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Resumo

O aspartame € um adoc¢ante muito consumido em todo mundo e é encontrado em
mais de seis mil produtos, como refrigerantes, iogurtes e produtos farmacéuticos.
Este adocante pode ser metabolizado pelo organismo, sendo que cada molécula de
aspartame produz duas moléculas de aminoacidos e uma de metanol. O metanol
vem sendo associado ao estresse oxidativo, e este é intimamente correlacionado
com o envelhecimento precoce da pele. Assim, o objetivo deste trabalho foi (i)
avaliar a influéncia do consumo de aspartame na elasticidade da pele e caracterizar
sua influéncia sobre varidveis metabdlicas em camundongos e (ii) realizar um estudo
do tipo revisdo sistematica para avaliar os efeitos metabdlicos do consumo de
aspartame na populacdo adulta. Para a primeira etapa do estudo, camundongos
Swiss fémeas com 13 ou 22 semanas de idade foram submetidos ao tratamento
com aspartame por 30 dias nas doses de 20, 40 ou 80 mg/kg de massa
corpoéreal/dia, ou camundongos em idade de desmame foram tratados por 70 e 140
dias com racao suplementada com aspartame na proporcdo de 40 mg/kg de massa
corpérea/l6 g de racdo. Para a revisdo sistematica, foram seguidas as
recomendacdes do PRISMA e foi feito um levantamento de dados nas bases
Cochrane, LILACS, Pubmed, Scopus e Web of Science. Os dados obtidos no
levantamento foram avaliados estatisticamente pela técnica da metandlise. Os
resultados mostraram que o tratamento com aspartame na dose de 40 mg/kg/dia,
durante 30 dias, in vivo, induziu ganho de peso, promoveu uma tendéncia de
diminuicdo na elasticidade da pele, diminuicdo de colageno e alteracdo no sistema
antioxidade da pele. Os trabalhos analisados na revisdo sistematica mostraram que
os estudos sobre o efeito do aspartame em varidveis metabdlicas relacionadas ao
diabetes e a obesidade s&o limitados e ndo apoiam ou refutam os beneficios ou

maleficios do consumo desse adocante.

Palavras-chave: aspartame; elasticidade; pele; camundongo; estresse oxidativo;
obesidade; revisdo sistematica.
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Abstract

Aspartame is a sweetener widely consumed worldwide and is found in more than six
thousand products such as soft drinks, yoghurts and pharmaceuticals. This
sweetener may be metabolized by the body, yelding two molecules of amino acid
and methanol. Methanol has been associated with oxidative stress, and this is
closely correlated with skin aging process. The objective of this study was (i) to
evaluate the effects of aspartame consumption in skin elasticity and characterize its
influence on metabolic variables in mice and (ii) to conduct a systematic review in
order to evaluate the metabolic effects of aspartame consumption in the adult
population. For the first part of this study, Swiss female mice with 13 or 22 weeks of
age were treated with aspartame for 30 days at doses of 20, 40 or 80 mg/kg of body
weight/day or weaning-age mice were treated by 70 and 140 days with diets
supplemented with aspartame at a ratio of 40 mg/kg of body weight/6 g of diet. For
the systematic review PRISMA recommendations were followed, and a search was
made using the data bases Cochrane, LILACS, Pubmed, Scopus and Web of
Science. Data from the survey were statistically evaluated by the technique of meta-
analysis. The results showed that treatment with aspartame at a dose of 40
mg/kg/day for 30 days in vivo induced weight gain, as well as promoted a decreasing
trend in skin elasticity, decreased collagen and changed antioxidade skin system.
The results of the systematic review demonstrate that the effect of aspartame on
metabolic variables related to diabetes and obesity are limited and do not support or

refute the benefits or harms of this sweetener.

Keywords: aspartame; elasticity; skin; mice; oxidative stress; obesity; systematic

review.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspartame

De acordo com a American Dietetic Association (ADA), o uso de adocantes
artificiais pode trazer uma série de beneficios aos seus consumidores, como
diminuicdo da ingestéo caldrica e auxilio no controle de doencgas crénicas, como o
diabetes. Os adocantes sé&o edulcorantes utilizados como aditivos alimentares, em
substituicdo ao agUcar, por terem a caracteristica de conferir um intenso sabor doce
e, por isso, podem ser utilizados em pequenas quantidades. Sao classificados em
nutritivos e ndo nutritivos, de acordo com a quantidade de calorias que fornecem.
Sorbitol e manitol, por exemplo, sdo considerados adocgantes nutritivos, enquanto os
nao nutritivos sédo o acessulfame, aspartame, ciclamato, sacarina e sucralose. Estes
ultimos, por ndo serem obtidos de fontes naturais, e sim produzidos de forma semi-
sintética ou totalmente sintética também séo classificados como adocantes artificiais
(Whitehouse et al., 2008; Ibrahim, 2015; Jain e Grover, 2015).

Um dos fatores histéricos que contribuiu para a busca do desenvolvimento e
consumo de substancias com poder adocante foi a necessidade decorrente da baixa
oferta de acucar para a populacdo durante a Segunda Guerra Mundial (Yang, 2010).
Atualmente, inimeras substancias com poder adocante sdo usadas no mundo todo.
No Brasil, além dos adocantes ja citados acima — ciclamato, sorbitol, manitol,
acessulfame, aspartame, sacarina e sucralose —, sado aprovados ainda para
consumo o neotame, o esteviosideo e a taumatina (Brasil, 2008). Porém, apesar do
ciclamato ser aprovado para o uso na Unido Europeia e em mais de 100 paises, nos
EUA seu uso foi proibido em 1969 por ter sido correlacionado a casos de cancer de
bexiga em ratos (Mattes e Popkin, 2009).

O aspartame, éster metilico da L-a-aspartil-L-fenilalanina, um composto 200
vezes mais doce que o acucar e considerado de baixo valor calorico (4 kcal/g), é
consumido por mais de 200 milhdes de pessoas ao redor do mundo e encontrado
em mais de 6 mil produtos, como refrigerantes, iogurtes e produtos farmacéuticos
(Grembecka e Szefer, 2012). Estima-se que, nos Estados Unidos, este adocante
esteja presente em 77% dos refrigerantes (Abdel-Salam et al., 2012). A producao do

aspartame no mundo € muito expressiva, sendo que em 2008 a estimativa era de
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gue, somente na Europa, eram produzidas mais de 19.000 toneladas por ano

(Yagasaki et al., 2008).
0
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Figura 1: Figura representativa da molécula de aspartame e dos produtos da sua metabolizac&o.
Extraido e adaptado de Magnuson et al., 2007.

O aspartame foi descoberto em 1965 por James Schlatter e aprovado para
uso em alimentos pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1981. Classificado

como adocante artificial e ndo calérico, produz, em sua metabolizacdo, dois
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aminoacidos, fenilalanina (50%) e acido aspartico (40%), e uma molécula de
metanol (10%) (Figura 1) (Humphries et al., 2008). Diferente dos demais adogantes,
0 aspartame pode ser rapidamente metabolizado no organismo humano, sendo
hidrolisado por esterases e peptidases. Apés a hidrolise, ocorre a absorcao de seus
metabdlitos no lumen do trato gastrointestinal, seguida da entrada na circulacédo
sisttmica (Magnuson et al.,, 2007; Yang, 2010; Mourad e Noor, 2011). Os
aminoacidos produtos dessa metabolizacdo também podem ser encontrados
naturalmente em muitos alimentos como carnes e aves (Butchko, 2002). Kroger e
colaboradores (2006) relataram que os consumidores de aspartame tém a
guantidade diaria de fenilalanina e acido aspartico aumentada em 1 e 2%,
respectivamente. O &acido aspartico ja foi reportado como sendo relacionado a
disturbios neurolégicos como enxaqueca e epilepsia (Humphries et al., 2008). Outros
produtos de degradacdo, ou impurezas derivadas da producdo, podem estar
presentes no aspartame como a dicetopiperazina da aspartilfenilalanina (DKP) e o -
aspartame (isbmero do a-aspartame) (EFSA, 2013).

Estudos em animais de laboratério demonstraram que a dose letal (DLso) do
aspartame € de mais de 10 g/kg de massa corpérea por dia (US, 2003). Porém &
largamente conhecido o risco que os produtos da metabolizacdo desse adocante
podem causar a individuos com fenilcetonudria, que possuem auséncia de atividade
da enzima fenilalanina hidroxilase (Williams et al., 2008).

Passados 35 anos desde a aprovacdo do seu consumo até hoje, o aspartame
continua sendo objeto de muitos estudos no que se refere a seguranca do seu uso e
ao conhecimento de seus efeitos no metabolismo tanto em humanos quanto em
modelos animais.

Soffritti e colaboradores (2007) relataram clara correlacdo entre o uso de
aspartame nas doses diarias de 100 mg/kg de peso corporeo e a incidéncia do
aparecimento de linfoma e leucemia em ratos Sprague-Dawley fémeas.

Outros estudos demonstraram que, ao analisar cérebros de camundongos e
ratos que foram tratados com aspartame em curto e longo prazos, em
concentracfes que variaram de 5,6 mg a 1.000 mg/kg de massa corpérea, foi
observado aumento significativo da peroxidacao lipidica, assim como da expresséo
de oxido nitrico (NO) e das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),

evidenciando a instalacdo de um quadro de estresse oxidativo nos tecidos (Abdel-
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Salam et al., 2012; Abu-Taweel et al.,, 2014; Ashok et al., 2015; Adaramoye e
Akanni, 2016).

Um estudo avaliando os efeitos da ingestéo diaria de aspartame na dose de
40 mg/kg de massa corporea por ratos albinos machos, durante 2, 4 e 6 semanas,
permitiu observar o efeito do estresse oxidativo no figado e nos rins dos animais,
sendo proposto que o metanol liberado no metabolismo do aspartame pudesse
aumentar a formacao de malondialdeido, o que é acompanhado de uma diminuicao
da glutationa reduzida do sistema antioxidante (Mourad, 2011).

Segundo Abhilash e colaboradores (2011), o consumo de aspartame por
longo prazo pode desencadear lesdes hepatocelulares e alteracdes no equilibrio
redox do figado, em decorréncia de intoxicacdo pelo metanol produzido em seu
metabolismo.

Com o objetivo de reduzir o efeito oxidativo causado nos rins de ratos que
foram tratados diariamente com aspartame (40 mg/kg de massa corpérea) por seis
semanas, Finamor e colaboradores (2014) tiveram resultados positivos ao
demonstrar o efeito protetor que a N-acetilcisteina exerceu no aumento da atividade
da glutationa peroxidase e da glutationa total nos animais.

Foi comprovado, ainda, que a intoxicagdo por metanol, em ratos Wistar
albino, acelerou a acdo de espécies reativas de oxigénio, pois ao ser metabolizado,
promoveu a formacdo do anion radical superoxido e de peroxido de hidrogénio,
gerando um desequilibrio oxidativo no hipotalamo e na glandula adrenal; aumentou
a fragmentacdo do DNA nesses 0rgaos; e aumentou 0s hiveis plasmaticos de
corticosterona, sugerindo, assim, alteraces no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(Parthasarathy et al., 2006).

Casos de acidose metabdlica e lesdes oculares relacionados ao consumo de
aspartame também ja foram reportados (Rycerz e Jaworska-Adamu, 2013).

O metanol, apos ser lancado no intestino delgado, é oxidado em formaldeido
e em acido férmico. Este ultimo possui meia-vida longa e é considerado como o
primeiro composto toxico do envenenamento por metanol. Acredita-se que 1 litro de
bebidas adocadas com aspartame contenha 56 mg de metanol, lembrando que o
limite diario de ingestdo de metanol € de 7,8 a 8,0 mg, segundo a Agéncia
Americana de Protecdo Ambiental (Philip,1995; Dorokhov, 2015).

Spanel e colaboradores (2015) estudaram o efeito da ingestdo em dose

Unica de 40 mg/kg de aspartame em 10 voluntarios, homens e mulheres, e
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observaram aumento de metanol nas concentragfes plasmaticas desses voluntarios,
gue variou de 3 a 6 vezes. Marczinski e colaboradores (2013) avaliaram 16
voluntérios que receberam bebida alcodlica suplementada com bebida dietética
(contendo aspartame) ou que receberam bebida alcodlica suplementada com bebida
contendo acgUcar e observaram que a concentracdo de alcool no ar expirado foi
maior no grupo que consumiu bebida contendo aspartame.

Por outro lado, Tezvergil-Mutluay e colaboradores (2011) verificaram que o
metanol, o etanol e outros alcoois podem também ser responsaveis pela inibicdo da
acao de enzima metaloproteinase de matriz (MMP), que normalmente se encontra
mais ativa quando ocorrem desequilibrios do sistema redox, porém 0s mesmos
autores citam que esta inativacdo é mais observada para alcoois com mais de
guatro carbonos na molécula.

Ainda sobre os metabolitos do aspartame, foram relatados alguns casos nos
guais o formaldeido foi associado a processos inflamatorios na pele. Seis pacientes
com idade entre 16 e 75 anos que consumiram por dia mais de 2 litros de
refrigerante diet do tipo cola, contendo aspartame, apresentaram dermatite de
contato. Esses mesmos pacientes foram avaliados quanto a sensibilidade ao
formaldeido e o resultado foi positivo (Jacob e Stechschulte, 2008).

Além dos efeitos em relacdo a seguranca do uso do aspartame, muitos
estudos tém questionado a efetividade do uso desse adocante em relacdo a perda e
manutencado da massa corpoérea. A priori, essa preocupacao parece infundada, pois
seria muito 16gico pensar que a substituicdo do acglcar por adocantes nédo caléricos
claramente iria contribuir para menor ingestao caldrica, 0o que contribuiria para a
perda de peso, mas essa hipétese tem gerado controvérsias (Garcia-Almeida et al.,
2013).

1.2. Adocantes artificiais e Manutencdo da massa corporea

A obesidade tornou-se uma epidemia que afeta diversas partes do mundo e
estad intimamente relacionada a dieta, ao sedentarismo, a fatores hormonais e a

determinantes genéticos e psicossociais (Vasconcelos et al., 2016). Considerando o
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IMC (indice de massa corpérea) como parametro de avaliacdo para diagndstico da
obesidade, em 2014, aproximadamente 1,9 bilhdo de adultos foram classificados
com sobrepeso (IMC = 25 kg/m® e pelo menos 600 milhdes de adultos com
obesidade (IMC = 30 kg/m?) (WHO, 2015).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, 52,5% dos brasileiros estdo acima
do peso e 17,9% sé&o obesos, com uma prevaléncia maior na populagdo na faixa
etaria de 35 a 64 anos (Brasil, 2014).

A obesidade é responsavel pela quinta posicdo nas causas de morte no
mundo (COX et al., 2015), devido ao fato de estar relacionada a diversas
comorbidades como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, doenca cardiaca
coronariana e sindrome metabdlica. A cada dia que passa, percebe-se o grande
impacto de morbi-mortalidade que essa condicao cronica causa na saude individual
e publica (Swithers, 2013; Abilash e Augustine, 2014).

A obesidade caracteriza-se como sendo o acumulo anormal ou excessivo de
gordura e uma das causas diretas para atingir esse estado crénico € a ingestédo de
dietas com alto teor caldrico e altas concentracdes de acgUcar, que podem propiciar o
desequilibrio entre a ingestao e o gasto calorico (Roberts, 2015).

Nesse contexto, muitos estudos ja foram e estdo sendo realizados com o
intuito de elucidar a associagédo entre o consumo de bebidas e alimentos adocados
com acucar ao ganho de peso ou ao risco de sobrepeso e ao desenvolvimento da
obesidade em adultos devido a sua alta quantidade de carboidratos rapidamente
absorviveis, 0 que gera aumento excessivo da ingestdo energética, aumento de
peso e sindrome metabdlica, além do aumento do risco de diabetes tipo 2 (Basu et
al.,2014; Schulze et al., 2004; Saris e Tarnopolsky, 2003). Lana e colaboradores
(2014) reportaram em um estudo com 7.842 participantes que o consumo de
bebidas adocadas com aclUcar aumentou consideravelmente a concentracao
plasmatica de insulina, leptina e induziu resisténcia a insulina, avaliado pelo HOMA-
IR (primeiros marcadores associados a disfuncdo metabdlica ligada a obesidade).
Por isso, a busca por alimentos e bebidas com baixo teor cal6rico e livres de acucar
tem aumentado.

Espera-se que o uso de adocantes ndo caldricos para substituir a adicdo de
acucar em alimentos e bebidas esteja correlacionado com a reducdo do consumo

energético, porém, recentemente, levantou-se a hipotese de que o consumo de
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adocantes ndo calo6ricos pode estar relacionado ao risco de o individuo tornar-se
obeso ou apresentar sobrepeso (Rogers et al., 2016).

E estimado que o mercado mundial de adocantes ndo nutritivos tenha
movimentado, em 2014, 9,4 bilhdes de ddlares e que, em 2016, esses nlumeros
cheguem a 9,9 bilhdes de ddlares (lbrahim, 2015). Porém alguns estudos
epidemioldgicos sugerem que a tentativa de mudar os hébitos alimentares, com a
insercdo de adogantes de baixa ou nenhuma caloria na dieta, ndo esta exercendo
um papel crucial para a diminuicdo das taxas de obesidade e sobrepeso, que
continuam a crescer em diversas populagdes em todo mundo (Yang, 2010).

Em modelos animais, foi demonstrado o efeito do consumo de adogantes em
relacdo ao ganho de peso. Swithers e Davidson (2008) investigaram a relagcéo entre
0 gosto doce obtido pelo uso de uma substancia calorica (glicose) e outra néo
calorica (sacarina) e sua influéncia no consumo energético, no peso corporal e na
adiposidade de ratos Sprague—Dawley. Nesse estudo, os animais receberam 30
gramas de iogurte de baixo teor de gordura em 6 dias da semana pelo periodo total
de 5 semanas, sendo que o consumo de dieta e agua foram livres. Nos primeiros
trés dias, foi administrado iogurte ndo adocado para dois grupos e nos 3 dias
seguintes os ratos receberam iogurte adocado com 20% de glicose (n = 8) ou 0,3%
de sacarina (n = 9). O terceiro grupo nao recebeu iogurte durante os 3 primeiros dias
de cada semana e recebeu iogurte adocado com 20% de glicose (n = 10) nos 3 dias
seguintes. Os resultados desse estudo mostraram que, nas semanas 2, 3 € 5, 0
grupo que consumiu iogurte adocado com sacarina apresentou maior peso e
adiposidade quando comparado com o0s ratos dos outros dois grupos,
correlacionando, dessa forma, o consumo de um adocante ndo calérico ao aumento
de peso.

Corroborando esses resultados, o estudo realizado por Folleto e
colaboradores (2016) mostrou que ratos Wistar (72 dias de vida) que consumiram
iogurte adocado com 0,3% de sacarina em 5 dias da semana pelo periodo total de
14 semanas apresentaram ganho de peso quando comparados com O Qgrupo
controle que recebeu iogurte ndo adocado pelo mesmo periodo de tempo.

O consumo de aspartame também foi correlacionado ao aumento de peso em
modelos animais. O estudo realizado por Feij6 e colaboradores (2013) avaliou o
efeito da suplementacdo da dieta de ratos Wistar com iogurte adogado com

aspartame 0,4%, sacarina 0,3% ou sacarose 20% na massa corpérea e no Consumo
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energético. Os trés tipos de iogurte foram oferecidos para os animais por 5 dias na
semana pelo periodo total de 12 semanas e os resultados obtidos para o consumo
caldrico total ndo mostraram diferenca entre os grupos. Porém foi observada uma
diferenca significativa em relacdo ao ganho de peso ao final das 12 semanas, de
modo que 0S grupos que consumiram iogurte adogcado com aspartame ou sacarina
apresentaram ganho de peso maior quando comparados com 0 grupo que consumiu
iogurte adocado com sacarose.

Ainda em estudos com animais, Von Poser Toigo e colaboradores (2015)
mostraram que o consumo de aspartame por ratos fémeas durante o periodo
gestacional gerou uma prole que, quando adulta, demonstrava grande
suscetibilidade para o aumento do consumo de alimentos doces e também com
alteracdes metabdlicas que levaram ao aumento da glicose, do colesterol e dos
triglicerideos séricos.

Os resultados a respeito dos efeitos do uso de aspartame sobre o consumo
energético e o peso corporal em humanos sdo controversos. Anton e colaboradores
(2010) conduziram um estudo clinico simples cego que incluiu 19 participantes com
peso normal, os quais apresentavam indice de massa corporal (IMC) de 20,0 a 24,9
Kg/m?, e 12 participantes obesos que apresentavam IMC de 30 a 39,9 Kg/m?. O
desenho experimental desse estudo incluiu o consumo, 20 minutos antes do almoco
ou do jantar, de 400 g de uma refeicdo composta por cha e biscoitos com cream
cheese adocado com aspartame, estévia ou sacarose, sendo que no almogo e no
jantar ndo houve restricdo de consumo de alimentos. Os participantes que
consumiram aspartame ou estévia apresentaram consumo energeético menor que 0s
gue consumiram sacarose.

Sathyapalan e colaboradores (2015) realizaram um estudo clinico
randomizado duplo cego, no qual 96 voluntarios foram recrutados para consumir,
uma vez ao dia, barras de cereais que tivessem sido previamente acrescidas, ou
nao (controle), de 100 mg de aspartame. Os autores concluiram que nao foram
encontradas diferencas significativas de peso, indice de massa corporea e
circunferéncia abdominal entre os individuos que receberam o aspartame em
comparagao ao grupo controle.

Sorensen e colaboradores (2014), ao estudar o efeito de adocantes artificiais

(54% de aspartame, 23% de ciclamato, 22% de acessulfame e 1% de sacarina) em
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10 individuos com sobrepeso, por 10 semanas, observaram que nao houve ganho
de peso nos participantes que receberam os adocantes.

