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Sacarose como veiculo de suplementacao dietética it
s, 0 sq0 20/02/09
de acido folico em camundongos prenhes mu

Saccharose as a vehicle for the supplementation of folic acid in pregnant mice

Giovanna Arcaro de Lima'; Cristiane Minot Gutierrez% Maira Yuli Yanaguita'; Camila Nunes de Morais Ribeiro®;
Hélio Rubéns Machado#; Luiz Cesar Peres®

T resumo

Sacarose Introduc@o: A ingestdo adequada de folato é essencial durante a embriogénese, e sua deficiéncia esta
associada a ocorréncia de defeitos no fechamento do tubo neural. Objetivo: Determinar se a sacarose

ficido félico

€ um bom veiculo para a suplementacdo de folato em camundongos. Materiais e métodos: Quarenta
Camundongos camundongos Swiss fémeas foram divididos nos grupos: C: racao comercial + dgua ad libitum; DS: ragdo
Gravidez balanceada isenta de folato + folato adicionado a sacarose diluida na d4gua por 14 dias; D/DS: racdo

balanceada isenta de folato + d&gua com sacarose sem folato por 14 dias seguida de racdo balanceada
isenta de folato + folato adicionado a sacarose diluida na 4gua por mais 14 dias; D: racdo balanceada
isenta de folato + 4gua com sacarose sem folato por 14 dias. Os animais de todos os grupos experimentais
receberam ragdo balanceada isenta de folato + folato adicionado a sacarose diluida na 4gua durante os
trés dias do acasalamento e nos 15 dias restantes até o sacrificio. Resultados: Os animais dos grupos
D e D/DS apresentaram alopecia, palidez ocular e adinamia enquanto consumiam &dgua com sacarose
sem folato, sinais que foram revertidos quando receberam folato adicionado a sacarose diluida na 4gua.
N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo a prenhez, implantes, fetos vivos, reabsorcao, morte
fetal tardia, nivel sérico de folato e contagem de hemacias ao final do experimento, néo tendo sido
observadas anomalias congénitas em nenhum dos grupos. Concluséo: A sacarose € um meio adequado
para a suplementacéo de folato na dieta.

abstract IS

Adequate folate intake is essential during embryogenesis and its deficiency is associated with neural tube | Saccharose
defects. Objective: To investigate if saccharose is a good vehicle for the supplementation of folate in mice.
Materials and methods: 40 Swiss female mice were allocated into the following groups: C (commercial
mouse food + ad libitum water); DS (folate-free balanced diet + saccharose with folate diluted in water for
14 days); D/DS (folate-free balanced diet + folate-free saccharose diluted in water for 14 days, followed by | Pregnancy
folate-free balanced diet + saccharose with folate diluted in water for 14 days); D (folate-free balanced diet
+ folate-free saccharose diluted in water for 14 days). Mice from all experimental groups received folate-free
balanced diet + saccharose with folate diluted in water during their three-day mating period and thereafter
15 days until animals were put down. Results: Mice from groups D and D/DS showed alopecia, pale eyes and
adynamia while on folate-free saccharose water regimen. These symptoms disappeared after the introduction
of saccharose with folate diluted in water. No statistical difference was noted among groups as to pregnancy,
number of implants, live fetuses, reabsorption, late fetal death, serum folate levels and red blood cells count
and no congenital abnormalities were identified in any groups by the end of the experiment. Conclusion:
Saccharose is a suitable vehicle for the dietary supplementation of folate.

Folic acid

Mouse
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Introducao

Aingestdo adequada de folato é vital para a divisdo celu-
lar e para a homeostase devido ao papel essencial das folato
coenzimas na sintese do acido nucleico, na regeneracdo
da metionina e no lancamento, na oxidacdo e na reducdo
de unidades de carbono necessérias para o metabolismo
global®, o que é particularmente importante durante a
embriogénese. Além disso, sabe-se que a deficiéncia de
folato esté associada ao aumento da ocorréncia de defeitos
de fechamento do tubo neural (DFTN)®,

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda
a ingestéo diéria de 0,4 mg de acido félico para todas as
mulheres em idade fértil devido ao grande nimero de gesta-
¢Oes ndo-planejadas’-29. Isso pode ser obtido por utilizagdo
de suplementos de acido félico, selecéo de alimentos ricos
em folato ou consumo de alimentos fortificados®”, sendo
que este Gltimo mostrou ser a maneira mais efetiva®?.
Alimentos como farinha de trigo, leite, pdo, centeio e suco
de laranja demonstraram boa biodisponibilidade e aumento
real dos niveis desta vitamina em plasma e eritrdcitos, con-
seguindo chegar aos niveis preconizados pela OMS.

