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RESUMO

SILVA, A. E. Avaliacao dos efeitos do aspartame sobre a ingestio alimentar, parametros
fisicos, bioquimicos e histopatolégicos em ratos adolescentes. 2014. 41f. Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduagao em Nutricdo) - Universidade Federal de Campina Grande,

Cuité, 2014.

Nos ultimos anos, tem se observado um aumento no consumo de alimentos diet e light por
adolescentes ou por aqueles que estdo a procura de uma alimentacdo com baixo teor calorico.
Surgindo assim, no Brasil, diversos edulcorantes, dentre os quais, os mais comercializados
sd0 a sacarina sddica, o ciclamato de sédio e o aspartame. Porém, o consumo do aspartame
ainda gera polémica, devido a muitos dados contraditérios e inconclusivos. Com este estudo
objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagdo de aspartame sobre ingestdo alimentar,
parametros fisicos, bioquimicos e histopatolégicos em 18 ratos machos adolescentes da
linhagem Wistar, com cinco semanas de vida e tratados durante 21 dias. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (GC) — tratados com 4gua
destilada por gavagem e o grupo aspartame (GA) — tratados com solug@o contendo 50 mg/kg
de aspartame. Todos os animais receberam racdo comercial (Essence ®) e dgua ad libitum. O
controle da ingestdo alimentar foi registrado semanalmente. Foram aferidos os seguintes
parametros: 1. Fisicos: peso corporal, circunferéncia tordxica, circunferéncia abdominal,
comprimento vértice-coccix, gordura abdominal total e o calculo do indice de massa corporal;
2. Bioquimicos: glicemia, lipoproteina de alta densidade, triglicerideos; e anélises
histopatoldgicas do figado. Durante todo o experimento os ratos tratados com aspartame
apresentaram um aumento significativo no peso corpdreo e na ingestdo alimentar na primeira,
segunda e terceira semana quando comparados ao grupo controle. Nao houve diferenca nos
parametros fisicos, bioquimicos e histopatoldgicos analisados tanto do GA quanto do GC
(P<0,05). A partir dos resultados obtidos € possivel inferir uma maior chance de desenvolver
obesidade, pelos os adolescentes que consomem este tipo de adogante regularmente, ja que o
mesmo estimula o consumo de alimentos, o que proporciona um aumento na ingestao

alimentar e consequentemente no ganho de peso corpdreo.

Palavras-chaves: aspartame. adolescentes. peso corporal.



ABSTRACT

SILVA, A. E. Evaluation of the effects of aspartame on food intake, physical,
biochemical and histopathological parameters in adolescent rats. 2014. 41s. Work
Completion of course (Degree in Nutrition) - University Federal of Campina Grande, Cuité,

2014.

In recent years we have seen an increase in consumption of diet and light foods for teens or
those who are looking for low-calorie foods. In Brazil, the sweeteners most traded are
saccharin, sodium cyclamate and aspartame. However, consumption of aspartame still
generates controversy, as many contradictory and inconclusive data. This study aimed to
evaluate the effects of supplementation of aspartame on food intake, physical, biochemical
and histopathological parameters in eighteen adolescent Wistar male rats, with five weeks of
life and treated during 21 days. The animals were randomly and divided into two groups:
Control-treated with distilled water by gavage group (GC) and aspartame group (GA)-treated
with a solution containing 50 mg / kg of aspartame. All animals received a commercial chow
(Essence ®) and water ad libitum. Food intake was measured weekly. The following physical
parameters were measured: body weight, torax circumference, abdominal circumference,
length vertex-coccyx, total abdominal fat and body mass index; biochemical glycemia, Hight
- Density Lipoproteins, triglycerides; and histopathological analysis of the liver. Throughout
the experiment the rats treated with aspartame showed a significant increase in body weight
and food intake in the first, second and third week compared to the control group. There was
no difference in the physical, biochemical and histopathological parameters analyzed (P
<0.05). From the results obtained it is possible to infer a greater chance of developing obesity,
by teens who use this type of sweetener regularly, since it stimulates food intake, which

provides an increase in food intake and consequently weight gain corporeal.

Keywords: aspartame. teenager.body weight.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos, o consumo de alimentos diet e light tem aumentado constantemente
pela populacdo em geral, e tem estimulado um maior investimento na elaboragdo de novos
produtos direcionados a individuos que apresentam algum distirbio no metabolismo de
acucares (diabéticos) ou mais recentemente, consumidores que estdo a procura de alimentos
com baixo teor caldrico. Existem diversos edulcorantes permitidos para uso em alimentos e
bebidas no Brasil, dentre os quais, os mais vendidos sdo o ciclamato de sddio, a mistura de
sacarina e o aspartame (FREITAS; ARAUJO, 2010).