O estudo clinico randomizado de Lavin e colaboradores (1997) comparou 0s
efeitos do consumo de bebida adogada com aspartame ou sacarose no consumo
energético e no apetite de 14 mulheres que seguiam uma dieta controlada. Nesse
estudo, as participantes ingeriram 330 mL de limonada adogada com aspartame ou
sacarose, e a agua foi utilizada como controle. Além disso, houve oferta de
alimentos ricos em carboidratos e lipideos ao longo do dia, sendo que as
participantes foram instruidas a consumirem liviemente até a obtencdo da
saciedade. O estudo foi realizado por trés dias e mostrou que, no dia posterior ao
consumo da limonada adocada com aspartame, 0 consumo energético foi maior
guando comparado tanto com a agua quanto com a sacarose. Esse quadro foi
atribuido a um aumento do consumo de carboidratos, porém nao houve diferenga no
consumo de lipideos e proteinas.

Muitas hipdteses sobre os mecanismos pelos quais os adocantes artificiais
podem modificar o ganho caldrico vém sendo discutidas. Questionamentos ja
levantados dizem respeito a interferéncia dos adocantes néo caléricos na secrecao
de insulina e no metabolismo da glicose (Renwick e Molinary, 2010; Suez et al.,
2014).

Em relacdo ao comportamento alimentar e consumo dietético, ja foi descrito
gue adocantes artificiais ndo ativam de forma similar ao acgucar a via de recompensa
associada ao consumo de alimentos, o que culmina na auséncia de saciedade
completa, que estimula o comportamento de busca por alimentos e pode contribuir
para o desenvolvimento da obesidade (Von Poser Toigo et al., 2015).

Uma rede de sinais complexos no cérebro é responsavel pela regulacdo do
consumo energético e atua como sistema de homeostase que regula a alimentacéo
com base nas necessidades energéticas. Murray e colaboradores (2016) sugeriram
gue os adocantes caloricos e ndo caldricos podem ser capazes de interferir nos
mecanismos neurais associados a homeostase energética e recompensa por
diminuir a sensacédo de saciedade e refor¢ar o comportamento de maior consumo de
alimentos.

Além disso, estudos recentes reportam uma possivel relacdo entre o0 consumo
de adocantes e o ganho de peso induzida por alteracdes na fisiologia do intestino,

gerando um desequilibrio da microbiota intestinal. Uma vez que as bactérias que
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compdem a microbiota intestinal podem ser capazes de desempenhar varias
fungbes no organismo, como interferir na absor¢édo de nutrientes, alguns autores
descrevem que as células microbianas do trato gastrointestinal constituem
importantes fatores que podem contribuir com a obesidade (Ley et al., 2005; Gill et
al., 2006; Cani e Delzenne, 2009; Ley, 2010).

A microbiota intestinal humana compreende de 10 a 100 trilhdes de micro-
organismos, pertencentes principalmente aos géneros bacterianos Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium e cocos
gram positivos (Qin et al, 2010). Em humanos adultos, a microbiota intestinal é
predominantemente representada por dois filos, Firmicutes (79%) e Bacteroidetes
(16,9%). As outras divisdbes principais incluem o Proteobacteria (1%) e
Actinobacteria (2,5%) e um numero menor de Fusobacteria e Verrucomicrobia
(Dethlefsen et al., 2007; Tap et al., 2009; Harris et al., 2012; Duca e Lam, 2014).

A Bacteroides fragilis foi identificada em 46% dos casos de estudos que as
relacionam com o metabolismo gastrointestinal de hospedeiros magros (Ley et al.,
2006a; Sekirov et al., 2010; Lecomte et al., 2015). Ja outros estudos reportam que,
em pessoas obesas, as bactérias do grupo Firmicutes é que estariam associadas a
manifestacéo desse estado crénico (Ley et al., 2006; Sekirov et al., 2010; Patterson
et al., 2014).

Atualmente, uma das hipoteses que esta sendo levantada para explicar como
a resisténcia a insulina se instala € a do aumento da permeabilidade aos
lipopolissacarideos, endotoxinas presentes em bactérias, que podem fazer com que
ocorra um aumento do influxo de macrofagos para o tecido adiposo visceral e a
ativacao das células de Kupffer no figado (Figura 2) (Moreno-Indias et al., 2014).

O consumo de dietas gordurosas e ricas em aguUcar ja foi associado ao
aumento da excrecao e absorcdo de lipopolissacarideos e teve como consequéncia
0 aumento na massa de tecidos adiposos e na glicemia de jejum (Filippo et al., 2010;
Van Olden et al., 2015).
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Figura 2: Figura representativa da acdo da microbiota intestinal.
Extraida e adaptada de Moreno-Indias et al., 2014.

Para avaliar a relacéo entre o consumo de adocantes artificiais e a microbiota
intestinal, Frankenfeld e colaboradores (2015), em um estudo transversal,
analisaram amostras de fezes de 31 adultos, que consumiram aspartame por 4 dias,
e observaram que houve uma diferenca significativa na diversidade das bactérias
encontradas nas amostras entre 0s grupos que consumiram aspartame e 0s que nao
consumiram.

Esses achados imprimem um grande interesse em elucidar se e como a
microbiota intestinal determina seu papel no desenvolvimento de doencgas,
especialmente as crbénicas, como a obesidade e diabetes, e como os adocantes
interferem nessa relagao.

Com relacéo a pele, ja foi descrito que dietas ricas em acucar podem alterar a
funcionalidade das estruturas dérmicas por meio de ligacdo covalente entre frutose e
glicose com aminoacidos contidos nas moléculas do colageno e da elastina (Danby,
2010). Além disso, a obsidade j& foi associada a algumas alteracdes na pele, como
a cicatrizagdo deficitaria de feridas e o desenvolvimento de dermatite atOpica
(Nascimento e Costa, 2006; Silverberg et al., 2011).
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1.3. Estresse oxidativo e Envelhecimento da pele

O envelhecimento da pele € um processo complexo e continuo que envolve
diferentes mecanismos que ocorrem em sinergismo e como consequéncia de fatores
intrinsecos e extrinsecos. Esse processo afeta as trés camadas que constituem a
pele (epiderme, derme e hipoderme), que sao responsaveis pela protecdo contra
infeccdes, regulacdo da temperatura e deteccédo de estimulos mecanicos (Al-Nuaimi
et al., 2014).

O envelhecimento cutaneo intrinseco, ou cronologico, ocorre de forma
inevitavel e natural, por variagdes genéticas individuais, com o passar do tempo; e 0
envelhecimento extrinseco ocorre principalmente devido a fatores externos como
exposicao solar, poluicdo e ma nutricdo (Hull e Warfel, 1983; Baumann, 2007;
Farage et al, 2008). A radiacdo utravioleta (UV) € responsavel por
aproximadamente 80% dos sinais visiveis de envelhecimento na face por regular de
forma positiva a atividade das metaloproteases de matriz em fibroblastos e
gueratinécitos (Fisher et al., 1997).

Tanto os fatores extrinsecos quanto os intrinsecos sédo capazes de afetar a
guantidade e qualidade das fibras colagenas e elasticas e de promover um
achatamento da epiderme e a atrofia da derme, tornando a pele mais fina e, assim,
instalando um processo de envelhecimento precoce (Fenske e Lober, 1986; El-
Domyati et al., 2002).

A acdo da radiacdo UV € umas das primeiras a desencadear a formacéo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio que causam danos ao sistema
antioxidante da pele (Scharffetter—Kochanek et al., 2000; Goukassian e Gilchrest,
2004).

Definidos como espécies quimicas que possuem elétrons desemparelhados,
os radicais livres sdo produzidos principalmente dentro de mitocondrias, organelas
cuja principal funcédo é gerar 90% de energia para a célula na forma de adenosina
trifosfato (ATP) (Betteridge, 2000; Krutmann e Schroeder; 2009; Birch-Machin et al.,
2013). Podem ser considerados exemplos comuns de radicais livres as espécies
reativas de oxigénio (ERO), que sao formadas no organismo e que podem ser
divididas em duas categorias: a primeira, formada pelos radicais, que sao

representados por anion radical superdxido (O, ), radical hidroxil (OH-), lipidico (L-),
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alcoxila (LO-) e peroxila (LOO-); e a segunda categoria sdo moléculas de oxigénio
gue estdo em seu estado eletricamente excitado como € o caso do oxigénio singleto
(*0,) (Masaki, 2010; Callaghan e Wilhelm, 2008; Dickinson e Chang, 2011).

Compostos ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio, e ainda as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o éxido nitrico (NO), também podem
induzir reagbes oxidativas no organismo, produzindo outros radicais.

A produgéo mitocondrial do radical superoxido é uma consequéncia natural da
respiracdo aerdbia, que ocorre principalmente em dois pontos da cadeia
transportadora de elétrons, séo eles: Complexo | (NADH desidrogenase), presente
em neutréfilos, macréfagos e células vasculares; e Complexo Il (ubiquinona-
citocormo C redutase) (Finkel e Holbrook, 2000). Até algumas décadas atras,
acreditava-se que as mitocondrias eram as principais produtoras de espécies
reativas de oxigénio, entretanto, hoje sabe-se que, por diversos estimulos exdégenos
toxicos, como a presenca de xenobidticos, poluicdo ambiental e radiacdo UV, outras
duas organelas participam ativamente dessa producéo: o reticulo endoplasmatico e
os peroxissomos (Fransen et al., 2012; Bhandary et al., 2012). Independentemente
da escolha do sitio de producéo, a radiacdo UV, os xenobidticos e algumas enzimas
como xantina oxidase e NADPH oxidase, entre outros, sdo considerados bons
indutores da formacéo de espécies reativas de oxigénio (Poljsak e Dahmane, 2012;
Rinnerthaler et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Figura esqguematica da acéo das fontes de indugéo da producédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e seus efeitos sobre a pele. Mitocéndrias (M), reticulo endoplasmatico (ER), nicleo
(N), Complexo de Golgi (G). Extraida de Rinnerthaler et al., 2015.

Quando em excesso, espécies reativas de oxigénio e outras espécies
oxidantes promovem um desequilibrio no sistema de defesa antioxidante do
organismo, levando a um estado chamado de estresse oxidativo (Carocho e
Ferreira, 2013). Durante esse processo, ocorre uma reducao dos niveis de energia e
lesBes ao metabolismo celular, ocasionando assim, um declinio funcional de células
e tecidos, que desencadeia diversas doencgas degenerativas, como a arteriosclerose
e processos carcinogénicos (Liang et al., 2003; Chen et al., 2013). Esse estado pode



37

ser desencadeado também pela inativacdo ou esgotamento das reservas de
enzimas antioxidantes ou ainda pela combinagao de todos esses fatores (Lushchak,
2014).

Em estado de estresse oxidativo, ocorre a modulacdo, tanto da expressao
guanto da ativacdo, das metaloproteinases de matriz (MMP), via formacdo de
espécies reativas de oxigénio, que interagem com grupo tiol no dominio catalitico da
protease, pela ativagdo direta de membros da familia das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) ou, ainda, por inativacdo de fosfatases. Uma vez
ativada, a MAPK fosforila fatores de transcricdo, como c-Jun, e aumenta a
expressdo de outro fator conhecido como proteina ativadora-1 (AP-1). A AP-1
aumenta a expressao das MMP, diminuindo a producdo do pré-colageno I. O
Peroxido de hidrogénio, o oxido nitrico e o aumento de Oxido nitrico sintetase
induzivel (iNOS), por exemplo, estimulam a expressédo de diferentes MMP (Rittié e
Fisher, 2002; Reuter et al., 2010).

Na pele, essas espécies reativas ocasionam um processo inflamatorio crénico
gue causa fragmentacdo de colageno, com desorganizacdo das fibras colagenas,
prejudicando a funcionalidade da pele e podendo até desencadear eritema, reacdes
fotoalérgicas, envelhecimento e cancer (Kruk e Duchnik, 2014). Espécies reativas de
oxigénio promovem ativacao de fatores, como o fator nuclear KB (NF-KB), que esta
envolvido na regulacdo transcricional de diversas moléculas proé-inflamatoérias
(Bickers e Athar, 2006).

As MMP representam uma familia de aproximadamente 24 endoproteases
humanas, cujos genes estdo localizados em pelo menos 10 cromossomos
diferentes. Secretadas em sua forma inativa (pr6-MMP), sdo caracterizadas pelo
sinal pepitideo (SP) e principalmente pela presenca de duas regides altamente
conservadas, a regido de pro-peptideo, que contém o grupo tiol (SH), e a regido do
dominio catalitico, que contém o fon de zinco (Zn®"); pela regido em dobradica
‘regiao hinge” e ainda pela regiao “hemopexina-like carboxi (C) terminal” (Figura 4)
(Parks et al., 2004; Bourboulia e Stetler-Stevenson, 2010; Fanjul-Fernandez et al.,
2010).
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Figura 4: Figura representativa da estrutura primariade uma MMP.
Extraida e adaptada de Parks et al., 2004.

Para haver a ativacdo das MMP, devem ocorrer alteragcdes conformacionais,
gue se iniciam com a remoc¢ao do pr6-dominio da molécula pela clivagem direta por
outra endoprotease, seguida da modificacdo quimica da cisteina livre pela acdo de
espécies reativas de oxigénio ou entdo por acao de ligantes nao fisioldgicos (L6ffek
et al., 2011).

Essas enzimas, produzidas por células como fibroblastos e queratinocitos,
sdo responsaveis pelo processo de degradacao de fibras colagenas e elasticas,
cujas funcdes sao de sustentacdo e a elasticidade da derme humana. Dentre elas, a
colagenase (MMP-1) e as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) séo capazes de iniciar o
processo de degradacdo das fibras de colageno e sédo, portanto, de grande
importancia para a integridade da derme (Kim et al., 2005; Ries et al., 2009; Quan et
al., 2009; Moinzadeh et al., 2011; Kohl et al., 2011).

Pelo menos trés diferentes metaloproteases de matriz sdo as primeiras
mediadoras das lesdes celulares causadas ao tecido conjuntivo da pele quando
exposta a radiacdo UV, indutora de estresse oxidativo, sdo elas: a colagenase
(MMP-1), que degrada o colageno; a estromelisina (MMP-3); e a gelatinase (MMP-9)
(Fisher, et al., 1997; Quan et al., 2009). O oxigénio singleto (*O,), em fibroblastos da
derme, estimula a expressdo de MMP-1 por meio da secrecdo de citocinas
inflamatorias, interleucina (IL)-1a e IL-6, diminuindo, assim, a sintese de colageno
(Masaki, 2010).

Segundo Khol e colaboradores (2011), a formacdo de espécies reativas de
oxigénio na mitocondria, devido ao estresse oxidativo, pode aumentar a expressao
de enzimas MMP-1 e MMP-9. A metaloproteinase de matriz 9 esta envolvida na
remodelacdo da matriz e na epitelizacdo. Experimentos feitos com camundongos
MMP-9 nulo apresentaram reepitelizacdo comprometida e reduzido clearance de
fibrinas. Além disso, os camundongos apresentaram deposi¢do anormal de matriz, o

gue foi evidenciado pelo alinhamento irregular das fibras de colageno. Nos
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camundongos MMP-9 nulo, houve uma desaceleragédo na taxa de cicatrizagéo e
defeito na migracdo de queratinécitos e fibras colagenas, o que sugere uma
reepitelizacdo atrasada e um remodelamento irregular da matriz, respectivamente
(Kyriakides et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da administragéo oral de
aspartame na elasticidade da pele e em variaveis metabdlicas de camundongos
fémeas. Além disso, fazer uma revisdo sistematica da literatura para avaliar os
estudos publicados sobre os efeitos metabdlicos do consumo de aspartame em
adultos.

Objetivos especificos

1. Investigar a influéncia da administracdo oral diaria de aspartame sobre as
seguintes variaveis em camundongos fémeas:
» Massa corporea, consumo de dieta e ingestéo hidrica;
» Massa do coracao, rins, tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom;
» Caracteristicas histologicas do figado;
» Parametros bioquimicos: glicemia de jejum, perfil lipidico e enzimas hepaticas;
* Perfil de elasticidade da pele de camundongos avaliado pela medida da forca
ténsil;
 Caracteristicas histologicas e morfométricas da pele por observacdo da
distribuicdo das fibras colagenas e da espessura da epiderme;
* Atividade da enzima catalase na pele;
* Atividade da enzima superoxido dismutase na pele; e

« Caracterizacéo do dano lipidico por avaliacdo da peroxidacao lipidica na pele.

2. Investigar o efeito do aspartame in vitro sobre as seguintes variaveis:
« Citotoxicidade em células mesangiais humanas; e

* Efeito agonista do aspartame em receptores nucleares PPARYy.

3. Realizar busca de dados na literatura para a revisao sistematica:
Efeitos do consumo de aspartame sobre a glicemia, a insulinemia, o perfil

lipidico, o consumo energético e o peso corporal de individuos adultos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

O aspartame (Ci4Hi180sN2; 294,31 g/mol) utilizado neste estudo foi
gentilmente cedido pela Pluryquimica®.

3.2. Modelo animal

Neste estudo, foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, heterogénicos,
mantidos em gaiolas apropriadas em temperatura ambiente e com um ciclo
claro/escuro a cada 12 horas (escuro entre 18 h e 6 h). O acesso a racao e a agua

foi livre.

3.2.1. Consideracdes éticas

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as
normas do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e
realizados sob aprovacéo do Comité de Etica no Uso Animal do Instituto de Biologia
da Universidade de Brasilia (Processo n° 13863/2013 — Anexo |). ApGs a eutanasia,
as carcacas dos animais foram descartadas de acordo com as diretrizes da Lei
Nacional de Residuos Sélidos N° 12.305/2010.

3.3. Preparo dos pellets de racdo com aspartame

Uma porcdo da racdo de consumo diario dos camundongos foi triturada e
umedecida com auxilio de almofariz e pistilo. Logo em seguida, a massa pulverizada
de racéo foi colocada em um molde e transferida para estufa a 37°C para a secagem
da racdo. Ap6s 10 minutos, o molde foi retirado da estufa e os pellets formados
foram retirados do molde e armazenados sob refrigeracéo a -20°C (Figura 5). Para o

tratamento, solugbes de aspartame referentes a concentragbes de 20, 40 ou 80
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mg/kg de massa corpérea dos camundongos foram adicionadas aos pellets de racao

j& produzidos, que foram oferecidos aos camundongos diariamente.

Figura 5: Pellets de rac&@o produzidos para tratamento dos camundongos.

3.4. Delineamento experimental - avaliacdo in vivo da influéncia do
aspartame na elasticidade da pele

Neste projeto, foram utilizados 60 camundongos Swiss, fémeas, com 13 ou 22
semanas de idade, que foram tratados por 30 dias com aspartame em doses de 20,
40 ou 80 mg/kg de massa corporea/dia, ou por 70 e 140 dias com racgdo
suplementada com aspartame na proporc¢ao de 40 mg/kg de massa corporeal/6 g de
racdo. Dessa forma, foram compostos o0s seguintes grupos de tratamento, nos quais
os animais foram divididos de forma aleat6ria (Figura 6):
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Grupo | — grupo de camundongos com 13 semanas de idade que recebeu
tratamento diario ofertado no pellet de racao por 30 dias. Os animais deste grupo de
tratamento foram assim sub-divididos:

l.1 (n=5) — Grupo controle - tratamento somente com agua, veiculo de diluicdo do
aspartame;

1.2 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentragdo de 20
mg/kg de massa corporea;

[.3 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentracado de 40
mg/kg de massa corporea; e

1.4 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentragédo de 80

mg/kg de massa corporea.

Grupo Il — grupo de camundongos com 22 semanas de idade que recebeu
tratamento diario ofertado no pellet de racéo por 30 dias. Os animais deste grupo de
tratamento foram assim sub-divididos:

[I.1 (n=5) — Grupo controle - este grupo de animais recebeu tratamento somente com
agua, veiculo de diluicdo do aspartame;

[I.2 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentracdo de 20
mg/kg de massa corporea;

[1.3 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentracédo de 40
mg/kg de massa corporea; e

[I.4 (n=5) — Grupo que recebeu tratamento com aspartame na concentracdo de 80

mg/kg de massa corporea.

Os pellets com os tratamentos foram consumidos na integra pelos
camundongos dos grupos | e Il que, apoés o consumo, foram mantidos em gaiolas
individuais, com agua e racao ad libitum, sob condi¢cbes controladas de luz e a

temperatura ambiente.

Grupos lll e IV — grupos de camundongos com 3 semanas de idade que receberam
tratamento diario ofertado na racdo suplementada com aspartame de modo que
cada 6 g de racdo (consumo diario médio calculado) contivesse a dose de

aspartame correspondente ao IDA (40 mg/kg de massa corpOrea), ou ragédo padréo,
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oferecidas ad libitum. Os animais deste grupo de tratamento foram assim sub-
divididos:

Grupo Il — os animais foram tratados por 70 dias:

[11.1 (n =5) — Grupo controle — recebeu ragédo padrao, ndo suplementada, ad libitum;
e

1.2 (n = 5) — Grupo de animais que recebeu tratamento diario com racao
suplementada com aspartame (40 mg/kg de massa corpoérea/6 g de racdo), ad
libitum.

Grupo IV — os animais foram tratados por 140 dias:

IV.1 (n =5) — Grupo controle — recebeu racao padréo, ndo suplementada, ad libitum;
e

IV.2 (n = 5) — Grupo de animais que recebeu tratamento diario com racgéo
suplementada com aspartame (40 mg/kg de massa corpOrea/6 g de racdo), ad

libitum.
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Figura 6: Delineamento experimental. Descri¢cdo da divisdo dos grupos de animais e tratamento com
aspartame ou veiculo.
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Durante o estudo, a massa corporea dos camundongos foi monitorada, assim
como o consumo de ragdo, a energia ingerida, a eficiéncia metabdlica (determinada
pela razdo entre o ganho de peso e a energia ingerida) e a ingestdo de agua dos
mesmos durante todo o tratamento.