Paises como Canada, China, Estados Unidos, Costa Rica,
Chile e Argentina, que adotaram a politica de fortificacdo
alimentar com écido félico, identificaram queda acentuada
na incidéncia de DFTN(%16:23) No Brasil, por meio de uma
resolucdo do Ministério da Salde, tornou-se obrigatéria a
fortificagdo das farinhas de trigo e milho com 1,5 mg/kg
de écido félico a partir de 1° de julho de 2004©.

Estudos mostraram que, no Brasil, o veiculo mais fre-
quentemente consumido por mulheres mées de criancas
com menos de 5 anos, o que representa a populacdo das
mulheres em idade fértil (de 12 a 40 anos de idade), é o
acUcar. Praticamente 100% das mulheres ingerem aclcar,
90%, paes e doces e 75%, massas®. Além disso, em com-
paracdo com outros paises, o Brasil é o maior consumidor
mundial per capita de acucar, o que justifica este trabalho
experimental em camundongos prenhes, que visa testar
se 0 aclcar de cana refinado (sacarose) é um bom veiculo
para a administracéo de é4cido fdlico.

Material e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica em Experimen-
tacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FMRP/USP —121/2005).

Foram utilizados, no total, 46 camundongos fémeas,
sendo seis para quantificacdo de folato sérico, e nove machos,
linhagem Swiss, mantidos em caixas individuais apropriadas,
em ambiente com protecdo sonora e rigoroso controle
automatico de ciclos claro/escuro de 12 horas cada, baixa
luminosidade, sistema de exaustdo automatico com varias
trocas de ar por dia e temperatura constante de 22°C, com
acesso a dieta e agua ad libitum. As fémeas utilizadas recebe-
ram a denominagdo de matrizes, foram pesadas diariamente
e divididas em quatro grupos com 10 animais cada: controle
(C), deficiente-suplementado (DS), deficiente (D) e deficien-
te/deficiente-suplementado (D/DS).

Os animais do grupo DS receberam racédo balanceada
isenta de acido félico (RBIAF) e 4gua contendo sacarose e
acido félico (ASF) por 14 dias, durante os trés dias de aca-
salamento e por mais 15 dias até a eutanasia. Os animais do
grupo D receberam racdo RBIAF e 4gua contendo sacarose e
sem acido félico (AS) por 14 dias, sendo que durante os trés
dias de acasalamento e nos 15 dias restantes até a eutanasia,
a agua foi substituida por ASF. Os animais do grupo D/DS
receberam racado RBIAF e 4gua AS por 14 dias, racao RBIAF
e 4gua ASF por outros 14 dias e foram assim mantidos
pelos trés dias de acasalamento e nos 15 dias restantes até
a eutanasia. Os animais do grupo C foram mantidos com
racdo comercial (RC) e dgua corrente (AC) em todas as fases
do experimento (esquema). N&o foi determinado o primeiro
dia da gestagao em nenhum dos grupos.

A racdo depletada de folato foi produzida pela empre-
sa Rhoster® — Industria e Comércio Ltda., de acordo com
recomendac0es internacionais para alimentacdo animal. O
sulfatiazol a 1% (Anaperan®) foi adicionado a 4gua com o
objetivo de eliminar as bactérias da biota intestinal capazes
de produzir 4cido fdlico. Para evitar a coprofagia, os animais
que receberam esta ragdo foram isolados de suas fezes pela
substituicdo da maravalha por uma grade colocada no fundo
da caixa na qual foram alojados® ©.