O aspartame ou éster metilico de N-alfa-aspartil-L-fenilalanina, foi descoberto
acidentalmente em 1965, quando o quimico norte-americano James Schlatter estava testando
uma droga contra a ulcera. Porém seu consumo s6 foi liberado pelo Food and Drug
Administration (FDA) - 6rgdo norte americano responsdvel por testar drogas, alimentos e
cosméticos - em 1981, apds a realizacao de diversos estudos toxicoldgicos (ROBERTS, 1996
apud GOUGEON et al., 2004 apud MARTINS; AZOUBEL, 2006). Foi em 1983 que o
aspartame obteve a aprovacdo para ser usado em bebidas carbonatadas. No Brasil, o livre
comércio de dietéticos foi autorizado em 1988 e na Unido Europeia seu uso foi liberado em
1994 (MARTINS; AZOUBEL, 2006). Tendo como dose didria aceitdvel (ADI) 50 mg/Kg
didrio de peso nos Estados Unidos e 40 mg/Kg didrio de peso na Europa e Brasil
(BUTCHKHO et al., 2002 apud MARTINS; AZOUBEL, 2006).

Todavia, a ingestdo do aspartame ainda gera polémica, devido a muitos dados
contraditdrios e inconclusivos sobre o seu consumo como aditivo alimentar, principalmente
em relagdo ao peso corporeo, ingestdao alimentar e saciedade (REIS, 2010). Dentre estas
modificagdes, podemos citar o estudo realizado por Souza et al. (2010), utilizando 33 ratas a
partir do 8° ao 12° dia de prenhez, onde 0 mesmo mostrou que o grupo tratado com aspartame
apresentou maiores taxas de glicose, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL),
maior peso corpdreo e ma formagdes das proles. Enquanto, em outro estudo, mostrou que a
uma solugdo de aspartame & 1% reduziu os niveis de triglicerideos em ratos adultos tratados
(VIEIRA et al., 2008).

Em relac@o ao peso, estudos afirmam que o aspartame pode ser usado para o controle
da obesidade e do diabetes mellitus (ARAIjJO; BARRAL; ARAUJO, 2008). Contudo, estudo
assegura que o mesmo pode estimular o apetite paradoxalmente e, assim, levar ao ganho de

peso (ANTON et al., 2010).
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Quanto as andlises histopatoldgicas, estudo mostrou que ratos tratados com diferentes
tipos de edulcorantes (aspartame, ciclamato de sodio, sacarina e sacarose), ndo apresentaram
alteracdes no duodeno, figado, baco, bexiga e pancreas quando comparados com animais
controles (VIEIRA et al., 2008).

Destacando ainda que os adolescentes consomem grandes quantidades de produtos
contendo este edulcorante (refrigerantes, sorvetes e goma de mascar), chegando a ingerir o
dobro de aspartame comparado ao consumo de adultos e idosos e por se tratar de um
organismo em formacdo, a consequéncia bioquimica e histopatolégica do consumo
exacerbado deste edulcorante é de suma importancia para o conhecimento dos profissionais
de satide que buscam maiores informacgdes sobre os beneficios e maleficios deste alimento.

Diante do explanado, serd que o consumo de aspartame em ratos adolescentes pode
causar alteracdes na ingestdo alimentar, parametros fisicos, bioquimicos e histopatologicos?

Sabendo-se da alta frequéncia do aspartame na alimentag¢do dos brasileiros e também
em todo o mundo, faz-se necessario o desenvolvimento de novos estudos quem contribuam
para o conhecimento da acdo real do mesmo. Baseado no exposto, hipotetiza-se que o
consumo de aspartame ofertada a ratos adolescentes € capaz de desencadear alteragdes na
ingestdo alimentar, nos parametros fisicos, nas andlises bioquimicas e histopatoldgicas.

Esta pesquisa se justifica pelas diversas controvérsias encontradas na literatura sobre o
uso do aspartame na dieta da populacdo. Tornam-se necessdrios maiores pesquisas para que se
obtenham melhores conclusdes sobre o real beneficio, pois alguns estudos sugerem que o seu
uso pode ajudar a controlar o peso, enquanto outras pesquisas advertem que o mesmo pode

estimular o apetite e consequentemente resultar no ganho de peso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo de aspartame sobre ingestdo alimentar,

parametros fisicos, bioquimicos e histopatolégicos em ratos adolescentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Analisar o consumo alimentar semanal;

e Aferir o ganho de peso semanal;

e Aferir a circunferéncia abdominal, tordxica, comprimento vértice-coccix ao final do
experimento;

e Pesar a gordura abdominal total, momentos antes do sacrificio;

e Analisar niveis glicémicos, triglicerideos e HDL apds os 21 dias de administracao do
aspartame;

e Realizar andlises histopatoldgicas no figado dos animais apds o sacrificio.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 PADRAO ALIMENTAR ATUAL

O padrdo alimentar atual estd centrado no consumo de produtos industrializados, com
elevados teores de sal, acucar, gorduras e o reduzido consumo de frutas, verduras e cereais.
Este novo modelo alimentar estd associado a um padrao de vida sedentério, urbanizado e
mecanizado, o que poderd contribuir significamente para o aumento da prevaléncia e
desenvolvimeto das doencas cronicas como diabetes, hipertensdo e obesidade em
adolescentes, tendo em vista que estes sdo os maiores consumidores destes produtos
(TORAL; CONTT; SLATER, 2009).