Ap6s o periodo de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia em
camara de dioxido de carbono. Foi, entdo, realizada uma tricotomia da regiao ventral
e amostras de pele, de aproximadamente 3 cm?, foram coletadas do animal. Em
seguida, foram dissecados os depoésitos de tecido adiposo branco visceral
(periovariano), tecido adiposo branco subcutédneo (depdsito inguinal) e tecido
adiposo marrom (interescapular), além do coracdo, figado e rins. Depois desse
procedimento, suas massas foram aferidas. Fragmentos de tecidos foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posterior analise.
Outros fragmentos desses tecidos foram imersos em solucdo de formol a 10%, onde
permaneceram por 48 h e, apds esse periodo, receberam os procedimentos de
rotina para posterior andlise histologica com coloracdo com hematoxilina e eosina
para observacdo da morfologia geral do tecido e, no caso da pele, também com

Tricrébmio de Masson para observacéao das fibras de colageno.

3.5. Analise bioquimica no soro

3.5.1. Glicemia basal

Apés 12 horas de jejum noturno, a glicemia dos animais foi aferida utilizando
fitas reativas (Accuhek Performa, Roche, USA) analisadas em glicosimetro

(Accuchek Performa, Roche, USA), com limites de deteccao entre 10 e 600 mg/dL.

3.5.2. Dosagem de enzimas hepaticas e perfil lipidico

As dosagens séricas das enzimas alanina amino transferase (ALT), do
aspartato amino transferase (AST) e do perfil lipidico [triglicerideos, colesterol total,
lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL)] foram

obtidas por meio do analisador bioquimico automatico OLYMPUS AU680®
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(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). As analises foram realizadas na Unidade do

Laboratdrios de Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Brasilia.

3.6. Avaliacao da elasticidade da pele

Fragmentos da pele dos animas em estudo, coletados ap6s a eutanasia,
foram mantidos Umidos por adicdo de solucao fisiolégica. Em seguida, tiveram sua
elasticidade avaliada por medida da forca ténsil, com auxilio do equipamento de
ensaio vertical, VersaTest® (Mecmesin Versa Test, United Kingdom) acoplado a um
dinam6émetro digital AGF (Panambro Indastria Técnica S.A.). As amostras, com
aproximadamente 0,25 cm?, foram estendidas até sua ruptura e, assim, a forca de

tracdo maxima tolerada pelo fragmento de pele foi determinada.

3.7. Avaliacao histologica e morfométrica da pele

3.7.1. Fixacao dos tecidos

Os fragmentos da pele da regido ventral e o tecido adiposo coletados dos
animais apos o tratamento foram imersos em solucao fixadora de formol 10% (v/v),
onde permaneceram por 48 h. Os figados foram transportados em formol a 10% e,
em seguida, foram incubados em solucdo de Bouin por 2 horas. Apos esse periodo,

receberam os procedimentos de rotina histologica para inclusédo em parafina.

3.7.2. Corte no microtomo e procedimentos de coloracéo

Os blocos com os fragmentos de figado e pele foram cortados em micrétomo
(Rotary microtome, modelo RM2125, Leica Biosystems, Alemanha), em cortes com
espessura de 5 e 7 ym, respectivamente. As amostras dos tecidos incluidos em
blocos de parafina permaneceram 30 minutos a -20°C antes da microtomia, para
evitar possivel enrugamento do tecido durante o corte. Os fragmentos obtidos foram
transferidos para banho-maria (40°C), distendidos com o auxilio de pinga e aderidos
em laminas histolégicas. As laminas foram armazenadas em temperatura ambiente

até a coloragéo.
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Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (solugéo de
hematoxilina de Harris), para a analise morfoldégica geral e determinacdo da
espessura da epiderme; e Tricrdbmio de Masson (Hotchkiss, 1948), para a andlise
das fibras de colageno.

A analise histologica foi realizada por imagens dos cortes de tecidos
digitalizadas no equipamento Aperio ScanScope Slide Scanner (Aperio
Technologies, Vista, CA, EUA), com aumento de 20 vezes. As analises foram
baseadas nas caracteristicas histoldégicas do tecido comparadas as do tecido do
grupo controle. As imagens foram analisadas no software de imagens interativo
ImageJ®.

A confeccao e coloragédo das laminas foram realizadas nos Laboratorios de
Histopatologia Oral da Faculdade de Ciéncias da Saude e no Laboratério de
Histologia/Embriologia da Faculdade de Medicina, da Universidade de Brasilia, e

contou com o auxilio técnico da funcionaria Maria da Gloria da Silva.

3.7.3. Avaliacdo da espessura da epiderme

Os cortes de pele foram montados em laminas de vidro para serem corados
pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE), para a analise morfologica geral do
tecido e espessura da epiderme. Abaixo segue foto ilustrativa de como foi realizada
a medida da espessura da epiderme das fotomicrografias das laminas coradas. As
marcacdes da figura abaixo foram realizadas no Aperio ScanScope® (lente objetiva
com aumento de 20x) e as espessuras mensuradas no programa ImageJ® (aumento
de 20x) seguidas das andlises no programa Excel (Microsoft). Foram obtidas cinco
medidas de pontos equidistantes, de aproximadamente 100 um, de cada corte

histolégico (Figura 7).
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Figura 7: Foto ilustrativa representando a mensuracéo da camada epidérmica de uma lamina corada
com HE para avaliacdo da espessura. Escala: 100 um; objetiva de 20x com aumento de 20x.

3.7.4. Avaliacédo das fibras de colageno

Os cortes de pele foram montados em laminas de vidro para serem
corados pelas técnicas de Tricrbmio de Masson para visualizacdo das fibras de
colageno. A quantificacdo do colageno foi realizada por meio do Pluggin “Color
Segmentation” do software ImageJ®. Os resultados foram expressos em
porcentagem de colageno baseados na segmentacao de cores do tecido. Para cada

imagem, foram selecionados cinco campos de observacéo.

3.8. Avaliacao do estresse oxidativo na pele

3.8.1. Preparo das amostras

Os fragmentos de pele dos camundongos, tratados ou ndo com aspartame,
mantidos sobre refrigeracédo a -80°C foram pesados e picotados. Para cada 1 g de
pele, foi adicionado 4 mL do tampao Tris 50 mM, com 10 mM de CacCl,, pH 7,4,
adicionado do inibidor de proteases composto por 0,2 M de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), 0,2 M de fenantrolina (PHE) e 0,2 M de N-etilmaleimida
(NEM). Os fragmentos de pele adicionados do tampdo com os inibidores foram
homogenizados em ultra-turrax (IKA, Alemanha) e mantidos a 4°C overnight. As
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amostras foram centrifugadas duas vezes por 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para andlises posteriores.

3.8.2. Determinacgédo de proteinas

A dosagem de proteinas do sobrenadante da pele foi feita pelo método
descrito por Lowry e colaboradores (1951), usando a soro albumina bovina (BSA)
como padréo.

A amostra do sobrenadante foi diluida com &gua na propor¢édo de 1:10. A
essa amostra foi adicionado 1 mL da solucdo Il e apos 10 minutos de reacao foi
adicionado 100 pL de Folin Ciocaulteau, diluido em agua na proporcdo de 1:1.
Depois de ter reagido por 30 minutos, a densidade 6ptica da amostra foi avaliada em
espectrofotdmetro a 660 nm.

e Solucéo I: 50 pL CuS0O4 25% em 2,5 mL de tartarato de potassio a 1%.
e Solucédo Il: 1 mL da solucdo | em 50 mL de solucéo a 2% de Na,CO3z em
NaOH 0,1 N.

3.8.3. Avaliacao da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima catalase foi avaliada pela conversédo do peréxido de
hidrogénio em moléculas de agua e oxigénio. Essa reacdo foi medida pela
diminuicdo da absorbancia do H,O, no comprimento de onda de 240 nm (Aebi,
1984). Foram utilizados 300 pL de solucdo de H,O, 30 mM e 600 pL de tampéo
fosfato 50 mM, pH 7. Em seguida, foi adicionado o sobrenadante obtido dos
fragmentos de pele, volume equivalente a 50 ug de proteina, e realizada a leitura em
espectrofotbmetro em modo cinético por 150 segundos em intervalos de 15

segundos.
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3.8.4. Avaliagdo da atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade da enzima superéxido dismutase foi avaliada pela convercao do
anion radical superdxido em peréxido de hidrogénio (H.O2) e oxigénio molecular
(Oy). Ela foi realizada pelo método bioquimico que utiliza o sistema xantina/xantina
oxidase como fonte de O,". A redugao do reagente Nitroblue Tetrazolium (NBT), com
a consequente formacdo de cristais de formazana, foi utilizada para medir a
formacdo do anion radical superéxido. Uma solucdo de NBT na concentracao de 60
MM e xantina na concentracido de 100 uM foi preparada em tampao fostato de
potassio 50 mM, pH 7,8, contendo 0,1 mM de EDTA. Quantidade de amostra do
sobrenadante da pele correspondente a 100 ug de proteina foi adicionada a 700 pL
da solugéo de NBT 60 uM e xantina 100 uM. O volume foi completado para 950 pL
com tampao fosfato de potassio. A enzima xantina oxidase (0,075 U/mL) foi
adicionada as amostras no momento imediatamente anterior a leitura da
absorbancia em espectrofotdbmetro, que foi realizada no modo cinético, por 300

segundos em intervalos de 15 segundos, no comprimento de onda de 560 nm.

3.8.5. Ensaio de avaliacdo da peroxidacéo lipidica

A avaliacdo do nivel de peroxidacao lipidica do sobrenadante obtido da pele
foi realizada de acordo com o método descrito por Ohkawa e colaboradores (1979).
Volume do sobrenadante da pele equivalente a 40 ug de proteinas foi adicionado a
100 L de duodecil sulfato de sddio (SDS), 750 uL de acido acético 20% e 750 uL de
acido tiobarbitarico (TBA), e o volume de reacéao foi completado para 4 mL com agua
deionizada. O meio reacional foi incubado por 1 h em estufa a 95°C e, apds esse
periodo, a reacao foi resfriada em banho de gelo. A fluorescéncia da amostra foi
medida em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda de excitacdo de 520 nm
e emissdo de 550 nm. O 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich) foi utilizado na
construcdo da curva padrdo e os resultados foram expressos como nmol de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) por mg de proteina. O ensaio
de avaliacdo das TBARS quantifica hidroperoxidos de lipideos e aldeidos, como o

malondialdeido (MDA), no sobrenadante da pele.
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3.9. Avaliacéo do efeito do aspartame em cultura de células

3.9.1. Avaliacgédo da citotoxicidade de aspartame em células mesangiais

Com o objetivo de definir a viabilidade das células mesangiais expostas ao
tratamento com aspartame, para realizacdo do ensaio de gene reporter, foi utilizado
0 ensaio colorimétrico segundo o método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolio (MTT). O anel de tetrazolio presente no sal brometo de MTT, de coloracao
amarelada, é clivado por desidrogenases presentes na mitocdndria das células
viaveis, formando cristais de formazana, de colora¢cédo azulada (Mosmann, 1983). No
ensaio, as placas de 96 pocos foram semeadas com 30.500 células mesangiais por
poco, suspensas em meio de cultura DMEM, exceto no poco utilizado como branco
da reacdo, que continha somente o meio de cultura, sem células. O volume final foi
de 100 L. Apds incubacgao de 24 horas a 37°C e 5% de CO,, foram adicionados 10
ML de MTT [5 mg/mL em solugéao salina tamponada com fosfato (PBS)] em todos os
pocos das placas e as mesmasforam incubadas por 4 horas a 37°C e 5% de CO..
Para a dissolugao do sal de formazana, 100 uL de solucédo reveladora de MTT
(solucdo de HCI 0,04 M em isopropanol absoluto) foram adicionados aos pocos. As
placas foram deixadas sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente e a
absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de placas (Beckman Coulter DTX 800).
Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viaveis nos pocos
tratados com o aspartame (20 a 100 uM) em relacdo ao controle (veiculo) (100%).

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada condicéao.

3.9.2. Investigacdo do efeito agonista do aspartame em receptores nucleares
PPARYy — ensaio de gene repérter

O método de eletroporacéo foi utilizado para a transfeccao transiente. Esse
método consiste na aplicacdo de pulso de corrente elétrica a uma suspensado de
células para gerar poros na membrana plasmatica e nuclear e assim permitir a
entrada do DNA plasmidial de interesse. Para o ensaio da transfeccdo, células
mesangiais foram coletadas por meio da centrifugacéo (2.000 rpm por 5 minutos) e
ressuspendidas em solugéo PBS contendo 0,1% de dextrose e 0,1% de cloreto de

célcio para obtencdo de uma concentracdo de 10’ células/mL. Uma aliquota
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contendo 500 pL da solugéo de células foi transferida para uma cubeta e submetida
a eletroporacdo (Gene Pulser Il - Bio-Rad®) nas condigdes de 350 mV e 700 uF.
Apbs a eletroporacdo, as células foram transferidas para o meio de cultura,
distribuidas em placas de 12 pocos (1 mL por poco) e tratadas. Para transfeccdes
com PPARy-GAL4 e o plasmideo repérter GAL-Luc, as células foram tratadas com o
veiculo EtOH:DMSO (1:2), com 10° M do controle positivo rosiglitazona ou com
aspartame nas concentracdes de 1, 500 e 1.000 puM, e mantidas por 24 horas de
incubacgdo a 37°C e CO; 5%. Apds o periodo de incubacéo, o meio de cultura foi
retirado e a cada pogo foi adicionado 100 pL tampao de lise 1X (Promega®). A taxa
de ativacdo da transcricdo € a razdo entre a atividade (luciferase) das células
tratadas com a rosiglitazona (controle positivo), o aspartame e a atividade do
controle, que sdo as células tratadas com o veiculo [EtOH:DMSO (1:2)],

convencionando a taxa de ativacéo das células tratadas com veiculo igual a um.

3.10. Andalise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad Prism® 5.0.
Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). O
teste t de Student ndo pareado foi utilizado para comparar a média entre dois
grupos; a analise de variancia de um fator (one way ANOVA) seguida do pés-teste
de Newman-Keuls ou de Tukey foi utilizada para comparar as médias entre multiplos
grupos; e a andlise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) seguida do pos-
teste de Bonferroni foi utilizada, quando pertinente, para comparar as médias entre

multiplos grupos em relacdo ao tratamento ao longo do tempo.

3.11. Revisao Sistematica

3.11.1. Protocolo e Registro

A revisdo sistematica foi reportada seguindo as diretrizes para elaboracdo de
revisdes sistematicas e meta-analises descritas no Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Moher et al., 2009) (Anexo B).
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O protocolo da revisdo sistematica foi registrado no International Prospective
Register of Systematic Reviews (PROSPERO) sob o nudmero de registro
CRD42016038073 (http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO).

3.11.2. Critérios de Elegibilidade

3.11.2.1. Critérios de incluséo

Todos os artigos incluidos foram escritos em linguagem do alfabeto latino
(Romano). A pesquisa foi conduzida sem restricdes de tempo. O formato PICOS
(populacao, intervencao, comparacao, resultado, delineamento do estudo) foi usado
para construir a questdo da pesquisa com 0s seguintes critérios de inclusao
(Quadrol):

Quadro 1. Estratégia PICOS

Sigla |Significado Critérios de incluséo
P Populacéo Adultos
I Intervencéo O consumo de aspartame
C |Comparagédo Os que ndo consomem aspartame

e Niveis de glicose no sangue;
e Teste de tolerancia a glicose;

e HOMA-IR;
0 Resultados : :Ibppe(:%l-lcemla;
(Outcome) . IMC.

e Sobrepeso;
e Consumo de energia;
e HDL, LDL e Triglicerideos.

S Tipo de estudo

(Study Design) Ensaio clinico randomizado

3.11.2.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos: 1) estudos que ndo se encaixavam ha estratégia PICOS;

2) comentarios, cartas, opinides pessoais, capitulos de livros e resumos de
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55

conferéncias; 3) estudos in vitro ou em animais; 4) artigos em lingua que nédo
baseada no alfabeto latino (Romano); 5) estudos que nao tinham copia completa

disponivel; e 6) estudos observacionais ou ensaios clinicos ndo randomizados.

3.11.3. Estratégia de busca

As buscas foram realizadas no dia 13 de abril de 2016 utilizando as
seguintes bases de dados bibliograficas eletrénicas: Cochrane, LILACS, PubMed,
Scopus e Web of Science (Quadro 2). Buscas na literatura cinzenta foram realizadas
utilizando OpenGrey, Google Académico e ProQuest Teses e Dissertacdes. As
referéncias duplicadas foram removidas com a utilizagdo do software EndNote®
(Thomson Reuters). Dos artigos escolhidos, os dados extraidos foram: nome do
primeiro autor, ano de publicacéo, pais, desenho do estudo, tamanho da amostra,

caracteristicas dos participantes, principais resultados e conclusées.
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Quadro 2. Estratégia de busca

Base de dados

Busca
(13/04/2016)

Cochrane
PubMed
Web of Science

#1 aspartame; #2 NutraSweet; #3 Methyl Aspartylphenylalanine; #4
hyperglycemic; #5 hyperglycemia; #6 glucose levels; #7 insulin
resistance; #8 glucose intolerance; #9 HOMA-IR; #10 type 2 diabetes;
#11 HbAL1C; #12 hyperinsulinemia; #13 insulin levels; #14 metabolic
disease; #15 obesity; #16 body weight, #17 fat mass; #18 overweight;
#19 body mass index; #20 energy intake; #21 (#1 or #2 or #3); #22 (#4
or #5 or #6 or #7 or #8 or #9 or #10 or #11 or #12 or #13 or #14 or #15
or #16 or #17 or #18 or #19 or #20); #23 (#21 and #22)

LILACS #1 aspartame.mp.; #2 type 2 diabetes.mp.; #3 obesity.mp; [mp=title,
abstract, subject headings, heading word, drug trade name, original
title, device manufacturer, drug manufacturer, device trade name,
keyword] #1 and #2 or #3

Scopus (aspartame) AND (hyperglycemic OR hyperglycemia OR "glucose

levels" OR "insulin resistance" OR "glucose intolerance” OR HOMA-IR
OR "type 2 diabetes” OR HbA1C OR hyperinsulinemia OR "insulin
levels" OR "metabolic disease") OR (obesity OR "body weight" OR "fat

mass" OR overweight OR "body mass index" OR "energy intake")

Google scholar

(aspartame) AND (hyperglycemic OR hyperglycemia OR glucose levels
OR insulin resistance OR glucose intolerance OR HOMA-IR OR type 2
diabetes OR HbA1C OR hyperinsulinemia OR insulin levels OR healthy
individuals OR diabetic individuals) AND (obesity OR body weight OR

fat mass OR overweight OR body mass index)

Open Grey

aspartame AND "glucose levels" AND "body mass index"

Proquest

aspartame AND "glucose levels" AND "body mass index"
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3.11.4. Selegao dos artigos

Os artigos foram selecionados em duas fases. Na primeira fase, duas
pessoas, de forma independente (Natdlia Cardoso Santos e Laiza Magalhdes de
Araujo), revisaram os titulos e resumos de todas as referéncias coletadas nas bases
de dados. Os artigos que cumpriram os critérios de inclusdo foram selecionados
para posterior leitura completa dos textos (segunda fase). Quando ndo houve
consenso entre as leitoras, uma terceira pessoa (Michella Soares Coelho) foi
envolvida para tomar uma deciséo final. Quaisquer estudos que ndo cumpriram os

critérios de inclusdo foram descartados.

3.11.5. Andalise do risco de viés

Para avaliar o risco de viés e os desfechos dos estudos clinicos
randomizados, foi aplicada a ferramenta da Colaboracdo Cochrane, Review
Manager® 5.2 program (Rev-Man 5.2, The Nordic Cochrane Centre, Copenhagen,
Denmark) (Higgins e Green., 2011). Os critérios para avaliar a qualidade incluiram
itens como a geracdo da sequéncia aleatoria, ocultacdo da alocacédo, cegamento de
participantes e dos profissionais, cegamento de avaliadores do desfecho, relato dos
desfechos incompletos e outras fontes de viés (Carvalho et al., 2013). O risco de

viés foi avaliado como baixo, alto ou incerto (Apéndice B).

3.11.6. Medidas de sumarizacao dos resultados

Os niveis de glicose em jejum, peso corporal, consumo de energia, niveis de
insulina, colesterol, HDL e triglicerideos foram considerados como 0s principais
resultados em individuos que consumiram aspartame comparados com o controle ou

sacarose.

3.11.7. Sintese dos resultados
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A influéncia do consumo de aspartame sobre os resultados foi avaliada por
meio de uma meta-andlise seguindo as orientacdes apropriadas da Cochrane. O
Review Manager® 5.2 program (Rev-Man 5.2, The Nordic Cochrane Centre,
Copenhagen, Denmark) foi usado para construir os graficos do tipo floresta (Deeks
et al., 2011).

3.11.8. Risco de viés entre os estudos e a qualidade da evidéncia

Foram consideradas a heterogeneidade clinica (por comparacao das
variabilidades entres as caracteristicas dos participantes e os resultados estudados),
a heterogeneidade metodoldgica (pela comparacao da variabilidade do desenho do
estudo e o risco de viés) e a heterogeneidade estatistica.