Acasalamento Eutanasia

Grupos
c [ [ |
Ds I N D
D [ |

o/bs [ | I N D
| | | |

14 dias 14 dias 3 dias 15 dias

I:I Ragéo comercial + Agua corrente
I Racéo balanceada isenta de acido folico + folato adicionado & sacarose diluida na agua

|:| Ragao balanceada isenta de 4cido félico + sacarose sem folato diluida na 4gua

C: grupo controle; DS: deficiente-suplementado; D: deficiente; DIDS: deficiente/deficiente-suple-
mentado.
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A ASF era composta por solucédo de sacarose (100 g/kg
da dieta), acido félico (2 mg/kg da dieta) e sulfatiazol a 1%,
enquanto que a AS o era por solugdo de sacarose (100 g/kg
da dieta) e sulfatiazol a 1%, sem acido fdlico. A suplemen-
tacdo de éacido félico e a quantidade de sacarose utilizados
seguiram o recomendado pelo American Institute of Nutrition
Rodent Diets (AIN)'”. A ragdo comercial contém 3 mg/kg
de folato.

O exame clinico dos animais objetivou identificar a pre-
senca de alopecia, desde pequenas regides até grandes areas,
em diversos locais do corpo (focinho, cabeca, nuca, dorso,
abddémen, patas), palidez ocular e adinamia, indicativos de
anemia.

A quantificacdo de acido félico de seis fémeas prenhes dos
grupos D e D/DS foi realizada em amostras de soro tratado
com é&cido ascérbico coletadas no momento da eutanasia
com o analisador IMMULITE 2000 (PIL2KFO-11, 2004-04-20),
cujo principio do procedimento se baseia em um processo de
imunoensaio competitivo®?. O controle de qualidade para o
processo de imunoensaio foi o sequinte:

¢ valores dos coeficientes de variacdo intraensaio do acido
félico: 6,9%; 4,1%; 2,4%;

* valores dos coeficientes de variacdo interensaio do acido
folico: 8,8%; 5,7%; 5,2%;
e dose minima detectavel pelo aparelho: 3 ng/ml.

O exame hematoldgico foi realizado pela determinacéo do
ndmero de hemécias por mm? de sangue total em amostras
de sangue das fémeas prenhes coletadas no momento da
eutanésia, tendo sido diluido na proporcéo de 1/200 com
liquido diluidor isoténico (3,8 g de citrato de sédio, 2 ml de
formol a 40% e 100 ml de agua destilada) e analisado na
camara de Neubauer. No procedimento técnico foi necessario
pipetar 4 ml do liquido diluidor e 0,02 ml de sangue, agitar
suavemente, encher os reticulos da camara de Neubauer e
fazer a contagem das células. Para o célculo final de hemécias
por mm? de sangue basta multiplicar o nimero de hemacias
obtido por 10.000.

Para determinar a eficiéncia do tratamento indutor de de-
ficiéncia de acido félico, seis animais foram mantidos durante
14 dias com dieta RBIAF, sendo que trés consumiram agua ASF
e outros trés, AS, ap6s o que foram sacrificados para coleta
de sangue, quando foram determinadas a concentracao de
acido folico e a contagem do nlimero de hemécias da mesma
maneira ja citada (Tabelas 1 e 2).

Comparacao da quantificacao de acido félico (ng/ml) em amostras de soro das matrizes que

Tabela 1 receberam RBIAF e ASF com a das que receberam RBIAF e AS (média + desvio padrao).
Tratamento
Dosagem de acido fdlico no soro (ng/ml) RBIAF RBIAF Valor de p
+ +
ASF AS
n(3) n(3)
Apds 14 dias com a respectiva dieta 24 + 0,266 15,78 £ 0,278* 0,05

*Significativamente diferente (p < 0,05).

RBIAF: racéo balanceada isenta de &cido félico; ASF: 4gua suplementada com &cido félico; AS: dgua isenta de &cido félico.

Comparacao do numero de hemacias por mm?® de sangue das matrizes que receberam

Tabela 2

RBIAF e ASF com o das que receberam RBIAF e AS (média + desvio padrao).

Tratamento

NUmero de heméacias por mm3 de sangue (milhdes/mm3)

Apds 14 dias com a respectiva dieta
*Significativamente diferente (p < 0,01).