A obesidade é um distirbio cronico e devido a sua crescente prevaléncia, atualmente é
considerada uma epidemia, atigindo ambos os sexos, tanto em paises em desenvolvimento,
quanto os desenvolvidos (MENDONCA et al., 2010). O excesso de peso e a obesidade tem
aumentado no Brasil. De acordo com a pesquisa da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel), realizada em 2014 pelo Ministério
da Sadde, no Brasil a dimensao de pessoas acima do peso avangou de 42,7%, em 2006, para
50,8%, em 2014 e que, a propor¢ao de obesos € de 17,5% entre homens e mulheres (BRASIL,
2014).

Devido a este aumento significativo da obesidade, houve uma ampliagdo na procura
por produtos que visam uma reducdo de calorias e consequetemente, do peso, surgindo assim,

os produtos diet e light que também sao fontes de edulcorantes (MENDONCA et al., 2010).

3.2 PRODUTOS DIET E LIGHT

Alimentos diet sdo aqueles que podem ser empregados em dietas de restricdo de
alguns nutrientes, porém nao necessariamente apenas o agucar ou carboidrato, mas também
podem ser isentos de gorduras, de colesterol, de aminodcidos ou de proteinas, ou de sddio.
Atendendo assim necessidades de pessoas em condig¢des fisioldgicas e metabdlicas especificas
(ARAUJO; ARAUJO, 1999 apud OLIVEIRA; ASSUMPCAO, 2000 apud BRANCO;
HILARIO; CINTRA, 2006). O termo light pode ser definido como uma minimizagio de 25%
do valor caldérico ou do conteido de algum nutriente quando comparado a um similar

(CAMARA; MARINHO; GUILAM, 2008). Podendo ainda ser definido segundo a Portaria n°
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27, como alimentos que apresentam os atributos “baixo” e/ou “pobre” e/ou “leve” em algum
de seus constituintes definindo quantidades especificas para cada um desses atributos
(BRASIL, 1998).

A Associacao Brasileira das Indudstrias de Alimentos Dietéticos (ABIAD) observou
que o mercado para produtos light/diet cresceu 800% nos dltimos anos e que esse consumo
foi maior entre os adolescentes com estado nutricional de sobrepeso e obesidade ou aqueles
que se consideravam com excesso de peso, demonstrando uma insatisfacao relacionada a sua
imagem corporal. Esse fato pode estd associado ao estdgio de vida em que os adolescentes se
encontram, somado a grande disponibilidade destes produtos no mercado. E na adolescéncia
onde os meninos € meninas possuem alteragdes fisioldgicas e psicoldgicas que se acentuam e
que os levam a buscar alimentos que aumentem sua satisfacdo, por outro lado, eles se
preocupam com a imagem corporal e acabam consumindo alimentos que possuam um menor
percentual caldrico, surgindo assim os adogantes artificiais (BRANCO; HILARIO; CINTRA,
2006).

3.3 CONSUMO DE ADOCANTES ARTIFICIAIS

H4 trés décadas, somente pessoas diabéticas ou aquelas que buscassem restricdo de
acucar por sugestao médica consumiam adogante. Porém, devido aos meios de comunicagdo e
o apelo mercadoldgico constante por um corpo sauddvel e em forma, fez-se crescer nos
ultimos anos o consumo de adogante pela substitui¢do ao acticar. Podendo citar ainda, a alta
incidéncia da cérie dentdria, o aumento do peso e a necessidade de eliminar o agtcar da dieta,
como responsdveis por esse crescente consumo de edulcorantes (NATIVIDADE,;
RODRIGUES; VIEIRA, 2011).

Ao longo do tempo tem se observado um aumento na procura por adogantes em
farmécias, drogarias, supermercados e lojas voltadas a saide e ao corpo. Nos anos 80 existiam
trés tipos de edulcorantes comercializados em paises industrializados: o aspartame, a sacarina
sddica e o ciclamato de s6dio, denominados adogantes de primeira geracdo. Logo apds, surgiu
a segunda geracdo, como a sucralose e o acessulfame-K. Existindo outros, porém menos
conhecidos como o alitame, a estévia, a neohesperidina, o neonatme e a taumatina, que sao
consumidos em apenas alguns paises (TORLONI et al., 2007).

De acordo com Reis (2010), no Brasil sdo consumidos 15 edulcorantes, sendo eles,

ciclamato de sddio, sorbitol, stévia, sacarina sodica, aspartame, acessulfame K, sucralose,
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maltitol, lactitol, isomaltitol e neotame (sintéticos); manitol taumatina, eritritol e xilitol

(naturais). Onde os mais comercializados s@o a sacarina, o ciclamato e o aspartame.