O instrumento Grading of Recommendation, Assessment, Development, and
Evaluation (GRADE) foi utilizado para julgar a qualidade de evidéncias e a
classificacdo de forca de recomendacdo nos 12 estudos incluidos na sintese
guantitativa. Essa avaliacdo baseou-se no desenho do estudo, no risco de viés, na
inconsisténcia, nas evidéncias indiretas, na imprecisdo e no viés de publicacdo. A
gualidade da evidéncia foi classificada como alta, moderada, baixa e muito baixa. O

GRADE foi acessado pelo site http://gradepro.org (Apéndice C).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da administracdo oral diaria de aspartame em camundongos
fémeas

4.1.1. Efeito do consumo de aspartame durante 30 dias sobre a massa corporea,
ingestdo hidrica e de racdo, energia ingerida e eficiéncia metabdlica em
camundongos

No grupo I, os animais com 13 semanas de idade receberam o tratamento
com aspartame nas diferentes doses durante 30 dias. Foi observado que os
camundongos que foram tratados com 40 mg/kg/dia de aspartame apresentaram
maior ganho de peso (12,75 + 1,94 g) em comparagcao ao grupo que recebeu agua
como controle (5,06 £ 0,76 g) (Figura 8). Com relacdo ao consumo diario de racéo,
foi possivel observar que todos os grupos que receberam aspartame apresentaram
um maior consumo de racdo em comparagdo ao grupo que recebeu apenas racgao
padronizada (Figura 19A). A energia ingerida foi maior no grupo que recebeu 80
mg/kg/dia de aspartame (95,44 + 5,49 KJ) comparado com o controle (2,92 + 0,09
KJ) (Figura 9C). Para avaliar a relacdo entre o ganho de massa corporea e a
ingestdo de energia, em resposta ao tratamento com aspartame, foi calculada a
eficiéncia metabodlica. Foi observado um aumento significativo da eficiéncia
metabodlica dos animais que receberam 40 mg/kg/dia (1,50 £ 0,24 g/kJ) de
aspartame quando comparados ao grupo controle (0,67 + 0,11 g/KJ) (Figura 9D).
Quanto ao consumo hidrico, pode-se observar que os grupos que receberam 20 e
80 mg/kg (8,45 + 0,27 mL e 7,33 + 0,18 mL, respectivamente) foram os que mais

consumiram agua em relacao ao grupo controle (Figuras 10 A e B).
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Figura 8: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre o ganho de massa corpdrea em
camundongos a partir de 13 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Ganho de massa corpérea expresso em massa e (B) em porcentagem relativa & massa inicial do
animal, durante o periodo de tratamento. * p < 0,05, vs. grupo controle (andlise de variancia two-way
ANOVA, seguida de pés-teste de Bonferroni).
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Figura 9: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre ingestdo didria de racdo em
camundongos a partir de 13 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Consumo diério de ragdo por cada grupo de camundongos, (B) Consumo de ra¢do ao longo do tempo
de tratamento, (C) Energia ingerida e (D) Eficiéncia metabdlica. * p < 0,05, vs. grupo controle (anélise
de variancia two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Bonferroni).
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Figura 10: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre ingestdo hidrica diaria em
camundongos a partir de 13 semanas de idade. Resultados representados como média £ EPM. (A)
Ingestao hidrica diaria por cada grupo de camundongos e (B) Ingestédo hidrica ao longo do tempo de
tratamento. *p < 0,05, vs. grupo controle (andlise de variancia two-way ANOVA, seguida de pds-teste
de Bonferroni).

No grupo Il, os animais com 22 semanas de idade receberam o tratamento
com aspartame, nas diferentes doses, por 30 dias. Nao foi observado ganho de peso
nos animais tratados com aspartame quando comparados com 0s animais do grupo
controle. Foi observado o contrario, 0s animais que receberam aspartame na dose
de 40 mg/kg/dia perderam peso (0,67 = 3,33 g) em comparagao ao grupo controle
(3,25 £ 0,97 g) (Figura 11B). O consumo de ragao foi maior no grupo de animais que

recebeu 80 mg/kg/dia de aspartame (5,27 = 0,28 g) quando comparado ao controle



63

(4,57 £ 0,11 g) (Figura 12A). Em relacéo a energia ingerida pelos animais, todos os
animais que receberam aspartame, independente da dose, apresentaram um
consumo energético maior em comparacdo ao grupo controle (Figura 12C). A
eficiéncia metabdlica ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, mas
teve uma tendéncia de diminuicdo nos animais que receberam aspartame na dose
de 40 mg/kg/dia (-0,13 = 0,42 g/kJ) em relagéo ao grupo controle (0,54 + 0,16 g/kJ)
(Figura 12D).
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Figura 11: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre o ganho de massa corpdrea em
camundongos a partir de 22 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Ganho de massa corp6rea expresso em massa e (B) em porcentagem relativa a massa inicial do
animal, durante o periodo de tratamento vs. grupo controle (analise de variancia two-way ANOVA,
seguida de pos-teste de Bonferroni).
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Figura 12: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre ingestdo didria de racdo em
camundongos a partir de 22 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Consumo diério de ragdo por cada grupo de camundongos, (B) Consumo de ra¢éo ao longo do tempo
de tratamento, (C) Energia ingerida e (D) Eficiéncia metabdlica. * p < 0,05, vs. grupo controle (analise
de variancia two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Bonferroni).
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Figura 13: Efeito do consumo de aspartame por 30 dias sobre ingestdo hidrica diaria em
camundongos a partir de 22 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Ingestao hidrica diaria por cada grupo de camundongos e (B) Ingestédo hidrica ao longo do tempo de
tratamento vs. grupo controle (analise de variancia two-way ANOVA, seguida de pés-teste de
Bonferroni).

4.1.2. Efeito do consumo de aspartame na variacdo da massa corpOrea e da

ingestao hidrica e de racdo dos camundongos tratados por 70 dias com ragao
suplementada com aspartame

O grupo lll foi composto de animais com 3 semanas de vida (idade de
desmame) que receberam o tratamento com racdo suplementada com aspartame
por 70 dias. A massa corpérea e o ganho de massa corpOrea ndo apresentaram

diferenca significativa apds o tratamento com aspartame na dose de 40 mg/kg/dia
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em comparagdo ao grupo controle (Figura 14A e B). No entanto, houve uma
tendéncia de aumento de consumo de racdo pelos animais que receberam
aspartame (41,33 £ 1,64 g) quando comparado ao dos animais do grupo controle
(39,45 £ 1,76 g) (Figura 16B). Com o valor do consumo de racao, foi possivel
estimar que a quantidade de aspartame diaria consumida pelos animais foi de
aproximadamente 39,36 + 1,56 mg/kg/dia (Figura 15B). A ingestdo hidrica ndo foi
diferente entre os animais do grupo controle e aqueles tratados com aspartame
(Figura 16).
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Figura 14: Efeito do consumo de aspartame por 70 dias sobre o ganho de massa corpdrea em
camundongos a partir de 3 semanas de idade. Resultados representados como média + EPM. (A)
Ganho de massa corpérea expresso em massa e (B) em porcentagem relativa & massa inicial do
animal, durante o periodo de tratamento vs. grupo controle (analise pelo teste t de Student nédo
pareado).
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Figura 15: Efeito do consumo de aspartame por 70 dias sobre ingestdo semanal de racdo em
camundongos a partir de 3 semanas de idade (desmame). Resultados representados como média +
EPM. (A) Consumo semanal de racdo por cada grupo de camundongos, (B) Consumo semanal de
aspartame, (D) Energia ingerida e (D) Eficiéncia metabdlica. Analise de variancia two-way ANOVA,
seguida de pos-teste de Bonferroni.
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Figura 16: Efeito do consumo de aspartame por 70 dias sobre ingestdo hidrica semanal em
camundongos a partir de 3 semanas de idade (desmame). Resultados representados como média +
EPM. Ingestdo hidrica semanal ao longo do tempo de tratamento vs grupo controle (andlise de
variancia two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Bonferroni).

4.1.3. Efeito do consumo de aspartame na variacdo da massa corporea e da
ingestdo hidrica e de racdo dos camundongos tratados por 140 dias com ragao
suplementada com aspartame

O grupo IV foi composto de animais com 3 semanas de vida (idade de
desmame) que receberam a racdo suplementada com aspartame por 140 dias. N&ao
houve diferenca no ganho de peso entre os grupos estudados (Figura 17). Foi
possivel observar que nao houve alteracdo no consumo de racdo, na energia
ingerida, na eficiéncia metabdlica e nem na ingestdo hidrica entre os grupos

estudados (Figuras 18 e 19).
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Figura 17: Efeito do consumo de aspartame por 140 dias sobre o ganho de massa corpérea em
camundongos a partir de 3 semanas de idade (desmame). Resultados representados como média +
EPM. (A) Ganho de massa corpérea expresso em massa e (B) em porcentagem relativa & massa
inicial do animal, durante o periodo de tratamento vs. grupo controle (analise pelo teste t de Student
nado pareado).
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Figura 18: Efeito do consumo de aspartame por 140 dias sobre ingestdo semanal de racdo em
camundongos a partir de 3 semanas de idade. Resultados representados como média £+ EPM. (A)
Consumo semanal de rac¢do por cada grupo de camundongos, (B) Consumo de aspartame, (C)
Energia ingerida e (D) Eficiéncia metabdlica. Grupo tratado vs. grupo controle (andlise de variancia

two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Bonferroni).
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Figura 19: Efeito do consumo de aspartame por 140 dias sobre ingestdo hidrica semanal em
camundongos a partir de 3 semanas de idade (desmame). Resultados representados como média +
EPM. Ingestdo hidrica semanal ao longo do tempo de tratamento vs grupo controle (analise de
variancia two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Bonferroni).

4.1.4. Efeito do consumo de aspartame na glicemia de jejum dos camundongos
submetidos ao tratamento com aspartame

Para os animais que receberam o tratamento por 30 dias, no grupo I, foi
verificado que ndo houve diferenca na glicemia de jejum dos animais que receberam
aspartame quando comparados com o controle (Figura 20A). No grupo I, também
nao houve diferenca da glicemia basal entre os animais que receberam aspartame
ou o controle (Figura 20B). No tratamento crbnico, foi observada diminuicdo na
glicemia dos animais que receberam aspartame na dose de 40 mg/kg/dia por 140
dias (Grupo 1V) (83,80 + 3,42 mg/dL) em relacdo ao grupo controle (110,3 + 6,58
mg/dL) (Figura 20D) e ndo houve diferenca significativa entre os grupos que

receberam tratamento por 70 dias (Figura 20C).



72

A) B)

1004

804

40

Glicemia (mg/dL)

204

Glicemia de jejum (mg/dL)

©) D)

160+
140+
1204
1004

80

140-

40
20

Glicemia de jejum (mg/dL)
Glicemia de jejum (mg/dL)

@g é‘g

\@ ‘9
«&© )
S oF 2 o

Figura 20: Efeito do aspartame sobre a glicemia de jejum dos animais controle e tratados com
diferentes doses de aspartame, por diferentes periodos de tempo. (A) Camundongos fémeas Swiss
com 13 semanas de idade tratados por 30 dias com diferentes doses diarias de aspartame (GRUPO
1), (B) Camundongos fémeas Swiss com 22 semanas de idade tratados por 30 dias com diferentes
doses diarias de aspartame (GRUPO II), (C) Camundongos fémeas Swiss tratados a partir do
desmame com racdo suplementada com aspartame por 70 dias (GRUPO III) e (D) Camundongos
fémeas Swiss tratados a partir do desmame com racéo suplementada com aspartame por 140 dias
(GRUPO V). * p < 0,05 vs. grupo controle (analise de variancia one-way ANOVA, seguida de pés-
teste de Newman-Keuls, para A e B, e teste t de Student ndo pareado para C e D).

4.1.5. Efeito do aspartame sobre a adiposidade

Ao final do tratamento com aspartame nas diferentes doses durante 30 dias, a
massa do tecido adiposo branco visceral foi determinada apds a eutanasia. Foi

observada uma tendéncia de aumento da massa do tecido adiposo branco visceral
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(TAB visceral) no grupo de animais de 13 semanas de idade que receberam

aspartame em comparagao ao grupo controle (Figura 21).
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Figura 21: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo visceral (depdsito
periovariano) apos 30 dias de tratamento com aspartame em animais com 13 semanas de idade.
Resultados representados como média + EPM. (A) Massa absoluta e (B) Massa em porcentagem
relativa ao peso inicial do animal. Os dados foram analisados pelo teste de variancia two-way
ANOVA, seguido de pés-teste de Newman-Keuls.

No grupo Il, dos animais com 22 semanas de idade que receberam o
tratamento com aspartame nas diferentes doses durante 30 dias, a massa do TAB

visceral ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo visceral (depdsito
periovariano) apés 30 dias de tratamento com aspartame em animais a partir de 22 semanas de
idade. Resultados representados como média + EPM. (A) Massa absoluta e (B) Massa em
porcentagem relativa ao peso inicial do animal. Dados analisados pelo teste de varidncia two-way
ANOVA, seguido de pos-teste de Newman-Keuls.

No grupo Ill, composto de animais com 3 semanas de vida que
receberam o tratamento com aspartame por 70 dias, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as massas de TAB visceral dos animais que receberam
aspartame (2,82 + 0,35%) comparadas com as dos tecidos dos animais do grupo
controle (2,48 + 0,20%) (Figura 23).
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Figura 23: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo visceral (depdsito
periovariano) apos 70 dias de tratamento com aspartame em animais a partir do desmame.
Resultados representados como média £+ EPM. (A) Massa absoluta e (B) Massa em porcentagem
relativa ao peso inicial do animal. (C) e (D) Fotografia ventral representativa do tecido adiposo branco
visceral (TAB) de camundongos Swiss, fémeas, tratados ou ndo. Dados analisados pelo teste t de
Student ndo pareado.

Em relacdo a massa do tecido adiposo branco subcutaneo (depdsito inguinal),

ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos (Figura 24).
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Figura 24: Massa do tecido adiposo branco subcuténeo coletado dos camundongos tratados com
aspartame por 70 dias. (A) Massa absoluta e (B) Massa em porcentagem relativa ao peso inicial do
animal. Dados analisados pelo teste t de Student nédo pareado.
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No grupo IV, composto de animais com 3 semanas de vida que receberam o
tratamento com aspartame por 140 dias, foi observado que a massa do tecido
adiposo branco visceral nédo teve diferenca significativa entre os grupos (Figura 25).
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Figura 25: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo visceral (depdsito
periovariano) apés 140 dias de tratamento com aspartame em animais a partir da idade de desmame.
Resultados representados como média + EPM. (A) Massa absoluta e (B) Massa em porcentagem
relativa ao peso inicial do animal. (C) e (D) Fotografia ventral representativa do tecido adiposo branco
visceral (TAB) de camundongos Swiss, fémeas, tratados ou ndo. Os dados foram analisados pelo
teste t de Student ndo pareado.

by

Em relacdo & massa do tecido adiposo branco subcutdneo (TAB
subcutaneo), foi observada uma diminuigdo significativa entre o grupo que recebeu
aspartame (1,00 £ 0,11%) e o controle (1,52 *+ 0,32%) (Figura 26).
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Figura 26: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo branco subcutaneo
(depdsito inguinal) apés 140 dias de tratamento com aspartame em animais a partir da idade de
desmame. Resultados representados como média + EPM. (A) Massa absoluta e (B) Massa em
porcentagem relativa ao peso inicial do animal. * p < 0,05 vs. grupo controle (analise pelo teste t de

Student ndo pareado).

4.1.6. Efeito do aspartame sobre as caracteristicas histologicas do figado dos
camundongos

Apés a eutanasia dos animais, os figados foram coletados para serem

analisados histologicamente. Os tecidos hepaticos ndo apresentaram diferencas

morfoldgicas entre os grupos (Figuras de 27 a 29).
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Figura 27: Efeito do aspartame sobre caracteristicas morfoldgicas do figado apos 30 dias de
tratamento nos camundongos de 13 semanas de idade que ndo receberam tratamento (A) ou
receberam tratamento com aspartame nas doses de 20 mg/kg/dia (B), 40 mg/kg/dia (C) e 80
mg/kg/dia (D). Imagens representativas de um animal por grupo, coradas com hematoxilina e eosina,
objetiva de 20x com aumento de 10 vezes e escala de 200 um.

Figura 28: Efeito do aspartame sobre caracteristicas morfolégicas do figado apds 30 dias de
tratamento nos camundongos de 22 semanas de idade que ndo receberam tratamento (A) ou
receberam aspartame nas doses de 20 mg/kg/dia (B), 40 mg/kg/dia (C) e 80 mg/kg/dia (D). Imagens
representativas de um animal por grupo, coradas com hematoxilina e eosina, objetiva de 20x com
aumento de 10 vezes e escala de 200 pm.
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Figura 29: Efeito do aspartame sobre caracteristicas morfologicas do figado de camundongos ap6s
70 dias de tratamento, controle (A) ou com aspartame na dose de 40 mg/kg/dia (B); e nos
camundongos apos 140 dias de tratamento, controle (C) ou com aspartame na dose de 40 mg/kg/dia
(D). Imagens representativas de um animal por grupo, coradas com hematoxilina e eosina, objetiva
de 20x com aumento de 10 vezes e escala de 200 um.

4.1.7. Avaliacdo da variacdo da massa do tecido adiposo marrom dos
camundongos tratados com aspartame

Ndo foi observada alteracdo na massa do tecido adiposo marrom
interescapular entre 0os grupos que receberam aspartame e o grupo controle (Figura
30). Nos grupos que receberam tratamento por 30 dias (Grupos | e Il), foi observado
gue os animais que tinham 13 semanas de vida apresentaram uma tendéncia de
aumento da massa do tecido adiposo marrom ap0és tratamento com aspartame nas
doses 20 (0,37 £ 0,03%), 40 (0,49 £ 0,08%) e 80 mg/kg/dia (0,47 £ 0,04%) quando
comparados com o grupo controle (0,33 + 0,05%) (Figura 30A).
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Figura 30: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa do tecido adiposo marrom (depdsito
interescapular). (A) Camundongos de 13 semanas de idade tratados com aspartame por 30 dias, (B)
camundongos de 22 semanas de idade tratados com aspartame por 30 dias, (C) Camundongos de 3
semanas de idade tratados com aspartame por 70 dias e (D) Camundongos de 3 semanas de idade
tratados com aspartame por 140 dias. Resultados representados como média + EPM da massa em
porcentagem relativa ao peso inicial do animal. Dados analisados pelo teste varidncia two-way
ANOVA, seguido de pos-teste de Newman-Keuls (A e B) ou analise pelo teste t de Student néo
pareado (C e D).

4.1.8. Avaliacédo da variacdo da massa dos rins e do coracdo dos camundongos
tratados com aspartame

No grupo I, ndo houve diferenca na massa do coragdo dos animais que

foram tratados com aspartame em relacdo ao grupo controle, porém foi observada
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uma diminuigcdo na massa dos rins dos animais que receberam aspartame nas
concentragbes de 40 mg/kg/dia (1,01 + 0,06%) e 80 mg/kg/dia (1,04 = 0,03%)
comparados com o controle (1,19 + 0,02%) (Figura 31A e B).
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Figura 31: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa dos 6rgéos coletados de camundongos a
partir de 13 semanas de idade, tratados por 30 dias com diferentes doses de aspartame. Resultados
representados como média + EPM. (A) Massa dos rins, (B) Massa dos rins em relacdo ao peso do
animal, (C) Massa do coracéo e (D) Massa do cora¢do em rela¢@o ao peso do animal. *p < 0,05 vs.

grupo controle (andlise de variancia two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Newman-Keuls).

No grupo I, foi observada uma tendéncia de aumento da massa do coracao

dos animais que receberam aspartame comparados ao controle. Nas massas dos

rins, foi observado aumento significativo nos grupos que receberam aspartame nas
concentragbes de 20 (0,96 = 0,07%) e 80 mg/kg/dia (1,08 = 0,06%) quando
comparados ao controle (0,66 £ 0,04%) (Figura 32).
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Figura 32: Efeito do consumo de aspartame sobre a massa dos 6rgédos coletados de camundongos
tratados por 30 dias, a partir de 22 semanas de idade, com diferentes doses de aspartame.
Resultados representados como média £ EPM. (A) Massa dos rins, (B) Massa dos rins em relagéo ao
peso do animal, (C) Massa do coracao e (D) Massa do coragdo em relacdo ao peso do animal. * p <
0,05 vs. grupo controle (analise de variancia two-way ANOVA, seguida de poOs-teste de Newman-
Keuls).

No grupo lll, a massa dos rins ndo foi diferente entre os grupos que
ingeriram aspartame e o controle. Na massa do coragdo, foi observada uma
diminuic&o significativa no grupo que recebeu tratamento com aspartame (0,366 *
0,07%) comparado ao controle (0,447 + 0,02%) (Figura 33D).
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Figura 33: Efeito do aspartame sobre a massa dos érgaos coletados de camundongos tratados por
70 dias com aspartame. Resultados representados como média + EPM. (A) Massa dos rins, (B)
Massa dos rins em relagdo ao peso do animal, (C) Massa do coragéo e (D) Massa do coracdo em
relacdo ao peso do animal. * p < 0,05 vs. grupo controle (teste t de Student ndo pareado).

No grupo IV, as massas dos rins apresentaram diferencas entre o grupo
tratado com aspartame e o grupo controle. Na massa do coracédo, foi observada
uma diminuicdo significativa no grupo que recebeu tratamento com aspartame
(Figura 34).
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Figura 34: Efeito do aspartame sobre a massa dos 6érgaos coletados de camundongos tratados a
partir do desmame por 140 dias. Resultados representados como média + EPM. (A) Massa dos rins,
(B) Massa dos rins em relagédo ao peso do animal, (C) Massa do coracédo e (D) Massa do coragdo em
relacdo ao peso do animal. * p < 0,05 vs. grupo controle (teste t de Student ndo pareado).

