frutose entra hepatócitos, onde é rapidamente fosforilada pela frutokinase a frutose-1-fosfato. Durante esta reação, o trifosfato de adenosina (ATP) doa o fosfato, resultando na geração de Difosfato de adenosina (ADP), que é posteriormente metabolizado para ácido úrico (ABDELMALEK,  2012; VIEIRA, 2014). O excedente deste composto nitrogenado pode causar degeneração e disfunção articular, litíase renal e biliar (BJORNSTAD, 2015).  Jaiswal et al (2015) encontrou disfunção mitocondrial, apoptose aumentada em músculo estriado com redução do metabolismo energético, também descrito por (NELSON e COX, 2014). 

Encontramos diferença estatisticamente significativa do colesterol sérico total do grupo tratado para o grupo controle. Stanhope et al. (2009) mostrou que a frutosemia pós prandial reduziu a depuração dos TG com a indução de hipertrigliceridemia. Este processo ocorre em decorrência da ação da apolipoproteína, considerada um inibidor da lipase hepática desempenhando papel fundamental na hidrólise e remoção de triglicerídios tais como colesterol de baixa densidade (STEPHAN, 2010). Estudos in vivo com dieta rica em frutose em hamsters demonstrou que esta aumentou a secreção de apolipoproteína no fígado (SU, et al 2009), prejudicando a hidrólise dos TG, mostrando possível deficiência hepática para o metabolismo de produtos ricos em frutose provenientes da alimentação.  A ingestão crônica de frutose pode acarretar distúrbios em vários tecidos, como fígado, tecido adiposo, sistema gastrointestinal e do sistema nervoso central. Estes tem potencial para determinar aspectos da síndrome metabólica, incluindo dislipidemia, resistência à insulina e aumentar o tecido adiposo. Crescenzo et al. (2014) encontrou aumento significativo de triglicerídeos e glicemia, redução da eficiência mitocondrial em músculo esquelético de ratos tratados com dieta com altas concentrações de gordura e frutose; Chou et al. (2011) descreve que a frutose estimula a síntese de lipídios e colesterol nos hepatócitos;  Leoni et al. (2013); Trushina et al. (2013) encontraram disfunção cognitiva na presença de taxas elevadas de colesterol e Stephan et al. (2010) descrevem aumento significativo de risco para demência com o consumo excessivo de frutose, em humanos; Mielke et al. (2005) demonstrou que a ingestão de dieta rica em frutose conduziu a dano encefálico para ratos; Fu et al. (2012) encontrou  aumento estatisticamente significativo para interleucinas IL-1b e IL-6, consideradas pró-inflamatórias em tecido hepático e hipocampo em ratos jovens, o qual poderia justificar, pelo menos em parte achados de demência em humanos.  Bray et al. (2004) descreve que nos Estados Unidos houve aumento de 1000% no consumo de frutose nas últimas décadas do século passado, sendo o único adoçante contido nos refrigerantes, destacando também que o metabolismo da frutose favorece a lipogênese por não estimular a secreção de leptina e insulina; desta forma não há envio de sinais para a regulação da ingestão alimentar o que pode sugerir aumento na ingestão alimentar e ganho de peso. Tappy et al. (2013) encontrou aumento da massa corporal e adiposidade além de hipertrofia de adipócitos em ratos alimentados com diversas concentrações de frutose; Lustig (2010) descreveu redução significativa da pressão arterial diastólica, colesterol LDL, glicemia, peso corporal com dieta ajustada para o peso e restrição à frutose em humanos.

A análise histológica comparada entre o grupo tratado e controle revelou, no tecido hepático, hipercromatina nuclear o que pode ser indicativo da redução do metabolismo hepatocítico; vacuolizações e eosinofilia citoplasmática circundando a veia centro lobular podem ser indicativo do aumento da atividade do retículo endoplasmático rugoso além de tumefação celular evidenciado pela redução da definição dos capilares sinusóide e aumento dos macrófagos. A análise do tecido renal mostra como alteração a dilatação dos túbulos distais. 
6      CONCLUSÃO

O presente estudo analisou alguns aspectos da gestação de ratas Wistar relacionada com a ingestão de frutose ao longo da gestação além da mensuração de alguns parâmetros bioquímicos como a glicemia, colesterol, ácido úrico além da morfologia, histologia de órgãos maternos e alguns parâmetros fetais.  Estes resultados permitem concluir que a ingestão de frutose na concentração proposta pelo protocolo provocou distúrbios metabólicos que inviabilizaram a manutenção da gestação. Esta afirmação está ancorada nas taxas de glicemia e colesterol total, das alterações hepáticas e renais, possivelmente sendo estas responsáveis pela incompatibilidade da manutenção da gestação do grupo tratado. 
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