3.4 ASPARTAME

Virios produtos surgiram no pais, com a finalidade de suprir as necessidades do
consumidor pela busca incessante de perda ou manutencdo do peso, surgindo assim 0s
edulcorantes (BRASIL, 2006). Segundo o item 3.7 da Portaria 540 (BRASIL, 1997), que
prediz o emprego de aditivos na funcio de edulcorantes, ou seja, substancias diferentes dos
acucares que conferem sabor adocicado ao alimento. De acordo com o item 3.7 desta mesma
portaria, o emprego de aditivos em alimentos justifica-se por razdes sanitdrias, tecnoldgicas,
nutricionais ou sensorias. Existem diversos edulcorantes regulamentados pela legislacdo
brasileira, dentre eles o aspartame, que encontrou o seu espago entre os ja existentes pelo seu
poder de adocar 200 vezes mais que o aglicar e por essa razdo, é necessario um volume muito
menor de aspartame para a obtencdo do mesmo efeito da sacarose, de acordo com o informe
técnico n° 17 (BRASIL, 2006).

O aspartame € o conjunto de dois aminodcidos fenilalanina e dcido aspdrtico, Figura 1
possuindo quatro calorias por gramas, ndo sendo indicado para portadores de fenilcetondria,
podendo ser consumidos por diabéticos. Este foi descoberto em 1965 por casualidade ao testar
uma droga para ulceras estomacais pelo quimico norte-americano James Schlatter. Antes de o
aspartame chegar a ser comercializado houve oposi¢do para que a FDA aprovasse o seu uso,
pois havia provas que o consumo do aspartame poderia causar lesdes cerebrais,
principalmente em criangas, de acordo com o Dr. Jonh Olney, James Tumer e o grupo Label

Inc (NATIVIDADE; RODRIGUES; VIEIRA, 2011).



20

0. O
]
O

N-L-alfa-aspartil-L-fenilalanina-1-metilester

Figura 1 - Representagdo da estrutura quimica do aspartame.

Fonte: (FREITAS; ARAUJO, 2010).

Desde a sua aceitagdo no mercado até hoje, surgiram diversas controvérsias e
inimeros questionamentos quanto a sua seguranca para o consumo. Foram realizados mais de
200 estudos em animais e seres humanos em mais de 20 anos, porém nenhuma conclusio
colocou em duvida a sua ingestdo. Entretanto, existem dividas quantos aos possiveis riscos

do consumo do aspartame a satide humana (FREITAS; ARAUJ 0O, 2010).
3.4.1 Aspartame e a legislacao brasileira

Um aditivo s6 pode ser utilizado pela industria de alimentos quando estiver
determinado em legislacdo especifica, seu limite maximo para o consumo, sua funcio e as
categorias de alimentos permitidas, tudo isso de acordo com a legislacdo brasileira sobre
aditivos alimentares. O que ndo estiver definido na legislacdo, ndo tem consentimento para ser
utilizado em alimentos (BRASIL, 2006).

Os limites maximos dos edulcorantes sdo determinados com base em estudos
cientificos e dados fornecidos pelo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE,
quanto a dieta alimentar, bem como os parametros toxicoldgicos da ingestdo didria aceitavel
determinada pela a JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives),
(BRASIL, 2006).

3.4.2 Aspartame e o metabolismo humano
O aspartame pode ser fragmentado em 4acido aspartico, fenilalanina, e metanol no

limen intestinal do duodeno, ileo e jejuno, por acdo da aminopeptidases, seguindo a absor¢ao

para a circulacdo Figura 2. O aspartame pode ser absorvido intacto pelas células das mucosas
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intestinais, no interior das quais € hidrolisado nos seus componentes, que serdo em seguida
absorvidos para a circulacdo sistémica. Apds a absor¢do, elas sdo entdo, metabolizadas no
figado e/ou excretadas pelo organismo seguindo os caminhos: o 4cido aspdrtico €
transformado em alanina, o metanol em formaldeido e entdo em d4cido férmico, e a

fenilalanina em sua maior quantidade em tirosina (LOURENCO, 2005).

HO
N CHs
H

O N O

Ac. Aspartico Fenilalanina Metanol

Figura 2 - Metabolismo do aspartame nos seus trés constituintes.

Fonte: (FREITAS; ARAUJO, 2010).

Tanto a fenilalanina, metanol, quanto o d4cido aspartico, quando ingeridos em
quantidades elevadas, causam alteragdes quimicas e funcionais no sistema nervoso central.
Porém, quando o aspartame € ingerido nas doses recomendadas ndo apresenta efeitos toxico,
mutagénicos, teratogénicos, embriotoxicos, no sistema reprodutor (MATTOS, 2013).

Cerca de 10% do peso do aspartame € absorvido para a circulacio como metanol,
porém quando ingerido 34 mg de aspartame/kg de peso corpdreo nao € detectavel (MATTOS,
2013).