4.1.9. Avaliacdo das variaveis bioquimicas dos camundongos tratados com
aspartame

No grupo |, ndo foi observada nenhuma alteracdo da concentracdo sérica
de triglicerideos e lipoproteina de alta e baixa densidade (HDL e LDL) entre os
grupos estudados (Tabela 1). As concentracdes séricas da transaminase aspartato
aminotransferase (AST) e da transaminase alanina aminotransferase (ALT) nao

foram diferentes entre os grupos, em resposta aos tratamentos.
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Tabela 1: Efeito do aspartame nos parametros bioquimicos dos camundongos com 13

semanas tratados por 30 dias

Grupos experimentais

20 mg/kg

40 mg/kg

80 mg/kg

Controle
AST (U/L) 120,25 +
70,88
ALT (U/L) 17,75 + 5,63
AST/ALT (U/L) 6,38 +1,78
Colesterol total
(mg/dL) 97,00 + 20,50
Triglicerideos 136,50 +
(mg/dL) 36,50
HDL (mg/dL) 67,00 + 9,00
LDL (mg/dL) 11,60 + 7,20

150,33 + 74,44

16,67 + 10,89

10,08 + 1,42

59,67 + 29,56

110,33 + 45,56

58,00 + 19,33

6,60 + 4,00

140,50 + 19,00

15,50 + 4,50

9,91 +2,30

102,50 + 13,50

165,75 + 30,63

68,75 £ 5,25

11,90 + 6,50

289,33 £ 95,11

50,67 + 24,22

6,07+ 0,78

105,00 + 11,33

89,33 £ 15,11

44,00 * 24,67

43,13 + 30,98

AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina aminotransferase; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade. Valores representam a média + desvio padrao.

No grupo Il, ndo foi observada diferenca significativa nem no perfil lipidico

nem nos niveis das enzimas hepaticas dos animais tratados com diferentes

concentracfes de aspartame em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito do aspartame nos parametros bioquimicos dos camundongos com 22

semanas tratados por 30 dias

Grupos experimentais

Controle 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg
AST (UIL) 120,30 £ 29,11 129,50 + 30,5 94,20 + 16,24 116,60 + 16,24
ALT (UIL) 17,67 £ 3,11 18,67 £ 5,00 16,00 = 3,60 11,60 = 3,52
AST/ALT (UIL) 7,58 + 3,36 7,74 £ 3,02 6,35+ 1,56 9,97 £5,48
Colesterol total 93,33 £12,89 96,83 + 3,17 93,40+ 12,72 103,80 + 13,44
(mg/dL)
L 181,33
Triglicerideos 151,00 + 36,00 151,25 + 29,62 112,80 + 14,24
(mg/dL) 21,77
62,00 £ 9,33 61,83 + 2,89 61,00 £ 12,00 69,00 £ 9,20

HDL (mg/dL)

AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina aminotransferase; HDL: lipoproteina de alta

densidade. Valores representam a média + desvio padrao.

Para os grupos lll e IV, foi observada diminuicdo das concentracfes séricas

da LDL nos camundongos que receberam racdo suplementada com aspartame na

concentracdo de 40 mg/kg/dia por 140 dias (Grupo IV) guando comparados com o

grupo controle. Nos demais parametros do perfil lipidico e nas enzimas hepéticas,

nao foram observadas alteracdes entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3: Efeito do aspartame nos parametros bioquimicos dos camundongos tratados por 70
dias ou 140 dias a partir de 3 semanas de idade (desmame)

Grupos experimentais

70 dias 140 dias

Controle Aspartame Controle Aspartame

AST (U/L) 177,20 £ 57,04 147,83 +42,50 191,17 +£58,80 141,75 + 37,62

ALT (U/L) 18,75 £ 5,57 19,67 + 1,38 14,80 + 4,16 12,75+ 2,75

AST/ALT (U/L) 10,35+1,91 8,02 + 2,67 14,96 + 4,54 11,45+ 2,78

Colesterol

96,20 £ 17,28 96,25+ 7,88 93,40 £ 10,72 74,00 £ 11,00
total (mg/dL)

Triglicerideos

143,25 £ 53,75 185,60 £32,08 109,60 £32,48 96,50 = 22,25
(mg/dL)

HDL (mg/dL) 42,80 + 4,72 40,83+2,94  41,00+2,80 36,00 + 3,50

LDL (mg/dL) 28,60 + 12,08 21,80 + 8,16 30,40 +3,52 18,67 +5,56 (*)

AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina aminotransferase; HDL: lipoproteina de alta
densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade. Valores representam a média + desvio padrdo. * p
< 0,05 vs. grupo controle.

4.1.10. Avaliacdo da elasticidade da pele dos camundongos tratados com
aspartame

A elasticidade da pele dos camundongos de 13 semanas tratados por 30 dias
foi avaliada tendo como parametro a resisténcia da pele quando submetida a tracéo.
Foi observada uma tendéncia de diminuicdo na resisténcia da pele a tracdo entre o
grupo tratado somente com agua (controle) (2,37 = 0,98 N) e os grupos tratados com
aspartame nas doses de 20 (1,59 £ 0,54 N); 40 (1,00 = 0,11 N) e 80 mg/kg/dia (0,87
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+ 0,04 N), resultados apresentados na Figura 35, porém nao houve diferenca

significativa observada nos tratamentos estatisticos.
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Figura 35: Efeito do aspartame sobre a resisténcia mecanica a tracdo da pele de camundongos a
partir de 13 semanas de idade tratados por 30 dias. Resultados representados como média + EPM.
(teste de variancia one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Bonferroni).

No grupo I, ndo foram observadas alteracdes na resisténcia da pele a tracao
entre 0 grupo tratado somente com agua (controle) e os grupos tratados com

aspartame (Figura 36).
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Figura 36: Efeito do aspartame sobre a resisténcia mecénica a tracdo da pele de camundongos a
partir de 22 semanas de idade tratados por 30 dias. Resultados representados como média + EPM.
(teste de variancia one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Bonferroni).

No grupo llI, foi observada uma tendéncia de diminuicdo na resisténcia da
pele a tracédo entre o grupo tratado somente com agua (controle) (0,93 + 0,13 N) e 0

grupo tratado com aspartame 40 mg/kg/dia (0,78 £ 0,15 N) (Figura 37).
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Figura 37: Efeito do aspartame sobre a resisténcia mecanica a tracdo da pele de camundongos
tratados por 70 dias a partir da idade de desmame. Resultados representados como média + EPM.
(teste de t de Student ndo pareado).

Assim como no grupo que foi tratado por 70 dias com aspartame (Grupo l1lI),
0S animais que receberam a racdo suplementada com aspartame por 140 dias
(Grupo 1V) apresentaram uma tendéncia de diminuicdo na resisténcia da pele a
tracdo entre o grupo tratado somente com agua (controle) e os grupos tratados com

aspartame (Figura 38).
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Figura 38: Efeito do aspartame sobre a resisténcia mecénica a tracdo da pele de camundongos
tratados por 140 dias a partir da idade de desmame. Resultados representados como média + EPM.
(teste t de Student ndo pareado).

4.1.11. Avaliacao histolégica da pele dos camundongos tratados com aspartame

No grupo |, houve uma tendéncia de diminuigdo nas espessuras da epiderme

dos animais do grupo tratado por 30 dias com aspartame nas concentragdes de 20
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(10,92 £ 0,14 um) e 40 mg/kg/dia (11,02 + 1,28 pm) quando comparados ao grupo
controle (13,62 + 0,71 um) (Figura 39).
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Figura 39: Fotomicrografia dos cortes histolégicos da pele dos camundongos apdés a coloragdo com
Hematoxilina-Eosina para verificagdo da espessura da epiderme dos camundongos de 13 semanas
do grupo controle (A) e dos grupos tratados por 30 dias com aspartame nas concentragbes de 20
mg/kg/dia (B); 40 mg/kg/dia (C); e 80 mg/kg/dia (D). Espessuras das peles analisadas (E). Escala:
100 pm; objetiva de 20x com aumento de 20x. Resultados representados como média + EPM (teste
de variancia one-way ANOVA, seguido de pés-teste Newman-Keuls).
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No Grupo Il, a espessura da epiderme do grupo de animais que receberam 80

mg/kg/dia (17,57 + 6,61 pm) de aspartame tendeu a aumentar quando comparado
ao grupo controle (14,32 + 1,05 um) (Figura 40).
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Figura 40: Fotomicrografia dos cortes histolégicos da pele dos camundongos apds a coloracdo com
Hematoxilina-Eosina para verificagdo da espessura da epiderme dos camundongos de 22 semanas
do grupo controle (A) e dos grupos tratados por 30 dias com aspartame nas concentragbes de 20
mg/kg/dia (B); 40 mg/kg/dia (C); e 80 mg/kg/dia (D). Espessuras das peles analisadas (E). Escala:
100 pm; objetiva de 20x com aumento de 20x. Resultados representados como média + EPM (teste
de variancia one-way ANOVA, seguido de pds-teste de Newman-Keuls).
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Nos animais que foram tratados por 70 dias (Grupo Ill) com aspartame, houve
uma tendéncia de aumento na espessura da epiderme (14,98 + 2,26 um) comparado
ao grupo controle (12,33 + 0,47 um) (Figura 41A, B e E). J4 no grupo que recebeu
aspartame por 140 dias (Grupo 1V), foi observada uma diminuicdo significativa da
espessura da epiderme da pele dos animais que receberam tratamento (10,34 +

0,54 um) quando comparado ao controle (14,87 + 0,70 um) (Figura 41C, D e E).
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Figura 41: Fotomicrografia dos cortes histolégicos da pele dos camundongos apds a coloragdo com
Hematoxilina-Eosina para verificacdo da espessura da epiderme dos camundongos do grupo controle
(A) e tratados por 70 dias com aspartame (B); e do grupo controle (C) e tratados por 140 dias com
aspartame (D). Média da espessura da pele entre os grupos tratados por 70 dias (E) e 140 dias (F).
Escala: 100 um; objetiva de 20x com aumento de 20x. Resultados representados como média +
EPM.** p = 0,0096 vs. grupo controle (teste t de Student ndo pareado).
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Para avaliacdo das fibras colagenas na pele dos camundongos que
receberam ou ndo tratamento com aspartame, as amostras de pele foram coradas
pelo método do Tricrdbmio de Masson e analisadas por intensidade de cor. A
guantificagdo das fibras foi representada em porcentagem (Figuras de 42 a 45). As
fotomicrografias mostram a distribuicdo das fibras, coradas em azul, ao longo da
derme. A Figura 42 representa os resultados das fémeas de 13 semanas de idade
que foram tratadas por 30 dias (Grupo I). Foi possivel observar que houve uma
tendéncia de diminuicdo na quantidade de fibras colagenas das peles dos animais
gue receberam aspartame nas concentracoes de 20 (37,36 * 4,18%), 40 (38,68 +
8,75%) e 80 mg/kg/dia (30,12 + 3,87%) quando comparados aos animais do grupo
controle (46,51 + 1,73%) (Figura 42E).
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Figura 42: Fotomicrografias dos cortes histologicos da pele dos camundongos apds a coloragdo com
Tricrbmio de Masson para avalidacdo das fibras colagenas da derme dos camundongos de 13
semanas do grupo controle (A) e tratados por 30 dias com aspartame nas concentracdes de 20
mg/kg/dia (B); 40 mg/kg/dia (C); e 80 mg/kg/dia (D). Escala: 100 pum; objetiva de 20x com aumento de
20x. (E) Média da porcentagem de fibras colagenas. O teste estatistico aplicado para tratamento dos
dados foi o teste de variancia one-way ANOVA, seguido de pés-teste de Newman-Keuls.

Para o Grupo Il, a avaliagéo das fibras colagenas dos camundongos de 22
semanas de vida que receberam ou ndo aspartame por 30 dias mostrou que, a
excecao do grupo que foi tratado com a dose de 80 mg/kg/dia (47,76 + 1,77%), que
apresentou uma tendéncia de aumento de fibras coladgenas quando comparado ao
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grupo controle (46,82 + 3,96%), todos os demais grupos que recebram aspartame
apresentaram uma tendéncia de diminuicdo na quantidade de fibras colagenas
(Figura 43).
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Figura 43: Fotomicrografias dos cortes histologicos da pele dos camundongos apés a coloragdo com
Tricrbmio de Masson para avaliacdo das fibras colagenas da derme dos camundongos de 22
semanas do grupo controle (A) e tratados por 30 dias com aspartame nas concentracdes de 20
mg/kg/dia (B); 40 mg/kg/dia (C); e 80 mg/kg/dia (D). Escala: 100 um; objetiva de 20x com aumento de
20x. (E) Média da porcentagem de fibras coldgenas (andlise de variancia one-way ANOVA, seguida
de pés-teste de Newman-Keuls).
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No Grupo lll, foi possivel observar que houve uma tendéncia de diminuicdo na
guantidade de fibras colagenas das peles dos animais que receberam aspartame
por 70 dias (45,44 £ 3,51%) comparados com o controle (50,84 + 6,51%) (Figura 44).
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Figura 44: Fotomicrografias dos cortes histologicos da pele dos camundongos apés a coloragdo com
Tricrbmio de Masson para avaliagdo das fibras colagenas da derme dos camundongos do grupo
controle (A) e tratados por 70 dias com aspartame (B). Escala: 100 um; objetiva de 20x com aumento
de 20x. (C) Média da porcentagem de fibras colagenas (teste t de Student, seguido do teste de
correcao de Welch).
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No Grupo IV, também foi possivel observar que houve uma tendéncia de
diminuicdo na quantidade das fibras colagenas das peles dos animais que
receberam aspartame por 140 dias (37,32 + 1,48%) comparados com o controle
(45,49 £ 1,60%) (Figura 45).
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Figura 45: Fotomicrografias dos cortes histolégicos da pele dos camundongos apés a coloragdo com
Tricrbmio de Masson para avaliagdo das fibras colagenas da derme dos camundongos do grupo
controle (A) e tratados por 140 dias com aspartame (B). Escala: 100 pm; objetiva de 20x com

aumento de 20x. (C) Média da porcentagem de fibras colagenas (teste t de Student, seguido do teste
de correcé@o de Welch).

4.1.12. Avaliacdo da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase nas
peles dos camundongos

Os resultados estdo representados como porcentagem de atividade da
CAT e da SOD, sendo a atividade de 100% atribuida ao controle. As peles dos
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animais de 13 semanas de vida que recebram 80 mg/kg/dia de aspartame por 30
dias (Grupo I) tiveram uma diminui¢ao significativa na atividade da catalase (61,67 +
4,34%) (Figura 46A) e um aumento na atividade da superéxido dismutase (110,2 +
1,9%), o que também foi observado no grupo de camundongos que recebeu o
tratamento na concentragao de 20 mg/kg/dia (122,1 + 2,0%) (Figura 46 B).

A)
200-
o 150
=
=
=
18]
=]
i *
'_
I
L]
T
W&
%“@
B)
150-
*
' *
= —_—
S 1004 —
=
=
(4]
=
i 50_
[
O
ow
D_ | I
&° @“g @9 @9
& f‘E" W &

Figura 46: Avaliagdo de atividade das enzimas CAT e SOD na pele dos camundongos de 13
semanas tratados por 30 dias. Resultados apresentados como média + EPM. * p < 0,5 vs. grupo
controle (analise de variancia one-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey).

N&o foram observadas alteragbes significativas nas enzimas do sistema
antioxidante entre os subgrupos de camundongos do Grupo Il (Figura 47).
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Figura 47: Avaliacdo de atividade das enzimas CAT e SOD na pele dos camundongos de 22
semanas tratados por 30 dias. Resultados apresentados como média + EPM (andlise de variancia
one-way ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey).

No grupo que recebeu 40 mg/kg/dia de aspartame por 70 dias, a alteracao
observada foi uma diminuicéo significativa na atividade da enzima catalase (53,31 +
3,25%) (Figura 48A). Nos animais tratados por 140 dias, ndo houve alteragcées nas

atividades dessas enzimas do sistema antioxidante (Figura 49).
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Figura 48: Avaliagdo de atividade das enzimas CAT e SOD na pele dos camundongos tratados, a
partir do desmame, por 70 dias. Resultados representados como média tEPM. ** p = 0,0096 vs.
controle (teste t de Student ndo pareado).
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Figura 49: Avaliagcdo de atividade das enzimas CAT e SOD na pele dos camundongos tratados, a
partir do desmame, por 140 dias. Resultados apresentados como média + EPM. O teste estatistico
aplicado para tratamento dos dados foi o teste t de Student ndo pareado.

4.1.13. Avaliacao dos niveis de peroxidacao lipidica na pele

O tratamento dos animais com aspartame por 30 dias consecutivos foi capaz
de induzir a peroxidagdo lipidica (Figura 50). Houve um aumento dos produtos

indicadores da peroxidagéo lipidica nos animais tratados com aspartame na dose de
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20 mg/kg/dia (185,9 = 36,1%) e na dose de 40 mg/kg/dia (166,2 = 5,6%) em

comparagao com o controle (100,0%).
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Figura 50: Avaliacdo dos niveis de peroxidacéo lipidica na pele dos camundongos de 13 semanas
tratados por 30 dias com aspartame. TBARS - produtos da peroxidacdo lipidica capazes de se
complexar com o acido tiobarbitirico. Resultados apresentados como média + EPM. * p < 0,5 vs.
controle (andlise de varidncia one-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey).

O tratamento dos animais de 22 semanas de idade com aspartame na dose
de 20 mg/kg/dia (116,4 + 3,2%) por 30 dias consecutivos foi capaz de induzir a
peroxidacédo lipidica (Figura 51). Entretanto, nas doses de 40 mg/kg/dia (82,23 +
2,86%) e 80 mg/kg/dia (55,97 + 6,11%), houve uma diminuicdo, ndo estatisticamente

significatativa, em comparag¢do com o controle (100,00%).
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Figura 51: Avaliagdo de peroxidagdo lipidica na pele dos camundongos de 22 semanas tratados por
30 dias. TBARS - produtos da peroxidacdo lipidica capazes de se complexar com o &cido
tiobarbitdrico. Resultados apresentados como média + EPM. * p < 0,5 vs controle (analise de
variancia one-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey).

Ja os animais que receberam aspartame na dose de 40 mg/kg/dia por um
periodo mais longo apresentaram uma diminuicdo significativa dos produtos
indicadores de peroxidacdo lipidica quando comparados ao grupo controle. Os
animais que receberam aspartame por 70 dias apresentaram uma diminuicdo para
29,81 + 5,77% em relacdo ao controle (100%) (Figura 52) e nos animais que
receberam aspartame por 140 dias foi observada uma diminuicdo para 47,94 *

5,22% comparados ao controle (Figura 53).
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Figura 52: Avaliacdo da peroxidacdo lipidica na pele dos camundongos tratados a partir de 3
semanas de vida por 70 dias. TBARS - produtos da peroxidacao lipidica capazes de se complexar
com o acido tiobarbitdrico. Resultados apresentados como média + EPM. * p < 0,5 vs. controle (teste t
de Student ndo pareado).
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Figura 53: Avaliacdo nos niveis de peroxidacéo lipidica na pele dos camundongos tratados por 140
dias a partir de 3 semanas de idade. TBARS - produtos da peroxidagéo lipidica capazes de se
complexar com o acido tiobarbitdrico. Resultados apresentados como média + EPM. * p < 0,5 vs.
controle (teste t de Student ndo pareado).
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4.2. Estudos em cultura de células

4.2.1. Avaliagéo in vitro da citotoxicidade de aspartame em células mesangiais

O resultado apresentado na Figura 54 mostra que nao houve diferenca
significativa na viabilidade celular apos tratamento com aspartame em relacdo ao
controle, sendo que a maior concentracdo de aspartame utilizada apresentou média
de viabilidade celular de 85,47%.
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Figura 54: Avaliacdo da citotoxicidade do aspartame em células mesangiais. As células mesangiais
foram tratadas com concentragdes crescentes de aspartame, com o veiculo, ou ndo receberam
tratamento (meio) e, em seguida, foram incubadas com MTT. Os resultados representam a média +
desvio padrao de, no minimo, trés experimentos, da porcentagem de células viaveis, considerando a
viabilidade das células ndo tratadas como 100%. O teste estatistico aplicado para tratamento dos
dados foi a andlise de variancia one-way ANOVA, seguida do teste de multiplas comparacdes de
Tukey.
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4.2.2. Investigacado do efeito agonista do aspartame em receptores nucleares
PPARYy — ensaio de gene reporter

O ensaio de gene repérter ndo mostrou capacidade de ativagdo do PPARy
pelo aspartame nas concentragdes testadas no ensaio de citotoxicidade. Como nao
houve indicio de citotoxicidade, concentracdes mais altas foram testadas no ensaio
de ativacdo de PPARy até 1 mM. Os resultados desse ensaio ndo mostraram
ativacao dos receptores nucleares PPARYy pelo aspartame na concentragao de até 1

mM (Figura 55).
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Figura 55. Ensaio de avaliagdo da atividade agonista de aspartame em PPARy. As células
mesangiais foram transfectadas com PPAR-GAL4 e seu reporter GAL4-RE e tratadas com o ligante
sintético rosiglitazona 10° M, aspartame (1, 500 e 1000 uM), ou o veiculo da solugéo de rosiglitazona
(DMSO/EtOH) durante 24 horas. Os dados foram expressos como média de ativacdo da transcri¢cdo
em relacdo ao veiculo (controle). * p < 0,05 em comparac¢éo ao veiculo (analise de variancia one-way
ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey).

