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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do ciclamato de s6dio e do aspartame na
placenta de ratas com sua administracdo no periodo da embriogénese.
Método: Foi administrado por sonda orogastrica nas ratas de um grupo tratado
a dose de 14 mg/Kg de aspartame, e nas ratas do outro grupo tratado a dose
de 60 mg/Kg de ciclamato de sodio por via intraperitoneal, do décimo ao
décimo quarto dia de gestacdo, e volume equivalente de solucdo salina no
grupo controle, pela mesma via. No vigésimo dia de prenhez, 5 fetos de cada
grupo foram escolhidos ao acaso para estudo. A técnica de cariometria foi
utilizada para avaliagdo dos parémetros nucleares das células das camadas
decidua, esponjosa e das vilosidades coridnicas da placenta. Resultados: O
peso dos fetos tratados e de suas placentas, e o comprimento do cordéo
umbilical, foram menores que os do grupo controle. Ndo houveram alteragdes
na camada decidua do grupo tratado com ciclamato de sddio, enquanto tal
camada mostrou-se alterada no tratamento com aspartame. Foram alterados
paréametros nucleares nas camadas esponjosa e vilosidades coribnicas do
grupo tratado com ciclamato de sédio, e do grupo tratado com aspartame.
Conclusdes: Este estudo demonstrou numericamente a intoxicacao
placentaria com o ciclamato de sédio e com o aspartame, e a consequente

repercussao fetal com o uso destas substéancias durante a gravidez.

Palavras-chave: 1. Ciclamato; 2. Aspartame; 3. Placenta; 4. Cariometria.
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Abstract

Objective: To evaluate the effects on the placenta of the administration to
rats during embryogenesis, of sodium cyclamate or aspartame. Method:
Administration of respectively, 14 mg/kg of aspartame via an orogastric sound
to a group of rats during their tenth to fourteenth day of pregnancy, of 60 mg/Kg
of sodium cyclamate intraperitonially to another group, and of equivalent
volumes of saline by the same routes to controls. On the twentieth day of
pregnancy five foetuses of each group were aleatorily selected for study.
Karyometry was used to evaluate nuclear parameters of the decidua, spongy
layers and chorionic villi of the placenta. Results: Weights of foetuses and
placentas, as well as lengths of umbilical cords were lower in treated rats,
compared to control. While no changes were observed in the decidual layer of
the cyclamate-treated group, this layer was altered by aspartame treatment.
Nuclear parameters in the spongy layer and chorionic villi were altered in both,
cyclamate and aspartame-treated groups. Conclusions: The study numerically
demonstrated placenta intoxication by sodium cyclamate or aspartame, and
consequent repercussion on foetuses of the use of these substances during

pregnancy.

Key-words: 1. Cyclamate; 2. Aspartame; 3. Placenta; 4. Karyometry.
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1. INTRODUCAO

O ciclamato, derivado do acido N — ciclo — hexil — sulfamico (CHS), é
amplamente utilizado como adogante artificial ndo caldérico em alimentos e
bebidas™? e na industria farmacéutica.”® O ciclamato é inodoro e soltvel em
agua, alcool e propileno glicol,” é mais estavel que o aspartame e a sacarina,
e suporta variacoes da temperatura.®

Apresenta trés formas diferentes de apresentacdo: ciclamato de sodio
(C6H11NHSO3Na), ciclamato de célcio (C12H24N2S206Ca) e &cido ciclamico
(C6H13NO3S).®

O ciclamato foi descoberto em 1937 na Universidade de lllinois, EUA, por
Michael Sveda, que acidentalmente descobriu seu gosto adocicado (6), trinta
vezes mais doce que a sacarose, mas sem o sabor amargo da sacarina.” (que
€ 300 vezes mais doce que a sacarose). No inicio de 1959, a Food and Drugs
Administration (FDA) adicionou o ciclamato na lista das substancias seguras®,
permitindo seu uso como adocante artificial para diabéticos.

A mistura de ciclamato e sacarina (edulcorantes de 1% geracdo) na

proporcdo de 10:1 apresentou aumento de consumo nos Estados Unidos da
América no final da década de 60. Em 1968 foram produzidas 7718 toneladas
de ciclamato de sodio, sendo 69% utilizado em bebidas, 19% em adocantes de
mesa, 6% em alimentos, 4% em itens nao alimentares e 2% exportado.(g) No
ano seguinte, em 1969, houve elevagdo adicional no consumo desta
substancia, atingindo um nivel préximo de 8943 toneladas de acordo com

Burbanki & Fraumeni 9.
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Kojima & Ichibagase,*” em 1966, verificaram que o ciclamato de sédio
ndo era elimnado em sua forma original, mas metabolizado como
ciclohexilamina.