3.4.3 Aspartame e efeitos no organismo

Sabe-se que o metanol um subproduto do aspartame pode ser maléfico a satide do ser
humano, face ao seu alto grau de toxidade hepdtica, j4 que o mesmo em doses elevadas pode
resultar na faléncia do figado, uma vez que esse subproduto inviabiliza os processos
metabélicos proprios do 6rgio (ARAUJO; BARRAL; ARAUJO, 2008). Em concentragdes

elevadas o metanol ou élcool, pode se tornar um veneno mortal (THOMAS, 2005),
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ocasionando a acidose metabdlica e a cegueira, pois este, age como uma toxina potente
(MATTOS, 2013). Pode causar ainda, crises de enxaquecas em pessoas sensiveis
(BRUGNERA; BARUFFI; PANATTO, 2012). Bem como, mudangas de humor, perda de
memoria e surgimento de tumores cancerigenos. (NATIVIDADE; RODRIGUES; VIEIRA,
2011). Contudo, o informe técnico n° 17, aborda que a quantidade de metanol liberada pelo o
aspartame é pequena e mesmo em doses altas, equivalentes ao consumo didrio recomendado
para esse adogante, resulta em uma ingestdo 200 vezes inferior a dose téxica (BRASIL, 2006).

Quanto aos efeitos carcinogénicos, estudo mostrou que ratos de ambos 0s sexos,
tratados com aspartame a partir de 8 semanas de idade até a morte natural, por meio da
alimentacdo com diferentes concentracdes de aspartame, apresentaram maior incidéncia de
linfomas / leucemias em fémeas, os machos apresentaram maior incidéncia de schwannomas
malignos dos nervos periféricos. Houve em ambos os sexos lesdes pré-neoplasicas,
neoplésicas do epitélio olfativo e carcinomas nos machos (SOFFRITTI et al., 2006).

Outro estudo de Soffritti et al. (2007), reforca que o aspartame possui efeito
carcinogénico em ratos, onde o mesmo avaliou a exposi¢do de baixas doses de aspartame
durante a vida pré-natal, onde, as maes receberam edulcorante na alimentagdo a partir do 12°
dia de gestacdo, no qual, as mesmas foram sacrificadas apds o desmame e as proles de ambos
0s sexos continuaram o tratamento até a morte natural. Onde foram observados que os grupos
tratrados com 100 mg/kg de aspartame, apresentaram maior incidéncia de tumor
(linfomas/leucemias) maligno em ambos os sexos, em comparagdo ao controle. Porém, nao
sendo estatisticamente significativo. Enquanto, no grupo tratado com 20 mg / kg de peso
corporal, houve com mais frequéncia tumores nos ratos machos (linfomas imunobléstico
envolvendo pulmdo e mediastino / nddulos periféricos). Nas fémeas, os tumores mais
frequentes eram os linfomas linfocitarios e imunobldstico que envolviam principalmente o
timo, o pulmao, o bago, e ganglios periféricos.

Em relacdo as alteracdes no peso corpdreo, podemos citar o estudo realizado por Reis
(2010), onde foram utilizados 16 ratos adultos machos Wistar, sendo distribuidos em quatro
grupos de quatro, recebendo ragdo e agua ad libitum além das seguintes dietas: C1 (controle -
racdo e agua ad libitum); C2 (controle iogurte - 30mL/dia de iogurte natural puro); Sacarose (
30mL/dia de iogurte com sacarose a 20%) e aspartame (30mL/dia de iogurte com aspartame
a 0,4%) foi determinado que o grupo que recebeu aspartame apresentou um maior ganho de
peso do que o grupo sacarose € o C1. J4 a sacarose teve um menor consumo de racdo que o

grupo C1 e o C2. Indicando assim, que o aspartame apresentou efeito significativo no ganho
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de peso corpdreo. Porém, outra pesquisa mostrou que o aspartame pode ser empregado para o
controle da obesidade (ARA(JJ O; BARRAL; ARAUJ 0O, 2008).

Ressalto ainda, que o aspartame ndo pode ser utilizado por individuos que possui a
fenilcetonuria, trata-se de uma patologia genética, que se caracteriza pela auséncia de uma
enzima, que faz o metabolismo da fenilalanina, aminodcido presente no edulcorante artificial,
o que pode desencadear diversos distirbios, dentre eles, o mais grave é o retardo mental

(ARAUJO; BARRAL; ARAUJO, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPARTAME

O aspartame utilizado na referida pesquisa foi adquirido em um comércio local de

Cuité, o mesmo apresentava disponivel na forma em pd, da marca Finn®.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 18 ratos machos, adolescentes, da linhagem Wistar, provenientes do
Laboratério de Nutricdo Experimental da Universidade Federal de Campina Grande, com
cinco semanas de vida, pesando aproximadamente 108g e tratados durante 21 dias. Os
animais foram alocados aleatoriamente em dois grupos de nove animais cada: grupo controle
(GC) - sendo tratados com dgua destilada por gavagem; grupo Aspartame (GA) - sendo
tratados com solucdo contendo 50 mg/kg de aspartame. Todos os animais receberam ragdo
padrdo (Essence ®) e agua ad libitum e os grupos experimentais receberam aspartame uma
vez ao dia por gavagem (Figura 3) sendo administrado 2ml/100g/dia durante 21 dias.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas metabdlica
individuais em temperatura entre 22 + 3 °C e umidade relativa do ar de 60+3%, ciclo de 12h

claro/escuro.