4.3. Revisao Sistematica

4.3.1. Selecéo dos estudos
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Na revisdo, foram inicialmente incluidos 1.367 artigos selecionados de cinco
diferentes bases de dados indexadas. Na literatura cinzenta, foram selecionados os
primeiros cem artigos obtidos a partir de pesquisa no Google Académico. Apés
remover os artigos duplicados, 1.050 artigos permaneceram no estudo. Destes, 979
foram excluidos depois da avaliagdo do titulo e do resumo. Dois foram incluidos do
Google Académico e quatro artigos identificados a partir das listas de referéncia dos
artigos selecionados foram incluidos. Consequentemente, para leitura na integra,
foram selecionados 77 artigos. Destes selecionados, 29 foram considerados de
interesse para a andlise descritiva e 12 foram selecionados para meta-analise. Foi
elaborado um fluxograma detalhando do processo de identificagéo, selecéo, incluséo
e exclusao dos estudos (Figura 56 e Apéndice A).



108

f Records identified through database searching ]
(n=1,367)
E L.
'ﬁ p Jr lr Jr 1l‘ ‘1 .
= Cochrane Lilacs PubMed Scopus || Web of Science
‘E (n=73) (n=0) (n=295) || (h=714) (n=285)
=
Records after duplicates removed
S (n =1,050)
— v Google Scholar (n = 100) )
Records screened from Open Grey (n = 0)
database (n =71) ProQuest (n = 24)
o A
g !
c A
E - — . Records screened from grey
= A-:_!dltlﬂnal studies literature
reference lists Open Grey (n = 0)
AN (n=4) ProQuest (n = 0) )
f 1 ( Full-text articles assessed for eligibility )
\ (n=77) J
G;-text articles excluded, with reasons (n = -m
1. Studies that did not fit PICOS strategy
2 _
= (n=23)
:% | 2. Reviews, letters, personal opinions, book
= g chapters, and conference abstracts (n = 5)
w . Co : :
3. In vitro or in vivo animal studies (n = 0)
4. Articles in languages other than Latin
(roman) alphabet (n = 0)
5. Full paper copy was not available (n = 1)
6. Observational studies or
Qﬁn-randomized Clinical Trials (n = 19) /
| v
— [ Studies included in qualitative synthesis (n = 29) |
%
o Y
% Studies included in quantitative synthesis (meta-analysis)
£ (n=12)
| S

Figura 56: Fluxograma (Moher et al., 2009).
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4.3.2. Caracteristicas dos estudos

Os vinte e nove estudos incluidos eram ensaios clinicos e foram publicados
em inglés. Dezessete dos vinte e nove estudos incluidos (Black et al., 1991; Black et
al., 1993; Blackburn et al., 1997; Bruce et al., 1987; Colagiuri et al.,1989; Horwitz et
al., 1988; Kanders et al., 1988; Lapierre et al., 1990; Lavin et al.,1997; Leon et al.,
1989; Melanson et al., 1999; Nehrling et al., 1985; Reid et al., 2007; Rodin, 1990;
Ryan-Harshman et al., 1987; Singleton et al., 1999; Stern et al., 1976;) foram
realizados antes de 2000 e os outros doze (Bryant et al., 2014; Coppola et al.,2004;
Flood et al., 2006; Kuzma et al., 2015; Maersk et al., 2012; Maersk et al., 2012a;
Reid et al., 2007; Sathyapalan et al., 2015; Siegler et al., 2012; Smeets et al., 2005;
Steinert et al., 2011; Temizkan et al., 2015) foram publicados ap6s o ano 2000.

Todos o0s estudos apresentaram um grupo gque consumiu O aspartame
comparando-0 com grupos que consumiram glicose, sacarose, outro tipo de
adocante ou ainda outra substancia de controle (dgua ou placebo sem adocante ou
acucar) e relataram ao menos um dos resultados descritos como um desfecho
primario (controle glicémico e obesidade) ou secundario (concentracdo de glicose,
peso corporal, consumo energético e perfil lipidico) na estratégia de PICOS.

Juntos, os estudos incluidos tiveram um total de 1.044 participantes.
Dezenove ensaios foram realizados exclusivamente em participantes saudaveis. Um
estudo foi conduzido em participantes saudaveis e com sobrepeso, quatro foram
conduzidos em participantes com sobrepeso ou obesos, dois estudos foram
conduzidos em participantes saudaveis e diabéticos e 3 estudos foram realizados
com pacientes diabéticos que utilizam ou ndo insulina. A faixa etaria média dos
participantes dos estudos foi de 18 a 71 anos. A faixa de IMC médio dos
participantes foi de 18,5 a 40,0 Kg/m® A Tabela 4 apresenta um resumo das

caracteristicas descritivas dos estudos.



Tabela 4: Resumo das caracteristicas descritivas dos artigos incluidos nareviséo sistemética (n = 29)
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First Study Popularion
author, Desi Gender, . Main outcomes to APM . .
esign Mean BMI Interventions . Main conclusion
Year, Age 2 consumption
(kg/m°)
Country
Black Within subject | 20 healthy men 22-29 1) 280 mL of 1) Food intake: no difference | The consumption of aspartame-
(1991) Age: 19 to 25 years CMW between all preload types. sweetened beverages did not increase
Canada 2) 280 mL DSD short-term subjective hunger or food
(160 — 170 mg intake, in a meal taken within the
APM) following 60 to 90 minutes.
1) 280 mL of 1) Total caloric intake: | Neither treatment had a significant
CMW Consuming 340 mg APM as a | effect on total caloric intake at the
2) 280 mL of sweetener significantly | lunchtime meal
CMW with 340 mg | increased all four measures of
18 men of encapsulated subjective hunger and
Black Randomized | Age: 19 to 25 years P Jectl ung
APM subjective appetite
(1993) across 21-25
Canada subjects 3) 560 mL of
CMW
4) 560 mL of an
APM-sweetened
soft drink (340 mg
APM)
Blackburn Prospective, APM group APM group | 1) Food and 1) Body weight: mean weight | Participation in a weight-control
(1997) randomized, 82 obese women (37.4 £5.1) | drinks sweetened loss of 5.1 kg (5.1%) program that included the use of the
United States stratified, Age: 425+9.3 No APM with APM high-intensity ~ sweetener  APM
two-arm No APM group group 2) Use of sugar or facilitated long-term maintenance of
parallel 81 obese women (37.2+£4.6) | honey as a reduced body weight and a greater
design-test Age: 43.0+10.2 sweetener weight loss during active weight loss
Study 1: Dextrose | 1) Blood glucose:  No | The administration of APM alone
Study 2: significant changes (Study 1 | had no effect on blood glucose or
Bruce _ Seventeen healthy Noncaloric and Study 3) and decrease | serum insulin when compared with
(1987) Randomized no_rmal subjects . artificial (Study 2) control
Australia | Clinical Trial | Age: 19 to 32 years sweetener APM + | 2) Plasma insulin levels: No

dextrose or
water + dextrose

significant changes (Study 1
and Study 3) and increase
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Study 3: APM or
water

(Study 2)

Bryant Randomized 6 men 21.8+1.8 1) Glucose 1) Blood glucose: no difference | The administration of APM with
(2014) Clinical Trial and 2) Glucose + APM | between intervention 2 and | glucose did not alter glycemic
United 4 women 3) Glucose + | others response when compared to glucose
Kindom and Age: 18 to 24 years saccharin alone
United States 4) Glucose +
acesulfame-K
1) Blood glucose: no difference | APM is an acceptable sucrose
compared with pretreatment | substitute for diabetic individuals but
values has no specific advantage over
8 men and _— .
A . 2) Body weight: mean increase | sucrose when used solely as a
Colagiuri Double-blind, 1 woman . . . .
L 1) APM of 1.2 Kg on eight subjects | sweetening agent except perhaps in
(1989) Cross-over noninsulin- 26.4+2.1 ; . ; . .
| . 2) Sucrose during the sucrose period. Loss | weight-reducing diets
Australia design dependent . )
. . of 4 Kg on one subject during
diabetes mellitus h iod
Age: 66 5 the APM perio .
T 3) Insulin levels: no difference
with pretreatment values
Coppola Randomized 10 men and 10 NGT =26.4+ | 1) APM 1) Blood glucose levels: no | The APM treatment was not able to
(2004) Clinical Trial women with 3 2) Glucose change after APM intake alter blood glucose and insulin levels
Italy (NGT) IGT =27+ 2) Insulin levels: no change
Age: 68 + 8 3.6 after APM intake
and
10 men and 10
women with (IGT)
Age: 69+ 1.1
18 women Women 1) Cola 1) Energy intake: Increase at | Replace caloric beverages with low-
Flood Crossover Age: 22.0+ 0.2 22.6+0.3 : lunch for caloric beverage | calorie or noncaloric beverages can
. 2) Diet cola . : .
(2006) design and and 3) Water consumption compared with | be an effective strategy for
United States 15 men Men non-caloric beverage decreasing energy intake
Age: 23.3+ 0.3 24.4+0.3
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Horwitz Randomized | 20 normal subjects - 1) Control 1)  Glucose levels: no | Ingestion of APM in the absence of
(1988) crossover Age: 28+ 8 2) APM significant changes food appears to cause no adverse
United States design and 3) Saccharin changes in blood glucose
10 Diabetic concentration in normal subjects or
subjects subjects with non insulin dependent
Age: 57 +8 diabetes mellitus
Kanders Prospective 13 men Control 1) BDD 1) Body weight: loss of 1.68 Kg in| The greater weight loss in the
(1988) parallel and group: 2) BDD + foods |experimental group experimental group of women
United States design 46 women 36 -38 and beverages suggest that adding APM may
and sweetened  with facilitate compliance to a
26.5t060.7 Experimental | APM hypocaloric diet
group:
37-38
Kuzma Randomized, | 10 healthy normal- 22.7+1.3 1) APM 1) Body weight: no difference Sugar-sweetened beverages (SSB)
(2015) controlled, weight adults 2) Fructose between three diet periods promote an increase in overall
United States | double-blind | Age: 18 to 25 years 3) Glucose 2) Energy intake: lower in APM| energy intake in healthy adults
crossover period compared with others
study
Lapierre Randomized 6 men - 1) APM 1) Glucose levels: no difference Treatment with APM was not able to
(1990) double-blind, and 2) Placebo in comparison to placebo significantly alter plasma glucose
United placebo 4 women levels
Kingdom controlled Age: 26.3
crossover
design
Lavin Clinical trial | 14 healthy normal- - 1) APM 1) Energy intake: higher when Women restrained eaters do not
(1997) weight women 2) Sucrose compared with interventions 2 automatically reduce their total
United 3) Mineral water and 3 energy intake
Kingdom when sucrose-sweetened drinks are
replaced by diet drinks containing
APM
Leon Randomized, 101 healthy - 1) APM 1) Body weight: no significant | APM consumed daily at doses
(1989) double-blind, | Age: 18 to 62 years 2) Placebo change in the APM group equivalent to those contained in
United States placebo- 2) Lipoprotein cholesterol: no | approximately 10 L of APM-
controlled, significant changes containing beverage is not associated
parallel- with any significant changes in
group design clinical measures or adverse

experiences in healthy adults
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Maersk Crossover 24 subjects 31.4+£3.11 | 1) APM sweetened | 1) Peak glucose concentration: | There were no indications that APM-
(2012) design overweight or diet cola higher after regular cola | sweetened diet cola increases
Denmark obese 2) Semi-skimmed compared with interventions 1, | appetite or energy intake compared
Age: 335+9.2 Milk 2 and 3 with water
years 3) Sucrose in 2) Insulin levels (AUC): no
regular cola significant difference between
4) Water diet cola and water
3)Energy intake: higher after
regular cola compared with
diet cola and water
Maersk Randomized 47 nondiabetic 26 - 40 1) APM sweetened | 1) Body weight: no significant | Effect of APM sweetened diet cola on
(2012)a intervention subjects diet cola difference between the 4 | fatness, ectopic fat, and metabolic
Denmark study Age: 20 to 50 years 2) Sucrose- groups factors is mainly neutral and very
sweetened regular | 2) Glucose levels: no | similar to that of water
cola significant difference between
3) Semiskim milk the 4 groups
4) Mineral water 3) Insulin levels: no significant
difference between the 4
groups
4) Total fat mass: no
significant difference between
the 4 groups
Melanson ;) A.PM drinks 1) Blood glucose: no difference After ingestion of the APM preload,
) Simple was found . A Al .
(1999) 0 healthy weight- carbohydrate 2) Ener intake: no inter-individual variability n
Netherlands | Clinical Trial 10 healthy weig 23.4+19 roony 9y ) spontaneous food intakes were
and United stable men drlnlfs . compensation after  APM related to differences in blood
States 3) High-fat drinks | preload ingestion |
glucose responses
Moller Clinical Trial 6 healthy men - 1) APM 1) Glucose levels: decrease | APM consumption by healthy men
(1991) Age: 2210 37 2) Bovine albumin | relative to control did not affect plasma insulin but had
Denmark 3) Water 2) Insulin levels: not | a significant dose effect on plasma
significantly affected glucose
Nehrling Placebo- 62 subjects insulin- - 1) APM-capsules | 1) Glucose levels: no difference | The use of APM as a low-calorie
(1985) controlled, dependent or non- 2) Placebo | from placebo treated groups sweetener does not adversely affect
United States | double-blind | insulin-dependent capsules glycemic control of persons with

experimental
design

diabetes
Age: 18 to 65

diabetes
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Reid (2007) | Clinical Trial 133 women 225+238 1) APM drinks 1) Body weight: loss on APM | APM consumption was related to
United Age: 31.8+9.1 2) Sucrose drinks | group weight loss and lower energy intake
Kingdom 2) Energy intake: lower than | when compared to sucrose drinks
baseline at week 1 and week 4 consumption
Rodin Clinical trial, 6 normal-weight - Preload: 1) Glucose levels: lower when | APM does not appear to have
(1990). within- men 1) APM compared to fructose and | stimulating effect on food intake
United States subjects 6 normal-weight 2) Fructose glucose
design women 3) Glucose 2) Energy intake: no difference
6 overweight men 4) Water from water
6 overweight 3) Insulin levels: lower when
women compared to fructose and
glucose
Ryan- Double Blind 13 healthy men - 1) ALA placebo 1) Energy intake:APM did noff APM in doses up to 10 g failed to
Harshman Randomized 23.1+3.8 2) APM (5.04 g) + [affect mean energy intake alter food intake or hunger, mood
(1987) Clinical Trial ALA (5.04 g) and arousal in normal weight adult
Canada 3) APM (10.08 g) males
+ PHE (10.08 g)

Sathyapalan | Double Blind Sensitive Sensitive 1) APM 1) Biochemical or metaboliq Acute ingestion of APM does not
(2015) Randomized n=438 30.14 £ 5.71 | containing shack |measures: no difference compared have any detectable psychological or
United Crossover 50.53 + 16.24 and bar to control metabolic effects in humans

Kingdom Study and Control 2) Control shack
And Ireland, Control 28.87+5.9 | bars
Qatar n=48
52.42 +15.38
Siegler Randomized 9 men - 1) Carbohydrate 1) Insulin levels: decrease APM with carbohydrate significantly
(2012) clinical trial Age: 22 +2 maltodextrin + comparing intervention 2 versus 1| lowered insulin  levels during
Australia sucrose and no difference comparing exercise versus
2) APM + intervention 3 versus 4 carbohydrate alone
maltodextrin +
sucrose
3) APM +
maltodextrin
4) Water
Singleton Clinical trial 12 men 253+ 45 | 1) APM 1) Glucose levels: no changes No significant main treatment effects
(1999) and 2) Fructose 2) Insulin levels: no changes or interactions were noted for
Italy and 10 women 3) Glucose 3) Total cholesterol: no changes | insulin, glucose, total cholesterol,
United States Age: 27.36 4) Plain HDL cholesterol or LDL cholesterol
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concentrations

1) Water 1) Insulin levels: no changes APM solutions failed to trigger an
Smeets Randomized 5 men S?uvg/c?;gr M insulin response
- +
P vl B B | U
4) Water +
maltodextrin
Randomized, 1) APM 1) Glucose levels: no change Artificial sweetener had a minimal
. placebo 2) Acesulfame K 2) Insulin levels: no change effect on appetite and did not affect
Steinert 6 men and 6 ; .
controlled, 3) Glucose 3) Plasma glucagon: no | blood glucose concentration and
(2011) : women 23.0+0.5 C
. double-blind, . 4) Fructose change plasma glucagon. No significant
Switzerland ; Age: 23-3+0.7 e
Six-way cross- 5) Sucralose insulin response was observed
over trial 6) Water
Non-insulin 1) APM capsules 1) Diabetic control: no | Subjects exhibited no symptoms that
. . 2) Placebo difference between APM and | could be attributed to the
dependent diabetic | laceb dmini . ; laceb
_ subjects capsules placebo . _ a mln_lstrat_lon of APM or placebo,
Stern Randomized, 12 men and 2) LDH: higher in placebo | and diabetic control was unaffected
(1976) double-blind 57 women - group by the chronic administration of
United States | clinical trial these  substances. The various
. laboratory parameters showed no
Age: 2110 70 variations that could be attributable
to APM
4 Men and 4 Diabetic 1) APM + water 1) Glucose levels: no | APM did not alter glucose and
women type 2 atients 2) Sucralose + difference between APM and | insulin levels compared with water
. . diabetic patients P water water and sucralose
Temizkan Randomized, ; 33.7+5.4 . . .
. . Age: 51.5+9.2 2) Insulin levels: no difference
(2015) single-blinded
e X and between APM, sucralose and
Turkey clinical trial Healthy
4 Men and 4 water
30.3+45
women healthy
Age:450x4.1

Abbreviations: ALA, alanine, APM, aspartame; BDD, Balanced Deficit Diet; CMW, carbonated mineral water; DSD, diet soft drink; IGT, impaired
glucostolerance; NGT, normal glucose tolerance; PHE, phenylalanine; *, Mean + SD (all such values).
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4.3.3. Risco de viés entre os estudos

Entre os 29 estudos incluidos na revisédo, 20,68% apresentaram baixo risco
de viés na geracdo de sequéncia aleatéria; 72,41% foram classificados como
incertos; e 6,89% foram classificados como de alto risco de viés. Considerando a
ocultacdo de alocacao, 27,58% dos estudos apresentaram baixo risco de viés; e
65,51% e 3,44% foram classificados como incertos ou com um alto risco de viés,
respectivamente. Em relacdo ao cegamento dos participantes, 51,72%
apresentaram baixo risco de viés na geracdo de sequéncia aleatoria; 37,93% foram
classificados como incertos; e 10,34% foram classificados como de alto risco de
viés. 6,89% dos estudos foram classificados como baixo risco de viés e 93,10%
foram classificados como incertos no cegamento de dados sobre resultados.

Todos os estudos foram classificados como de baixo risco de viés em relacéo
aos dados incompletos dos desfechos e ao relato do desfecho seletivo. 24,13% dos
estudos apresentaram baixo risco de viés em relacdo a outras fontes de riscos e
75,86% foram classificados como incertos (Figura 57A). O resumo da avaliacdo para
cada item, por estudo separadamente, de acordo com a ferramenta da Cochrane
Collaboration para avaliar o risco de viés nos critérios de ensaios clinicos

randomizados, é apresentado na Figura 57B e no Apéndice B.
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Figura 57: Avaliacdo do risco de viés utilizando a ferramenta da Colaboragédo Cochrane. (A) Grafico
do risco de viés de todos os estudos incluidos na revisdo, apresentando suas respectivas
porcentagens em cada item da avaliagdo. (B) Resumo do risco de viés dos estudos (representados
pelos nomes dos autores) com seu respectivo resultado em cada item da avaliacao.
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4.3.4. Sintese dos resultados

Nove estudos n&o mostraram efeito significativo do consumo de aspartame
na glicemia de jejum ou nos valores de insulina plasmética em individuos saudaveis
(Bruce et al., 1987; Bryant et al., 2014; Coppola et al., 2004; Lapierre et al., 1990;
Moller, 1991; Sathyapalan et al., 2015; Singleton et al., 1999; Smeets et al., 2005;
Steinert et al., 2011). Estudos que compararam individuos saudaveis com diabéticos
ndo mostraram mudancas na glicemia ap6s o consumo de aspartame (Colagiuri et
al., 1989; Horwitz et al., 1988; Nehrling et al., 1985; Temizkan et al., 2015). Porém
um estudo mostrou diferencas nos niveis de glicose apds ingestao de aspartame,
com um declinio observado em 40% dos individuos (Melanson et al., 1999).

Moller (1991) relatou diminuicdo dos niveis de glicose e, ainda, Siegler e
colaboradores (2012) relataram que, durante a pratica de atividades fisicas, o
consumo de carboidrato associado ao aspartame diminuiu a concentracdo de
insulina plasmética quando comparado ao consumo somente do carboidrato.

Seis estudos ndo mostraram alteracbes no consumo energético de
individuos que consumiram aspartame (Black et al., 1991; Black et al., 1993; Flood
et al.,, 2006; Maersk et al.,, 2012; Rodin, 1990; Ryan-Harshman et al., 1987),
comparados aos controles.

Os resultados de um estudo mostraram que o consumo de aspartame foi
correlacionado com a perda de peso e ajudou, em longo prazo, ha manutencédo da
reducdo do peso corporal de mulheres obesas que participaram de um programa de
controle de peso (Blackburn et al., 1997).

Em outro estudo, os participantes com sobrepeso ou obesos que
consumiram dieta hipocalérica suplementada com aspartame apresentaram uma
perda de peso maior quando comparados ao grupo controle que consumiu uma
dieta hipocalérica sem suplementacéo (Kanders et al., 1988).

Um estudo relatou que a ingestdo aguda de 100 mg de aspartame né&o
causou quaisquer efeitos metabdlicos detectaveis em humanos (Sathyapalan et al.,
2015).

Maersk e colaboradores (2012a) mostraram que o efeito de uma bebida
adocada com aspartame na deposicdo de massa adiposa ectopica e nos fatores
metabdlicos dos individuos foi praticamente nulo e foi muito semelhante aos efeitos

encontrados nos individuos que receberam agua.
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Leon e colaboradores (1989) e Stern e colaboradores (1976) nao
encontraram diferenca na média do peso corporal dos individuos que ingeriram
aspartame em comparagao com os individuos que receberam apenas o placebo.