RBIAF RBIAF Valor de p
+ +
ASF AS
n(3) n(3)
4,55 +0,235 3,64 +0,399* 0,01

RBIAF: racao balanceada isenta de acido félico; ASF: 4gua suplementada com &cido félico; AS: 4gua isenta de &cido félico.
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A eutanasia de todas as matrizes foi realizada pela
inalacdo de atmosfera saturada por didxido de carbono
(AGA®). Anotaram-se o nimero de implantes, representados
por fetos vivos, reabsorcdes (morte fetal precoce) e morte
perinatal (morte fetal tardia), e a presenca de qualquer
alteracdo. Todos os dados foram analisados por método
nao-paramétrico ANOVA, Kruskal-Wallis pelo programa
Prism® versdo 4.0, considerando-se p < 0,05.

Resultados

Os animais dos grupos D e D/DS apresentaram sinais
clinicos de deficiéncia de folato, como alopecia, palidez
ocular e adinamia durante a fase do tratamento com agua
isenta de éacido félico, recuperando suas caracteristicas
usuais apds a introducéo de agua suplementada com folato,
enquanto os animais dos grupos C e DS ndo exibiram, em
nenhum momento, estes sinais.

Houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
quando da comparacdo da concentracdo de acido félico
(ng/ml) em amostras de soro das matrizes que receberam

RBIAF e ASF com as que receberam RBIAF e AS, enquanto
a dosagem de écido félico no soro realizada no final do
experimento foi superior a 24 mg/ml para os animais de
todos os grupos (Tabela 1).

Foi observada diferenca estatisticamente significativa
(p <0,01) quando da comparagéo do nimero de hemécias
por mm? de sangue das matrizes que receberam RBIAF e
ASF com o daquelas que receberam RBIAF e AS (Tabela 2).
Esse quadro mudou apés a suplementacdo com acido
félico de acordo com a contagem de hemacias no final
do experimento, sendo que para a maioria dos animais a
melhora clinica ja era notada apds 24 h e para os demais
ocorreu em dois a trés dias.

Néo houve diferenca estatistica entre os grupos com
relacdo a fertilidade. Desenvolveram prenhez seis (60%)
matrizes do grupo C, sete (70%) do grupo DS, seis (60%)
do grupo D/DS e 10 (100%) do grupo D (Tabela 3). Da
mesma forma, ndo houve diferenca estatistica entre todos os
grupos com relacéo ao nimero de implantes, de fetos vivos,
de reabsor¢do e de morte fetal tardia (Tabela 3). Nao foram
observadas anomalias congénitas ou qualquer outra alteracéo
nos fetos vivos de qualquer dos grupos (Tabela 3).

Numero e média de fémeas prenhes, implantes, fetos vivos, reabsor¢ao e morte

Tabela 3 1GEIREIGIER
Grupos
Achados C DS D/DS D Valor de p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Fémeas prenhes 6 (60) 7 (70) 6 (60) 4 (40) n.s.
Média por matriz 0,6 0,7 0,4
Implantes 89 (100) 76 (100) 67 (100) 40 (100) n.s.
Média por matriz 8,9 7,6 6,7 4,0
Fetos vivos 86 (96,6) 74 (97,3) 60 (89,5) 40 (100) n.s.
Média por matriz 8,6 7,4 6,0 4,0
Reabsorcao 3(3,3) 2(2,6) 6 (8,9 0 n.s
Média por matriz 0,3 0,2 0,6 0
Morte fetal tardia 0 0 1(1,5) 0 n.s
Média por matriz 0 0 0,1 0

n.s.= nao-significativo; C: grupo controle; DS: deficiente-suplementado; D: deficiente; DIDS: deficiente/deficiente-
suplementado.
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Discussao

No Brasil, praticamente 100% das mulheres em idade
fértil ingerem aclcar®, o que poderia, portanto, ser utili-
zado como veiculo para suplementacéo vitaminica. Como
a adicdo de folato no aglcar é viavel e permite boa biodis-
ponibilidade mesmo com o uso culinario®®, esta pode ser
uma alternativa para a sua suplementacéo alimentar.