Figura 3 - Administragdo de adocante por meio de gavagem.
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4.3 LOCAL DE EXECUCAO

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Campina Grande,
campus Cuité. As medidas murinométricas, o consumo alimentar e a afericdo da glicemia
foram realizados no Laboratério de Nutricdo Experimental do Centro de Educacdo e Satde da
Universidade Federal de Campina Grande (LANEX/CES/UFCQG); as andlises bioquimicas
foram executadas no Laboratério Bromatologia do Centro de Educagdo e Sadde da
Universidade Federal de Campina Grande (LABROM/CES/UFCG) e os exames
histopatoldgicos foram realizados no Laboratério de Histologia da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE).

4.4 RACAO E MEDIDAS MURINOMETRICAS

4.4.1 Consumo de raciao

O controle da ingestdo alimentar foi realizado semanalmente em balanca semi-

analitica da marca Balmax (modelo: ELP — 25).

4.4.2 Determinacées murinométricas

As medidas murinométricas foram realizadas em todos os ratos momento antes do
sacrificio, onde estes foram anestesiados com Cloridrato de Quetamina e Xilasina (1 ml/kg).
Foi aferido a circunferéncia abdominal (CA) (Figura 4), a circunferéncia tordxica (CT)
(Figura 5), e comprimento do corpo (Figura 6). O ganho de peso total foi definido pela a
subtracdo entre o peso inicial e o peso final, expresso em gramas. Para afericio do peso
corporal (Figura 7), foi utilizado uma balanca semi-analitica da marca Balmax, modelo: ELP
—25 (NOVELLI et al., 2007).

O peso corporal e comprimento do corpo foram usados para determinar o indice de
massa corporal (IMC) = de peso corporal (g) / comprimento (cmz).

A gordura abdominal total foi retirada e pesada em uma balanca semi-analitica da

marca Balmax, modelo: ELP — 25.



Figura 4 - Afericdo da circunferéncia abdominal.

Figura 5 - Verificagdo da circunferéncia toraxica.
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Figura 6 - Afericdo do comprimento vértice-coccix.

Figura 7 - Medigdo do ganho de peso corporal

4.5 COLETA DE SANGUE E DETERMINACAO DO PERFIL BIOQUIMICO

Um dia antes da eutandsia, os animais permaneceram em jejum de 12 horas. As
amostras de sangue (Figura 8) foram coletadas através da puncdo cardiaca ao final do
experimento. Os niveis de glicose plasmética foram determinados com glicosimetro ACCU-
CHEK®.

Para as andlises de Triglicerideos e HDL foi utilizado kit enzimético (LAB TEST)

onde o soro foi obtido ap6és centrifugacdo de 3000 rpm durante 10 minutos.
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Figura 8 - Amostras de sangue

4.6 EXAMES HISTOPATOLOGICOS

A coleta do figado ocorreu apds a eutandsia onde, esta se deu por meio da puncio
cardiaca. A seccdo tecidual foi fixada em formalina tamponada 10% e apds 24 horas,
resseccionada para o processamento histopatoldgico: desidratacdo com séries crescentes de
alcool (70° a 100°), seguida de diafanizacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina,
segundo os métodos de rotina (MICHALANY, 1998). Posteriormente os blocos de parafina
foram cortados em micrétomo ajustado para 3,0 uM. Os cortes obtidos foram colocados em
laminas untadas com albumina de Meyer e submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina,

e em seguida analisadas em microscopio

4.7 ESTATISTICA

Os resultados das andlises foram submetidos ao teste t-student seguido de Mann-

Whitney, com nivel de significancia p < 0,05.

4.8 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Campina Grande. O certificado de aprovacdo do Comité

de Etica encontra-se no anexo 1.
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S RESULTADOS

5.1 CONSUMO DE RACAO

Com relagdo ao consumo de racdo, o GC comparado com o GA respectivamente
apresentou: 1* semana (150 £+ 8,94 x 160,67 £ 9,17), 2* semana (151,71 + 15,51 x 164,22 +
15,01), 3* semana (158,67 £ 13,95 x 185,71 + 23,02).