Apenas um estudo mostrou um aumento no consumo energético de
individuos que receberam aspartame quando comparados aos que receberam
sacarose como controle ou aos que receberam apenas agua mineral gaseificada
(Lavin et al., 1997).

Os resultados dos estudos clinicos randomizados foram sintetizados para
serem analisados estatisticamente. A meta-analise foi feita com dados de artigos em
gue os participantes consumiram aspartame em comparagdo com um grupo controle
gue recebeu agua ou placebo (sem acucar ou adocante) ou em comparagcdo com a
sacarose. Estudos nos quais os resultados foram apresentados em graficos ou
estudos que nédo apresentaram dados com o desvio padrdo foram excluidos, assim
como 0s que apresentaram resultados de area sob a curva. O grafico do tipo floresta
foi construido com os resultados do consumo de aspartame versus controle e o
consumo de aspartame versus sacarose. Dos vinte e nove estudos selecionados
para a analise qualitativa, doze apresentaram resultados que puderam ser utilizados
para a analise quantitativa (meta-analise) (Black et al., 1991; Blackburn et al., 1997,
Bruce et al., 1987; Colagiuri et al.,1989; Lavin et al., 1997; Maersk et al., 2012;
Maersk et al., 2012a; Melanson et al., 1999; Reid et al., 2007; Ryan-Harshman et al.,
1987; Sathyapalan et al., 2015; Siegler et al., 2012) (Figura 57). Os estudos foram
reunidos e a meta-analise foi feita individualmente para cada desfecho. Essa opcao
de analise individual dos desfechos se deu pela grande variagcdo nos valores dos
estudos distintos avaliados, que interfeririam na analise como um todo.

Resultados da glicose de jejum mostraram moderada heterogeneidade entre
os estudos com uma inconsisténcia (I%) de 68%:; ndo houve diferenca entre os
grupos que consumiram aspartame comparados com o grupo controle (p = 0,71; n =
119) (Figura 58A). Para a comparacdo entre 0 grupo que consumiu aspartame ou
sacarose, foi encontrada uma inconsisténcia (1°) de 56%. Nao houve diferenca entre

esses dois grupos (p = 0,09; n = 58) (Figura 58B).
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Figura 58: Gréfico do tipo floresta da comparacdo de aspartame versus controle (A) e aspartame
versus sacarose (B) para os niveis de glicose de jejum (mmol/L).

Os resultados da insulina plasmatica mostraram moderada heterogeneidade

(1% de 49%, e n&o houve diferenca entre o grupo que recebeu aspartame comparado

com o grupo controle (p = 0,76; n = 101) (Figura 59A). A comparacao entre o

consumo de aspartame versus consumo da sacarose mostrou alta heterogeneidade,

1> de 92%. N&o houve diferenca entre o grupo que consumiu aspartame comparado

com 0 grupo que consumiu sacarose (p = 0,57; n = 40) (Figura 59B).
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Figura 59: Gréfico do tipo floresta da comparacdo de aspartame versus controle (A) e aspartame
versus sacarose (B) para a concentracdo de insulina plasmética (uU/mL).

Para os resultados do perfil lipidico (colesterol e triglicerideos), a analise
mostrou alta heterogeneidade entre os estudos, com 1> de 85%, e ndo houve
diferenca entre o grupo do aspartame e o grupo controle (p = 0,99; n = 182) (Figura
60A). Para o grupo aspartame comparado ao grupo que recebeu sacarose, a analise
estatistica mostrou alta heterogeneidade de dados, I* de 95%, e ndo houve diferenca
entre os grupos (p = 0,48; n = 80) (Figura 60B).

Todas as comparagbes entre 0S grupos aspartame versus controle ou

aspartame versus sacarose foram feitas com um modelo randémico.
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Figura 60: Gréfico do tipo floresta da comparacdo de aspartame versus controle (A) e aspartame
versus sacarose (B) para as concentracdes séricas de colesterol e trigliceridios (mmol/L).

Para os niveis séricos de HDL-c, o resultado da meta-analise mostrou baixa

heterogeneidade de dados (I* de 0%) e houve diferenca estatistica entre o grupo do

aspartame comparado ao grupo controle, favorecendo o grupo que havia recebido
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aspartame (p = 0,01; n = 91) (Figura 61A). A comparacao entre o0 grupo que recebeu
aspartame com o0 que recebeu sacarose também mostrou uma baixa
heterogeneidade de dados (I*> de 0%) e os resultados foram diferentes nessa
comparacao, favorecendo os individuos que tinham consumido sacarose (p = 0,005,
n = 40) (Figura 61B). Os dados foram avaliados pelo modelo fixo devido a baixa

heterogeneidade apresentada entre eles.
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Figura 61: Gréfico do tipo floresta da comparacdo de aspartame versus controle (A) e aspartame
versus sacarose (B) para as concentracdes seéricas da lipoproteina de alta densidade (HDL-c;
mmol/L).

Uma alta heterogeneidade de dados foi observada entre os estudos que
analisaram o peso corporal, com I° de 97% para a comparacdo dos grupos
aspartame e controle, e I* de 94% para comparacao entre 0s grupos que receberam
aspartame e sacarose. Nao houve diferenca significativa na comparacdo dos
resultados entre 0 grupo que consumiu aspartame e o controle (p = 0,13; n = 179)
(Figura 62A), nem entre 0s grupos que consumiram aspartame e sacarose (p = 0,21;

n = 40) (Figura 62B). Para ambas as comparacdes, foi utilizado o modelo randémico.
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Figura 62: Grafico do tipo floresta da comparacdo de aspartame versus controle (A) e aspartame

versus sacarose (B) para o peso corporal (Kg).

Para a avaliacdo do efeito do aspartame sobre o consumo energético, 0s

resultados mostraram alta heterogeneidade entre os estudos, com 1°=92%, e nao

houve diferenca entre o grupo que recebeu aspartame e o grupo controle (p = 0,18;

n = 195) (Figura 63A). Quando foi comparado aspartame com sacarose, também foi

observada uma alta heterogeneidade entre os estudos (I = 94%). N&o houve

diferenca significativa entre o grupo que recebeu aspartame quando comparado ao

grupo que recebeu sacarose (p = 0,86; n = 201) (Figura 64B). O modelo ranémico foi

escolhido para fazer as comparacgfes entre 0s grupos.
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Figura 63: Gréfico do tipo floresta da comparacdo de aspartame

versus sacarose (B) para o consumo energético (MJ).

4.3.5. Risco de viés entre os estudos

2 0 2 4
ASPARTAME SUCROSE

4

versus controle (A) e aspartame

Os estudos incluidos apresentaram uma metodologia semelhante, o que

reduziu o risco de ma interpretacdo dos resultados. Por serem estudos clinicos

randomizados,

relativamente homogéneos.

0os estudos selecionados nesta

revisdo foram considerados

Na meta-andlise, os estudos apresentaram alta

heterogeneidade, provavelmente devido aos diferentes padrées de tratamento para

0 aspartame, a sacarose ou 0 controle.

4.3.6. Avaliacao da qualidade da evidéncia cumulativa

No geral, a qualidade da evidéncia dos resultados avaliados pelo sistema

GRADE foi julgada como moderada, sugerindo uma confianga moderada no efeito

estimado dos desfechos analisados (Anexo C).
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5. DISCUSSAO

Os adocantes artificiais surgiram com o propdsito de substituir os aglicares no
gue se refere a conferir o sabor doce aos alimentos. Porém seu uso vem sendo feito
de forma indiscriminada por criangas e adultos, independentemente de género, etnia
ou condi¢des sociais. Duvidas sobre o beneficio do uso aumentam, pois os estudos
clinicos controlados ainda séo bastante limitados (Sylvetsky et al., 2016).

Na literatura, ndo ha relatos de estudos que relacionem o consumo de
aspartame com algum efeito sobre o envelhecimento precoce da pele. Neste estudo,
camundongos Swiss fémeas com idade de 13 ou 22 semanas foram tratados com
aspartame em diferentes doses diarias por um periodo de 30 dias (Grupos | e Il). As
doses escolhidas para serem utilizadas nos tratamentos correspoderam a dose de
ingestao diaria aceitavel (IDA) de 40mg/kg/dia, a metade e ao dobro dessa dose.

Ainda, um grupo de animais recebeu racdo suplementada com aspartame
logo apos o desmame, por 70 ou 140 dias, em uma tentativa de mimetizar o
consumo de produtos dietéticos ao longo da vida, dentro da ingestéao diaria aceitavel
para o aspartame (IDA, 40 mg/kg de massa corporea/dia) (Grupos Il e 1V). Durante
o tratamento, o consumo de racdo e agua e a variacdo da massa corpérea foram
monitorados e, ao final do tratamento, foram analisados a glicemia de jejum, a
massa de tecido branco visceral, o tecido marrom, a massa dos rins e do coracao
dos animais, assim como o perfil lipidico e as enzimas hepaticas.

Quando se iniciou o tratamento por 30 dias com aspartame nos camundongos
mais velhos, com 22 semanas de idade, foi observada uma perda de peso apos o
periodo de tratamento, principalmente na dose de 40 mg/kg de massa corporea/dia,
porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Quando o0s
camundongos foram tratados com racdo suplementada com aspartame desde o
desmame até completarem 22 semanas de idade, também ndo foram observadas
diferencas significativas de peso desses animais tratados quando comparados ao
grupo controle.

Nos grupos lll e IV deste estudo, foram avaliados camundongos fémeas que
receberam aspartame, a partir da idade de desmame, por 70 ou 140 dias,

respectivamente. Nesses grupos, foi verificado que o consumo de racdo e de agua
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nao foi diferente entre os grupos tratados, sugerindo que em longo prazo 0 consumo
de aspartame nas doses testadas pareceu nao influenciar no aumento da ingesta
hidrica ou de racdo. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados
em outros estudos, como o de Soffritti e colaboradores (2007) que suplementaram a
racao de ratos com diferentes doses de aspartame (100 ou 20 mg/kg) desde a vida
fetal até aproximadamente 144 semanas de vida e observaram que ndo houve
diferencas no consumo de ragdo e na ingestao hidrica entres os grupos.

Porém, para os camundongos com 13 semanas de idade, submetidos ao
tratamento com aspartame por 30 dias, foi observado um ganho de massa corporal,
gue foi maior e significativo no grupo de animais que recebeu aspartame na dose de
40 mg/kg de massa corpoérea/dia, nos quais foi observado um ganho de peso médio
de 12,75%, em comparagao ao grupo controle, cujo ganho de peso médio foi de
5,06%. Esses resultados corroboram estudos anteriores descritos por Collison e
colaboradores (2012), nos quais os autores verificaram aumento significativo de
ganho de peso de camundongos C57BL/6J machos quando tratados com uma
solucdo de 0,25 g/L de aspartame, equivalente a dose de 50 mg/kg de massa
corporea por dia, por 20 semanas.

Esses efeitos de ganho de peso e casos de obesidade associados ao
consumo de adocantes vém sendo cada dia mais estudados. Hill e colaboradores
(2014) avaliaram o efeito de bebida adocada com aspartame e acessulfame de
potassio comparado com agua ou bebida adocada com acucar e steviol em 77
mulheres e observaram o nivel de saciedade pelo que tinham ingerido. As
participantes que ingeriram bebidas com adocantes artificiais ficaram menos
saciadas do que as que ingeriram bebida adocada com acucar, ou até menos do
gue as que consumiram agua. No ano anterior, Swithers (2013) discutiu varios casos
de estudos epidemioldgicos que associavam o uso de adocantes ndo caloricos ao
ganho de peso e ao desenvolvimento de sindrome metabdlica, hipertensdo e
doencas cardiovasculares. O autor ainda levantou a hipotese de que o uso desses
edulcorantes estimularia a ingestdo de alimentos por alterar sinais da modulagéo
neural ligados ao balanco energético.

Esses resultados também corroboram os achados neste estudo, uma vez
gue foi observado um maior consumo de ragcdo nos camundongos de 13 semanas
de idade tratados por 30 dias com diferentes doses de aspartame. Nesse mesmo

grupo, foi observado que houve uma tendéncia de aumento de consumo de ragéo
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nos grupos tratados com relagdo ao grupo controle ao longo do tempo. Nos grupos
gue receberam racao suplementada com aspartame em longo prazo (70 e 140 dias),
a partir do desmame, nao houve diferenga no consumo de ragdo entre 0S grupos.

Recentemente, foi descrito por Suez e colaboradores (2014) que 0s riscos a
saude decorrentes do uso dos adocantes poderiam estar intimamente relacionados
a modificacdo da composicédo e da fungédo da microbiota intestinal por adogantes ndo
metabolizados pelo organismo. Os autores mostraram que a alteragdo na microbiota
apos o consumo de sacarina produz uma alteracdo no perfil de degradacdo de
glicanos no intestino, o que esta intimamente ligado ao consumo de energia.

Palmnés e colaboradores (2014) avaliaram o consumo de baixa dose crénica
de aspartame no perfil antropométrico, metabdlico, metabolémico e na microbiota
intestinal de ratos Sprague-Dawley machos tratados por 2 semanas com aspartame
adicionado a agua de tratamento na concentracdo de 60 mg/L, com dieta
hipercalorica ou normal. Os autores mostraram que o aspartame diminui efeitos
negativos associados a alimentacdo hipercalérica, como massa corporea,
adiposidade, consumo caldrico e niveis de insulina de jejum. Porém o consumo de
aspartame resultou em hiperglicemia e diminuicdo da capacidade de resposta a
insulina, que os autores sugeriram ser devido ao aumento da gliconeogénese
induzida pela producdo de propionato de acidos graxos de cadeia curta pela
microbiota intestinal. Os autores mostraram haver uma variacdo da microbiota
intestinal com o consumo de aspartame, tanto para animais tratados com dieta
normal quanto para os que receberam dieta hipercalorica, porém houve uma maior
diminuicdo de Bacteroidetes (bactérias Gram-negativas) no intestino dos animais
tratados com dieta normal, enquanto houve uma maior diminuicdo de Firmicutes
(bactérias Gram-positivas) no intestino de animais tratados com dieta hipercaldrica e
aspartame, com relacdo aos seus respectivos controles. Além disso, houve uma
grande variacdo da composicdo do filo Firmicutes entre os animais com 0s
diferentes tipos de tratamento.

Os camundongos utilizados neste estudo tiveram sua glicemia de jejum
avaliada e os resultados mostraram que, apés 30 e 70 dias de tratamento, foi
verificado, tanto nas fémeas com 13 semanas de idade quanto nas com 22 semanas
de idade, que ndo houve diferenca na glicemia de jejum entre 0s animais que
receberam aspartame e os que receberam apenas o veiculo. Houve somente uma

tendéncia de aumento da glicemia do Grupo lll, nos animais que receberam
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aspartame por 70 dias a partir do desmame, comparado com 0S que receberam
apenas o controle.

Ja no grupo de animais que recebeu aspartame na dose de 40mg/kg de
massa coporea, foi possivel observar uma diminuicdo significativa da glicemia de
jejum em relagdo aos animais do grupo controle. Esse resultado sugere que, em
longo prazo, o consumo do aspartame se mostrou benéfico neste aspecto.

Segundo Collison e colaboradores (2012), a exposicdo cronica dos
camundongos C57BL/6J ao aspartame (50 mg/kg) e também ao aspartame
associado ao glutamato monossodico ocasionou um aumento da glicemia de jejum
em 2,3 vezes em relagcdo ao controle. Proki¢ e colaboradores (2011), ao tratarem
camundongos por seis semanas com aspartame na dose de 40 mg/kg/dia, também
observaram aumento da glicemia de jejum.

Em trabalho recente, foi reportado que, em modelos animais induzidos a
obesidade que foram tratados com suplementacdo de sacarose ou de adocantes
nao nutritivos (compostos por 99% de eritritol e 1% aspartame), 0s primeiros
apresentavam aumento de hiperglicemia, adiposidade e massa corpérea, enquanto
gue os que receberam a suplementacdo com adogantes ndo nutritivos apresentaram
diminuicAo da hiperglicemia. Os autores concluiram que esses adocantes
promoveram o aumento da adiposidade e da insulina sérica nos animais, quando
comparados ao controle, sugerindo que o consumo de adocantes nao nutritivos
pode influenciar no metabolismo energético de camundongos com obesidade
induzida por dieta, mas que podem ser bons substitutos do aglcar para pessoas que
ja possuem hiperglicemia (Mitsutomi et al., 2014).

Em relacdo aos tecidos adiposos analisados dos camundongos estudados
neste trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas das massas em
relacdo aos grupos controle, apesar de ser observada uma clara tendéncia de
aumento do tecido adiposo branco visceral nos camundongos de 13 semanas de
idade tratados com aspartame por 30 dias, nas diferentes doses, sendo essa
tendéncia maior para as concentracdes de 40 e 80 mg/kg de massa corporea/dia.
Além disso, apesar desse efeito ndo ser observado nos camundongos de 22
semanas de idade, ap6s o tratamento crénico, foi possivel observar, em alguns
camundongos, uma maior quantidade de tecido adiposo branco periovariano.

No grupo de 13 semanas de idade, foi observada uma diminuicao significativa

da massa dos rins dos animais tratados com 40 e 80 mg/kg/dia, em comparacéo a
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massa corporea dos mesmos. Ja no grupo de 22 semanas de idade, tratados por 30
dias, houve um aumento significativo no tamanho dos rins em relagdo ao controle
para 0s animais tratados com aspartame nas doses de 20 e 80 mg/kg/dia,
proporcionalmente ao peso do animal. Nos camundongos tratados com aspartame
por 140 dias, também foi observado um aumento significativo nos rins dos animais.

Outros estudos avaliaram o efeito do aspartame sobre os rins também
relatando alteracbes. Martins e Azoubel (2006), avaliando o efeito do aspartame (14
mg/kg/dia) armazenado a temperatura ambiente e de aspartame (14 mg/kg/dia) apés
aquecimento a 40°C nos rins de fetos de ratos fémeas tratados do nono ao vigésimo
primeiro dia de gestacdo, observaram que os rins dos animais do grupo que foi
tratado com aspartame aquecido a 40°C apresentaram sinais de nefrotoxicidade,
como o0 aumento significativo do volume glomerular e o aumento no tamanho dos
nacleos dos tubos proximais e distais em relagédo ao grupo controle.

Quando observadas variacfes de massa do coracdo dos animais, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos dos diferentes tipos de tratamento.

N&o foram observadas variagdes na massa adiposa marrom entre 0S grupos
de camundongos tratados com aspartame ou ndo. O tecido foi retirado da regiéo
interescapular, que, segundo Waldén e colaboradores (2012), € o maior deposito de
tecido marrom em camundongos, sendo de aproximadamente 220 mg. O tecido
adiposo marrom juntamente com o tecido adiposo branco atuam no balanco do
metabolismo, regulando consumo e gasto energético, pois ambos compartilham, em
escala distinta, a capacidade de sintetizar lipideos e armazena-los na forma de
triglicerideos (Cypess et al., 2009; Barbatelli et al., 2010; Cannon e Nedergaard.,
2004; Lichtenbelt et al., 2009; Fedorenko et al., 2012).

O envelhecimento da pele é um processo continuo e cumulativo em
consequéncia de mudancas fisiologicas que levam a diminuicdo da capacidade de
regeneracdo que, consequentemente, ocasiona perdas nas propriedades de
elasticidade e na pigmentacao, causando uma diminuicdo da espessura da pele e,
ainda, a reducdo do numero e da qualidade de colageno e fibras elasticas (Wdlfle et
al., 2014).

A epiderme da pele dos camundongos foi avaliada quanto a sua espessura e
foi observado que, no grupo de 13 semanas de idade tratado por 30 dias, houve
uma tendéncia de diminuicdo da espessura da pele dos animais que receberam

aspartame. O grupo que recebeu aspartame na dose de 20 mg/kg/dia apresentou
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uma média de espessura de 10,93 um, e o que recebeu a dose de 40 mg/kg/dia
apresentou uma epiderme com espessura média de 11,71 um. Isso representou
uma diferenca de 2,34 e 1,56 pum entre esses grupos, respectivamente, quando
comparados a espessura da epiderme dos animais do grupo controle.

Na derme, foi possivel observar que na pele dos animais que foram tratados
com aspartame na dose de 40mg/kg de massa corporeal/dia, por 140 dias, houve
uma diminui¢do das papilas dérmicas da pele. O mesmo foi observado na pele dos
animais com 13 semanas de vida que foram tratados com a dose de 20mg/kg de
massa corpéreal/dia por 30 dias. Histologicamente, os efeitos do envelhecimento
causado por fatores extrinsecos se manifestam na forma de uma interface plana
como perda das papilas dérmicas entre a epiderme e a derme e atrofia dérmica (El-
Domyati et al., 2002).

A pele sofre deformacdes quando submetida a uma forca e as maiores
responsaveis pela resisténcia a essas deformacoes da pele sdo as fibras elasticas e
o colageno situados na derme (Larrabee, 1986). Produzidas por fibroblastos, as
fiboras colagenas ficam dispostas de forma paralela a superficie da pele e,
juntamente com a epiderme, que é composta por microfilamentos contrateis,
conferem forca a pele para resistir a tracfes (Chistolini et al., 1999; Calleja-Agius et
al.,, 2007). Com o envelhecimento, ha uma perda da elasticidade da pele. Com
excecdo do grupo que foi tratado com aspartame desde o desmame por 70 dias
(Grupo 1), todos os outros grupos (I, Il e IV) apresentaram uma tendéncia de
diminuicdo da espessura da pele dos animais que receberam aspartame em alguma
das concentra¢cfes, comparados aos do controle. Concordando com esse resultado,
também foi observada uma tendéncia de diminuicdo na resisténcia a tracdo da pele
dos camundongos tratados nos Grupos |, Il e 1V, e na dose de 40 mg/kg/dia no
grupo Il. Quando avaliada histologicamente, pela coloracdo de Tricrémio de Masson,
foi observado que houve uma tendéncia de diminuicdo na porcentagem das fibras
colagenas em quase todos 0S grupos nos quais 0s animais receberam aspartame
em relacdo aos que receberam controle.