Com base no Programa de Combate aos Disturbios por
Deficiéncia de lodo no Brasil™ podemos afirmar que, no
periodo de 1982-1992, devido a este trabalho profilatico
com o sal iodado, praticamente toda a populacdo brasi-
leira, em especial as gestantes, estaria recebendo doses
adequadas de iodo, resultando na profilaxia das alteragbes
neuroldégicas em recém-nascidos e, seguramente, em pers-
pectivas de melhor nivel de vida em etapas futuras'». O
mesmo poderia ser obtido com a suplementacéo dietética
de 4cido félico no acucar, ja que o Brasil é o maior produtor
mundial deste produto, com uma produgéo que, em 2006,
superou a marca de 30 milhdes de toneladas™.

Estudos demonstraram que no primeiro trimestre ges-
tacional o nivel de vérios micronutrientes, particularmente
folato, estava mais baixo em maes de recém-nascidos afe-
tados com DFTN do que em maes de criancas saudaveis®,
por isso € muito importante a avaliacéo do papel da nutricéo
materna. A suplementacéo periconcepcional materna com
vitaminas contendo acido félico é o Gnico fator identificado
como tendo significativa relagdo com a reducéo do risco
de DFTN em larga escala®?.

O presente estudo mostrou adequacdo para os objetivos
pretendidos, visto que as matrizes de todos os grupos tive-
ram o desenvolvimento esperado. Os animais que desen-
volveram prenhez tiveram gestacéo normal até o momento
da cesérea, sem a interferéncia de outros fatores que néo
os desejados. Isto se traduziu pelo nimero de implantes,
que ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre
0s grupos, o que era esperado, pois 0s animais dos grupos
DS, D e D/DS receberam suplementacéo de folato adicio-
nado a sacarose diluida na 4gua durante todo o periodo
gestacional, e o grupo C recebeu a ragdao comercial durante
todo o experimento.

Ainducéo da deficiéncia de acido félico através da RBIAF
e AS utilizada por 14 dias iniciais nos grupos D e D/DS foi
eficiente, confirmada por exames clinico, sorolégico e con-
tagem de hemacias, sem outras deficiéncias nutricionais,
uma vez que a dieta depletada de folato foi produzida de
forma balanceada e apresentou todos os demais nutrientes
em quantidades recomendadas pelo AIN®”. Esta caréncia
foi rapidamente revertida com a oferta de ASF no perfodo
adequado a cada grupo, o que ficou demonstrado pelo fato
de ndo haver diferenca estatistica no nimero de implantes
do grupo D em relacdo aos demais.

Estudos populacionais demonstraram o efeito protetor da
ingestdo de folato antes da concepgdo e durante as primeiras
seis semanas de gravidez, com redugdo do risco de ocorréncia
e recorréncia dos DFTNs em cerca de 50% a 80% 9. Em
adicdo, a suplementacdo de acido félico ndo apenas reduz a
incidéncia de DFTN, mas de todas as anomalias congénitas
indistintamente(®'9, possivelmente por impedir que eventos
celulares deletérios ocorram por interferéncia na replicagéo
celular e aumento da apoptose. Nossos resultados mostram
que nao foram observadas anomalias congénitas em qual-
quer um dos grupos e que, inclusive, ndo houve diferenca
estatistica entre eles em relacao as reabsorcoes e mortes fetais
tardias, o que seria esperado caso houvesse persisténcia da
deficiéncia de &cido félico®" 22,

Por outro lado, nossos resultados mostram que 0 aumen-
to da oferta de sacarose ndo produziu efeitos indesejados
sobre as matrizes e seus fetos. Alguns estudos mostraram
que o excesso de sacarose é um dos fatores indutores de
anomalias congénitas, mormente dos DFTNs(®. Além
disso, a hiperglicemia é sabidamente teratogénica, mas
nossos resultados mostram que a oferta de sacarose ndo
chegou a produzir efeitos danosos, possivelmente porque
as matrizes ndo eram diabéticas e, assim, ndo havia motivo
para apresentarem hiperglicemia.

Em suma, o presente estudo mostrou que a racdo isenta
de acido félico foi eficiente na indugdo de deficiéncia desta
vitamina no periodo de 14 dias nos animais, resultando em
anemia, mas que foi completamente revertida pela suple-
mentacdo, demonstrando que a sacarose pode ser veiculo
alternativo para esta finalidade.
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