De acordo com os dados podemos verificar que os ratos tratados com aspartame (GA)
apresentaram um aumento significativo na ingestdo alimentar na primeira, segunda e terceira

semana, quando comparados ao grupo controle (GC), (P< 0,05).
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Figura 9 - Consumo de racdo comercial (Essence ®) de ratos adolescentes da linhagem Wistar, tratados por
gavagem durante 21 dias, onde GA recebeu aspartame 4 5% (n=9) e o GC recebeu solucdo de dgua destilada
(n=9). Dados expressos em média + DP. Foi aplicado o teste t-student e Mann- Whitney para verificar diferencas
estatisticas. *= diferenca GA vs GC (P<0,05).
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5.2 GANHO DE PESO CORPOREO

Quanto ao ganho de peso corpéreo, o GC confrontado com o GA respectivamente
apresentou menores valores significativamente durante a 1* semana (139,25 + 13,48 x 150 %
13,96), 2% semana (168,75 = 20,37 x 192 + 17,53) e 3% semana (204,86 + 18,97 x 228,29 + 17,
18) (P<0,05).
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Figura 10 - Evoluciao do ganho de peso de ratos adolescentes Wistar alimentados durante 21 dias com ragdo
comercial (Essence ®) e tratados por gavagem, onde o GA (n=9) recebeu aspartame 4 5% e o grupo controle
(GC) (n=9) recebeu agua destilada. Dados expressos em média + DP. Foi aplicado o teste t-student e Mann-
Whitney para verificar diferencas estatisticas. *=diferenga significativa comparado ao GC.

5.3 MEDIDAS MURINOMETRICAS

Com relacdo as medidas murinométricas, circunferéncia abdominal, circunferéncia
tordxica, comprimento, gordura abdominal total e IMC, pode-se observar, tanto no GC (n=9)

quanto do GA (n=9), resultados semelhantes (P < 0,05).
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Tabela 1 - Medidas murinométricas de ratos adolescentes da linhagem Wistar tratados
durante 21 dias por gavagem, onde o GA recebeu solucio 4 5% de aspartame (n =9) e o grupo
controle (n =9) recebeu dgua destilada.

Grupos Experimentais

Medidas Murinométricas

Controle (n=9) Aspartame (n=9)
Circunferéncia Abdominal (cm) 13,50 £ 1,25 14 £ 1,36
Circunferéncia Toraxica (cm) 12 +0,71 12 +1,03
Comprimento (cm) 21,25+1,04 21,50+ 0,71
Gordura Abdominal Total (g) 4,54 + 1,87 5,52 +1,50
IMC (g/cm?) 0,50 0,02 0,46 £ 0,06

Fonte: Dados expressos em média + DP. Utilizou para andlise dos dados o teste t-student, seguido de Mann-

Whitney (P<0,05).

5.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

No que se refere aos dados bioquimicos, podemos notar que o GA e o GC apresentaram

resultados semelhantes em relacdo a glicemia, triglicerideo e HDL (P< 0,05).

Tabela 2 - Dados bioquimicos de ratos Wistar tratados durante a adolescéncia com aspartame
4 5% (GA) e 4dgua destilada (GC).

Grupos Experimentais
Parametros Bioquimicos

Controle (n=9) Aspartame (n=9)
Glicemia (mg/dl) 170,88 + 35,47 178 39,79
Triglicerideos (mg/dl) 28,99 £ 9,72 31,61 + 14,92
HDL (mg/dl) 57,55 +2,34 53,01 £3,72

Fonte: Dados expressos em média + DP. Utilizou para andlise dos dados o teste t-student, seguido de Mann-

Whitney. *Indica diferenca em relagdo ao GC (P<0,05);
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5.5 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Os resultados mostraram que os figados de todos os grupos experimentais apresentaram
externamente uma delgada cdpsula composta de tecido conjuntivo fibroso, a cépsula de
Glisson (Fig 11 A), um parénquima bem desenvolvido e com uma malha vascular com veias
de varios calibres (Fig 11B). Os hepatdcitos dispuseram-se desordenadamente em torno da
veia centro lobular, margeando os capilares sinuséides (Fig 11C). Essas células apresentaram
morfologia poliédrica, nicleo central, nucléolo proeminente e citoplasma acidéfilo (Fig.

11D).

Figura 11 - Histologia do figado de ratos dos grupos experimentais. A — Capsula de Glisson (seta) do
grupo controle; B — veias de vdrios calibres (seta pequena) no grupo aspartame; C — Hepatdcitos (setas)
em torno da veia centro lobular (VC) no grupo aspartame; D — Hepatdcitos (setas pequenas) com
morfologia poliédrica, niicleo central, nucléolo proeminente e citoplasma acidéfilo do grupo aspartame.
Coloracao H.E.
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6 DISCUSSAO