Essas variacBes ndo foram estatisticamente diferentes, mas claramente foi
observado que a derme dos animais tratados com aspartame apresentou fibras
menos densas e dispostas de forma mais irregular quando comparadas com a
avaliacdo histologica do grupo controle, sugerindo uma degradacdo do colageno e

envelhecimento da pele.
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A flacidez da pele e o desenvolvimento de Uulceras de pressdo em
consequéncia de obesidade resultam de funcbes dérmicas deficientes, como
reducdo de sintese de colageno e degradacdo de proteinas de matriz extracelular
(Ezure e Amano, 2011). Ezure e Amano, em trabalhos publicados em 2010,
demonstraram que o0 aumento da camada adiposa subcutdnea promove a
diminuicdo da elasticidade dérmica em camundongos e humanos. Em 2007, os
autores demonstraram que a adiponectina aumenta a expressao de &acido
hialurénico nos fibroblastos dérmicos (Ezure e Amano, 2007), apontando uma
importante relacdo entre a fungcdo dérmica e o tecido adiposo subcutaneo. Fazendo
uma co-cultura de fibroblastos e adipdcitos, Ezure e Amano concluiram que o
aumento da camada adiposa na pele pode afetar a funcdo dérmica pela modulacéao
negativa de funcdes dos fibroblastos, que é feita por moduladores secretados pelos
adipocitos de tamanho aumentado, como ocorre com o acido palmitico que, quando
secretado em co-cultura de adipocitos e fibroblastos, diminuiu a proliferacéo celular,
a expressao de colageno tipo | e de elastina e aumentou a expressao de MMP-13
nos fibroblastos 3T3-L1 (Ezure e Amano, 2011).

Nas ultimas décadas, houve um aumento da compreensdo da obesidade
como uma doenca inflamatoria e ha evidéncias cientificas de que compostos
bioativos presentes nos alimentos podem modular mediadores inflamatérios ou proé-
inflamatorios (Leite et al., 2009), incluindo adocantes néo nutritivos.

O metanol, produto do metabolismo do aspartame, esta intimamente ligado ao
estresse oxidativo das células, o que pode induzir a expressdao de MMP, que
reduziria a concentracdo e organizacdo de fibras de colageno na pele, além de
promover instalacao de processos inflamatorios no organismo.

O equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio é um processo bastante delicado. Em um primeiro momento, a superéxido
dismutase reduz o radical superoxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio, em
seguida a catalase e a glutationa peroxidase atuam em conjunto para reducdo do
peréxido de hidrogénio a agua (Ferreira e Matsubara, 1997; Finkel e Holbrook, 2000;
Carocho e Ferreira, 2013). Neste estudo, a atividade do sistema antioxidante da pele
foi avaliada por meio da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase. Foi
observado que houve um aumento da atividade da SOD no grupo de animais que
recebeu aspartame a partir de 13 semanas de vida por 30 dias, em comparacao aos

gue nao receberam aspartame. Nesse mesmo grupo, foi observada uma diminuicéo
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significativa da atividade da catalase. Adicionado a isso, foi observado um aumento
significativo dos niveis de peroxidacdo lipidica na pele desses mesmos animais
(Figura 50). Esse quadro sugere a instalacdo de um estado de estresse oxidativo na
pele desses animais.

Com o intuito de avaliar se o aspartame possuia atividade agonista ao PPARy
e, no caso de resposta positiva, avaliar sua capacidade na diferenciagcdo de
adipdcitos, o aspartame foi avaliado com relacdo a sua citotoxicidade as células
mesangiais. Os ensaios de citotoxicidade avaliam a interferéncia de agentes nos
processos metabdlicos das células no que diz respeito ao crescimento e morte. Sao
de baixo custo, reprodutiveis e muito utilizados como forma de triagem (Freshney,
2001). De acordo com esse ensaio, o sal amarelo, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazdlio), é absorvido pelas células e no interior da célula sofre reducéo pela
enzima succinato desidrogenase, formando, assim, cristais azuis de formazana que
podem ser analisados por espectrofotometria UV/VIS (Mosmann, 1983). O resultado
apresentado mostra que ndo houve diferenca significativa da viabilidade celular do
tratamento com aspartame em relagdo ao controle, sendo que a maior concentracao
de aspartame utilizada apresentou média de viabilidade celular de 85,47%. Dessa
forma, concluiu-se poder ser utilizada a concentracdo maxima usada nesse ensaio
(100 pM) para estudos posteriores como a avaliagdo da atividade agonista em
receptores nucleares PPARYy.

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARsS) atuam na
homeostase da glicose, no metabolismo de lipidios e na inflamacéo (Tavares et al.,
2007). Existem trés diferentes isoformas de PPAR, a (NR1C1l), B (NR1C2) e vy
(NR1C3) (Rizzo; Fiorucci, 2006). Esse receptor forma o heterodimero PPAR/RXR e
liga-se ao elemento responsivo especifico (PPRE/DR-1) e, ap6s recrutar fatores
como coativadores, inicia sua transcricdo. O PPARYy é altamente expresso em tecido
adiposo branco e marrom. No tecido branco, atua na diferenciacao de pré-adipocitos
em adipdcitos, principais componentes desse tecido, e na expressdo de genes que
codificam proteinas relacionadas as vias lipogénicas (Rosen et al., 1999; Stumvoll e
Haring., 2002; Moraes et al., 2006).

Ativadores do PPARy sao conhecidos por induzir a diferenciacdo em
adipdcitos, é o caso, por exemplo, das tiazolidinadionas, como a roziglitazona, que
se ligam diretamente e ativam esse receptor e também estimulam a adipogénese

(Schoonjans, et al., 1996; Gregoire et al., 1998). PPARy exerce um papel crucial no
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desenvolvimento e na fungcdo de células adiposas e, apesar de estar presente em
baixas concentragbes em células 3T3-L1, é fortemente induzido durante a
diferenciacao em adipdcitos (Chawla, 1994). Os resultados obtidos neste ensaio ndo
mostraram ativacdo dos receptores nucleares PPARy pelo aspartame na
concentracdo de até 1 mM, fato que corrobora o estudo realizado por Pandurangan
e colaboradores (2014), que demonstrou que o tratamento de células 3T3-L1 com
aspartame promoveu uma diminuicdo da adipogénese, via reducdo da fosforilacéo
do PPARy. Contudo, foi descrito por Collison e colaboradores (2013) que o
aspartame associado ao glutamato monossodico foi capaz de induzir alto nivel de
deposicao de gordura visceral e aumentar a expressao de leptina e TNF-q, citocinas
relacionadas ao desenvolvimento da obesidade.

Além disso, Schumacher e colaboradores (2008) ja reportaram, por meio de
ensaio da luciferase, que a fenilalanina, produto de metabolizacdo do aspartame, a
uma concentracéo de 1.212 uM, foi capaz de ativar esse receptor nuclear.

O aspartame é um adocante ndo nutritivo presente em mais de 6.000
produtos e é consumido mundialmente como substituto para o acucar, devido ndo so
ao seu poder adocante, mas também por ndo conferir conteudo cal6rico aos
alimentos e bebidas (Bellisle e Drewnowski, 2007; Butchko et al., 2002; Fernstrom,
2015). Com o objetivo de reduzir a ingestdo de calorias, o consumo do aspartame
aumentou, principalmente entre a populacdo diabética e obesa (Butchko et al.,
2002). Entretanto, desde a sua aprovacdo nos anos de 1980, vém surgindo
preocupacdes sobre os efeitos adversos que podem ser desencadeados por esse
adocante (Sathyapalan et al., 2015).

A descoberta de que o consumo de adocantes artificiais ndo nutritivos, tanto
em ratos quanto em seres humanos, pode alterar a microbiota intestinal e,
consequentemente, pode afetar o peso, induzir resisténcia a insulina e diabetes tipo
2 levantou duvidas sobre os beneficios do seu uso (Suez et al., 2014).

Assim, durante este trabalho, uma revisdo sistematica com meta-analise de
estudos clinicos randomizados encontrados na busca até o dia 13 de abril de 2016
foi feita para avaliar evidéncias que afirmassem ou negassem uma ligacdo entre o
uso de aspartame e as mudancas nos parametros metabdlicos na idade adulta. Os
resultados encontrados mostraram que 0 consumo de aspartame nao parece
influenciar na glicemia de jejum ou na insulina plasmatica, uma vez que ndo houve

diferencas nesses parametros nem quando o grupo do aspartame foi comparado ao
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controle, nem quando comparado a sacarose. Isso pode ter sido atribuido ao fato de
ter havido heterogeneidade moderada entre os estudos avaliados, pois eles tinham
delineamentos diferentes para a avaliagdo do consumo de aspartame, que variaram
desde uma Unica dose (Bruce et al., 1987) até o acompanhamento de dois anos de
intervencd@o (Blackburn et al., 1997), além de diferentes critérios de inclusdo dos
participantes que eram saudaveis, diabéticos ou obesos (Bruce et al., 1987;
Colagiuri et al., 1989; Hartel et al., 1993; Maersk et al., 2012a; Sathyapalan et al.,
2015; Siegler et al., 2012).

Por isso, de acordo com os resultados sumarizados nesta reviséo sistematica,
ndo ha evidéncias dos beneficios ou maleficios relacionados ao consumo de
alimentos ou bebidas contendo aspartame sobre a glicemia de jejum e insulina
plasmatica. Assim, com base nesses resultados, ndo é possivel estabelecer a
recomendacao do consumo do aspartame para a melhora do controle glicémico.

Considerando o perfil lipidico (colesterol total, HDL e triglicerideos), somente
0s niveis séricos de HDL foram diferentes entre os grupos, sendo mais alto nos
grupos que receberam aspartame quando comparados aos que receberam controle
e mais baixo quando comparados a sacarose (Colagiuri et al., 1989; Maersk et al.,
2012a; Sathyapalan et al.,, 2015). No entanto, os estudos sobre o perfil lipidico
avaliados nesta meta-andlise também foram limitados em funcdo do numero de
participantes incluidos em cada grupo (aspartame, n = 40; e controle, n = 51) e
sacarose (aspartame, n = 21; e sacarose, n = 19).

Dentre os estudos clinicos encontrados, o aspartame ndo promoveu ganho de
peso e, em alguns casos, produziu uma diminuicdo modesta de peso que foi
condizente com a reduc¢do calorica associada a sua presenca na dieta.

O estudo de Kanders e colaboradores (1988) que incluiu individuos com
sobrepeso e obesos, participantes de um programa de 12 semanas para perda de
peso, mostrou que a perda de peso foi maior no grupo que consumiu alimentos e
bebidas contendo aspartame. Outro estudo, incluindo mulheres obesas que
participaram de um programa multidisciplinar de perda de peso, mostrou maior
perda de peso e melhor manutencdo do peso no grupo que consumiu alimentos e
bebidas adocadas com aspartame comparado com o grupo em abstinéncia desse
adocante (Blackburn et al., 1977).

Por outro lado, um estudo observacional publicado em 2008 por Fowler e

colaboradores mostrou uma relacdo dose-dependente positiva entre o consumo de
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bebidas adocadas artificialmente e o ganho de peso em longo prazo. Além disso, os
resultados de 381 individuos nao diabéticos (44% homens e 56% mulheres; com
idade de 43,3 + 13,2 anos) em estudo de acompanhamento nutricional mostrou que
0o consumo de adogantes artificiais foi correlacionado com alteragcdes nos
parametros relacionados a sindrome metabdlica, incluindo peso corporal e
comprometimento da resposta glicémica levando ao aumento na glicemia de jejum,
hemoglobina glicosilada e diminuicdo da toleréncia a glicose (Suez et al., 2014).

A meta-andlise ndo mostrou diferenca significativa entre o peso corporal de
individuos que ingeriram aspartame comparado com 0s que ingeriram controle ndo
adocado ou sacarose. Esses resultados séo diferentes dos obtidos nos estudos de
De la Hunty (2006) que mostrou redugao significativa no peso corporal e consumo
de energia quando o consumo de aspartame foi comparado ao controle, com
excecdo quando a comparacao foi realizada com controle ndo adocado com
sacarose, por exemplo, a agua.

De la Hunty (2006) analisou resultados de estudos clinicos randomizados
tanto de aspartame separadamente quanto combinado com outros adocantes,
enquanto que a presente meta-analise incluiu apenas os estudos nos quais o
aspartame foi avaliado separadamente para melhor observar os efeitos especificos
desse adocante sem a interferéncia dos resultados obtidos que sejam de outros
adocantes.

A meta-analise de Rogers e colaboradores (2016) mostrou que 0 consumo
de adocantes de baixa caloria em substituicdo ao acgucar, em diferentes tempos de
tratamento (4 semanas a 40 meses), no geral, leva a reducdo do consumo
energético e do peso corporal em humanos.

Os resultados dos artigos utilizados para avaliar o consumo energético
mostraram uma alta heterogeneidade. Somente um estudo, de Lavin e
colaboradores (1997), mostrou um aumento significativo na energia ingerida depois
do consumo de limonada adocada com aspartame comparado tanto com limonada
adocada com sacarose quanto com agua. Os autores atribuiram esse efeito ao
aumento da quantidade de carboidrato consumido que, consequentemente, era
resultado de uma alta ingestdo energética. Swithers (2013) propds que o consumo
de bebidas contendo adocante artificial contribuiu para o sobrepeso devido a
mudancas nos sinais da modulacdo neural responsavel pelo balanco energético,

gue, consequentemente, indicavam que mais agucar deveria ser consumido.
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A qualidade moderada das evidéncias a partir dos resultados obtidos nesta
revisdo sistematica com meta-analise deveu-se, principalmente, a heterogeneidade
entre os estudos, com excecdo de HDL, que mostrou homogeneidade entre os
estudos, mas com um baixo numero de participantes. Os artigos incluidos
apresentaram variacdes na sua concepcdo e populacdo de estudo, incluindo
pessoas saudaveis, diabéticos e obesos. Além disso, a duracdo das intervencdes
variou amplamente, indo desde um Unico dia até dois anos de intervencdo. Além
disso, alguns estudos néo visavam estudar especificamente os efeitos do consumo
de aspartame, mas ele foi usado como um controle e, por essa razao, puderam ser
incluidos.

De forma geral, as evidéncias encontradas na revisao sistematica para
avaliagédo do efeito do aspartame nas variaveis metabolicas associadas ao diabetes
e a obesidade sao limitadas e ndo podem apoiar ou refutar um beneficio ou

maleficio relacionado ao consumo desse adocante artificial.
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6. CONCLUSOES

e O aspartame foi capaz de induzir ganho de peso em animais a partir de 13

semanas de vida quando tratados por 30 dias na dose de 40 mg/kg/dia.

e [oi possivel observar uma tendéncia de diminui¢cdo da porcentagem de fibras
de colageno nas peles dos animais de 13 semanas de vida que receberam
aspartame por 30 dias, principalmente na dose de 20 mg/kg/dia, e nas peles dos

animais que receberam racdo suplementada com aspartame por 140 dias.

e O aspartame foi capaz de promover uma tendéncia de diminuicdo na
elasticidade da pele dos camundongos de 13 semanas de vida que receberam

aspartame por 30 dias.

e Os resultados sugerem que o aspartame foi capaz de induzir um quadro de
estresse oxidativo, com aumento da peroxidacéo lipidica observada na pele dos
grupos de animais com 13 semanas de idade que receberam aspartame na
dose de 20 e 40 mg/kg/dia, por 30 dias, e no grupo dos animais com 22
semanas de idade que receberam aspartame na dose de 20 mg/kg/dia por 30

dias.

e N&o foi observado efeito agonista do aspartame sobre o receptor PPAR

gama.

e Na revisdo sistematica, a avaliacdo dos resultados do efeito do aspartame
sobre variaveis metabolicas relacionadas ao diabetes e a obesidade néo foi
suficiente para afirmar ou negar os beneficios ou maleficios do consumo desse

adocante na populacdo adulta.
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APENDICE A: Artigos excluidos e a justificativa da exclus&o (n = 48)

Tabela 5: Artigos excluidos e arazado para a excluséo

Ref/erenma Autor/Ano Razéo para
Numero excluséo
1. Abdallah et al., 1997 (6)
2. Abid et al., 2009 (1)
3. Aguero et al., 2015 (6)
4. Anton et al., 2010 (6)
5. Catenacci et al., 2014 (1)
6. Chong et al., 2014 (1)
7. De Koning et al., 2011 (1)
8. Drewnowski et al., 1992 (2
9. Drewnowski et al., 1994 (5)
10. Drewnowski et al., 19942 (6)
11. Drewnowski et al., 1995 (2)
12. Drewnowski et al., 19952 (2)
13. Duran Aguero et al., 2015 (6)
14, Duran et al., 2013 (2)
15. Fagherazzi et al., 2013 (1)
16. Fukuda et al., 2010 (1)
17. Giacco et al., 2004 (1)
18. Hall et al., 2003 (6)
19. Hartel et al., 1993 (6)
20. Hendriksen et al., 2011 (1)
21. Klein et al., 2006 (1)
22. Knopp et al., 1976 (1)
23. Little et al., 2009 (1)
24. Mattes,1990 (6)
25. Nettleton et al., 2009 (1)
26. Nimer Assy et al., 2008 (1)
27. Okuno et al., 1986 (6)
o8 Olalde-Mendoza and Moreno-Gonzalez, (1)
' 2013
29. Peters et al., 2014 (1)
30. Peters et al., 2016 (1)
31. Phelan et al., 2009 (1)
32. Porikos et al., 1982 (6)
33. Raben et al., 2002 (1)
34. Raben et al., 2011 (1)
35. Reid and Hammersley, 1998 (6)
36. Reid et al., 2010 (6)
37. Reid et al., 2014 (6)
38. Robinson et al., 2001 (1)
39. Rogers et al., 1988 (6)
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40. Rogers et al., 1990 (6)
41. Rogers et al., 1991 (6)
42. Rolls et al., 1990 (6)
43. Shimer, 2012 (2)
44. Sgrensen et al., 2014 (1)
45, Stanhope et al., 2015 (6)
46. Tordoff and Alleva, 1990 (6)
47. Wise et al., 1989 (1)
48. Wolf-Novak et al., 1990 (1)

Critérios de exclusdo: 1) estudo que ndo atendeu a estratégia PICOS; 2) revisdes, cartas, opinides
pessoais, capitulos de livros ou resumos de conferéncias; 5) estudos que ndo estavam disponiveis na
integra; e 6) estudos observacionais e clinicos ndo randomizados.
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APENDICE B: Avaliacéo do risco de viés dos estudos clinicos randomizados

Tabela 6: Avaliacao do risco de viés dos estudos clinicos randomizados de acordo com a ferramenta da Cochrane Collaboration (n = 29)

Cegamento dos

Geracéo da Ocultacéo da L Cegamento de
P ~ participantes e . Desfechos Relato de desfecho
. sequéncia Alocacéo o : avaliadores do . : Outras fontes de
Artigos - - - dos profissionais = incompletos seletivo -
aleatéria (Viés de (Viés de - desfecho (Viés it . - Viés
~ ~ (Viés de ~ (Viés de atrito) (Viés derelato)
selecdo) selecdo) de deteccéo)
performance)

Blaclzlgé-:‘{ al., Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Baixo
Black et al.,

1993 Incerto Incerto Alto Incerto Baixo Baixo Baixo

Blackburn et Baixo Baixo Baixo Incerto Baixo Baixo Baixo

al., 1997

Bruce et al.,

1987 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Bryant et

al., 2014 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Colagiuri et

al.,1989 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Baixo
Coppola et

al., 2004 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Flood et al.,

2006 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Horwitz et

al., 1988 Alto Alto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto

Kanders et Incerto Incerto Alto Incerto Baixo Baixo Baixo




al., 1988
Kuzma et
al., 2015 Baixo Baixo Baixo Incerto Baixo Baixo Baixo
Lapierre et
al., 1990 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Lavin et al.,
1997 Alto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Leon et al.,
1989 Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
Maersk et
al., 2012 Baixo Incerto Alto Incerto Baixo Baixo Incerto
Maersk et
al., 2012a Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Melanson et
al., 1999 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Moller, 1991 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Nehrling et
al., 1985 Incerto Baixo Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Reid et al.,
2007 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Rodin ,
1990 Incerto Baixo Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto

167



Ryan-
Harshman Incerto Baixo Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
1987
Sathyapalan
et al., 2015 Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Incerto
Siegler et
al., 2012 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Singleton et
al., 1999 Incerto Incerto Incerto Incerto Baixo Baixo Incerto
Smeets et Baixo Baixo Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
al., 2005
Steinert et
al., 2011 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Stern et al.,
1976 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
Temizkan et
al., 2015 Incerto Incerto Baixo Incerto Baixo Baixo Incerto
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APENDICE C: Avaliacdo GRADE

Tabela 7: Avaliagdo GRADE

169

Quality assessment MNe of patients Effect
Quality Importance
Ne of . . . . . . . . Control or Relative Absolute
. n Risk of Incon n Indirectn Impr n her consideration: Aspartam
studies Study desigl isk of bias consistency directness precisio Other considerations spartame Sucrose (95% CI) (95% CI)
New outcome
12 randomized trials | notserious | serious® not serious not serious none 246/529 262/529
(49.53%) MODERATE
(46.50%)

CI: Confidence interval

1

high heterogeneity in the meta-analysis