Com relagdo ao peso corporal, os dados da presente pesquisa corroboram com
trabalhos utilizando animais tratados com aspartame em diferentes concentragdes € em
diferentes fases da vida. Estudo tratando ratas prenhas com 14 mg/kg de aspartame
identificaram um aumento no peso materno e no peso placentario (LEME; AZOUBEL, 2006).
Souza et al. (2010) observaram maior peso corporal na prole de ratas tratadas com 25 mg/kg e
Luz (2008), identificaram o mesmo aumento de peso em ratos adultos recebendo 20
gotas\500ml de adocante artificial. Em ambos os estudos, o maior consumo de racdo estava
presente, o que nos leva a inferir que o aspartame estimula o apetite e é esse aumento que
induz ao ganho de peso. Esse aumento de apetite, ja havia sido relatado por outros autores
(ROSADO; MONTEIRO, 2001; ANTON et al., 2010). Wurtman (1983), sugere que este
aumento do apetite deve-se a reducdo das concentracdes de serotonina na presenga do
aspartame, ja que a serotonina age regulando a sensacdo de saciedade e a sua redugdo resulta
no aumento da fome.

No que se refere aos parametros fisicos, bioquimicos e histoldgicos analisados, na
atual pesquisa, ndo houve alteragdes no grupo tratado com aspartame em comparagcdo ao
controle. Porém, quanto a este dltimo, dados corroboram com o estudo utilizando esse mesmo
adocante, onde ratos que foram tratados com 1% de aspartame por 5 (cinco) meses nao
apresentaram nenhuma alteracdo no figado, duodeno, baco, bexiga e péancreas quando
comparados com animais controles (VIEIRA et al., 2008). No entanto, o achado descoberto
de Abhilash et al. (2011), difere do resultado supracitado, onde ratos adultos tratados com
uma elevada concentragdo 1000 mg/kg durante 180 dias observaram um aumento
significativo nas atividades das enzimas séricas: alanina amino transferase (ALT), aspartato
amino transferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) e c-glutamil transferase (GGT), onde este,
aumento pode indicar lesdes hepdticas. Houve ainda, uma reducdo na concentracao de
glutationa reduzida (GSH), a atividade da glutationa peroxidase (GPx), a glutationa-redutase
(GR) e infiltracdo de leucdcitos nos figados dos ratos. Esses achados indicam uma toxicidade
do aspartame. Baseado no exposto, tanto a dosagem como o periodo de administracdo foram
capazes de alterar essa toxicidade.

Sendo assim, pesquisas com animais de laboratério sugerem que adolescentes que
consomem esse tipo de adocante regularmente possuem maiores chances de desenvolver

obesidade, j4 que o mesmo estimula o consumo de alimentos proporcionado um aumento na
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ingestdo alimentar e consequentemente no ganho de peso corpdreo que pode contribuir
posteriormente para o aparecimento de doengas cronicas. Desta forma, o risco que os
adolescentes correm ao consumir este edulcorante, ou produtos que os contenham ¢€
consideravél, j4 que os mesmos, segundo Branco, Hildrio e Cintra, (2006) sdo os maiores
consumidores dos produtos diéteticos. E por se tratar de um organismo em fase de formagao,
a consequéncia do seu consumo exacerbado pode ser desastrosa. Alguns desses riscos foram

confirmados na presente pesquisa.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, podemos concluir que o aspartame causou um aumento
significativo tanto na ingestdo alimentar quanto no peso corpéreo em ratos adolescentes; no
entanto, ndo houve alteragdes nos parametros fisicos, bioquimicos e histopatolégicos
analisados. O mesmo, nao pode ser considerado a melhor op¢do para substituicio do agicar
por individuos que almejam uma redugdo caldrica, tendo em vista, a sua ineficicia, pois nio
garante perda ou manutencio do peso corporal. Porém, mostrou sua eficdcia para o controle
da glicemia, onde os ratos que ingeriram aspartame nao apresentaram alteracdes nos niveis
glicémicos, sendo uma excelente alternativa de substituicdo do aclicar por pessoas que
buscam o controle dos niveis glicémicos.

Sendo assim, essa pesquisa serve de base para elucidar e elevar possiveis

consequéncias metabodlicas do aspartame nesta fase da vida.
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Anexo 1 - Certificado de Aprovagio de Comité de Etica.

Universidade Federal de Campina Grande

Centro de Saude e Tecnologia Rural

Av. Sta Cecilia, s/n, Bairro Jatoba, Rodovia Patos,

CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3057

A: Sr?. Juliana Késsia Barbosa Soares (Coordenadora)

Sr?. Soares;

Protocolo CEP n® 128-2013

CERTIDAO
ASSUNTO: “Influéncia do consumo de adogantes em
pardmetros bioquimicos  histopatologicos e
biodistribuigcdo no figado de ratos wistar.”
Cientificamos a V.Sa. que seu projeto teve parecer consubstanciado orientado pelo
regulamento interno desta comissao e foi aprovado por Ad Referendum, em 10 de outubro de
2013, estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais atendidas as especificagdes
no uso de animais para fins cientificos e didaticos. Secretaria da Comissdo de Etica o Uso de
Animais — CEUA da UFCG.
Patos, 10 de outubro de 2013.

Onaldo Guedes Rodrigues
Coordenador do CEUA
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