O ciclamato ndo é absorvido totalmente no intestino, nos seres humanos

8,12

e outros animais.®'? Apés sua absorgéo é eliminado na urina sem acumular-se

1319 A fragdo ndo absorvida é excretada, em sua

no sangue ou nos tecidos.!
maior parte, nas fezes, e quantidades variaveis sao convertidas em
ciclohexilamina, seu metabdlito mais importante, por microorganismos que

habitam o c6lo e o cecum.®>1®

A ciclohexilamina, por sua vez, é rapidamente absorvida e excretada
pelos rins, e também apresenta eliminag&o fecal. As taxas de excre¢do urinaria
de ciclamato e ciclohexilamina evidenciam que, apds administracfes
prolongadas e em altas doses, pouco permanece nos fluidos e tecidos
corporais.®*?

Tal fato reproduz-se no trabalho de Schechter et al.,*” onde foi
administrado em ratas prenhas, por via endovenosa, ciclamato marcado com
Cc! e estas foram sacrificadas em 5 minutos ou 7 horas apos a citada
administragéo. No primeiro grupo detectou-se, por auto-radiografias, pequena
radioatividade fetal e intensa radioatividade nos tecidos maternos. J& apos 7
horas, foi observada pequena radioatividade nos tecidos maternos e intensa
radioatividade nos 6rgéos fetais. Esses resultados sugerem que o feto tenha
um papel de depdésito desta substancia.

Em 1970, Price et al.*® observaram o desenvolvimento de tumores de

bexiga ™ em ratos submetidos a altas doses de ciclamato. Essa descoberta



4
Introducéo

levou a Food and Drugs Administration (FDA) a considerar o ciclamato como

uma substancia possivelmente cancerigena.®® 101820

21) yerificaram a ocorréncia de carcinomas

Em adicdo, Oser et al.,f
papilares de bexiga em 12 de 70 ratos que receberam pela dieta 2500 mg/Kg
de peso corporal de ciclamato, pelo periodo de 78 a 105 semanas.

Subsequentemente a este estudo, o Departamento de Saude e Educagédo
Norte Americano concluiu que o ciclamato ndo apresentava qualquer valor para
o tratamento do diabetes ou da obesidade.® Seu uso foi proibido nos Estados
Unidos da América e assim permanece até hoje.®

Entretanto, em 1977, o Joint FAO / WHO Expert Committee on Food
Additives (Comité de Aditivos Alimentares da Organiza¢do Mundial de Saude —
OMS) aprovou o uso do ciclamato de sédio como aditivo alimentar em mais de

@2) incluindo o Brasil, a Alemanha, a Finlandia, o Paquistao, a Africa

40 paises,
da Sul e a Suica,® embora resultados experimentais apresentassem razées
para sua nédo utilizagao.

Apesar da afirmacdo de Assuncdo et al.*® de que o consumo desta
substancia em pelo menos 92% dos diabéticos brasileiros € menor que 50
mg/kg de peso corporal (dose padronizada como ingestdo diaria aceitavel
naquela ocasido), tem sido verificado que é crescente a substituicdo da
sacarose por edulcorantes ou adogantes artificiais. Isto em mulheres gestantes

2428) o ciclamato

constitui um grande risco, ja que, de acordo com Pitkin et al.
de sodio atravessa a barreira placentéria atingindo uma concentracdo fetal

desta substancia equivalente a um quarto da concentragdo materna existente.
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Este fato confirma as afirmacées de Schechter et al.*” a respeito da presenca
de ciclamato nos érgéos fetais.

Segundo dados mais recentes do Joint FAO / WHO Expert Committee on
Food Additives (Comité de Aditivos Alimentares da Organizagdo Mundial de
Saude — OMS), a ingestdo diaria aceitavel (IDA) do ciclamato corresponde,
atualmente, a 11 mg/Kg de peso corporal.®®

") o aumento da dose do ciclamato de sédio

De acordo com CoIIings,(
determina maior excregao de ciclohexilamina. No entanto, este autor verificou
que o percentual desta conversao diminui com a elevacao da dose do adogante
artificial.

Nos seres humanos, a metabolizacdo do ciclamato em ciclohexilamina
ndo ocorre de forma homogénea. Cerca de 76% dos usuarios convertem
menos de 0,1% da dose do edulcorante em ciclohexilamina, enquanto que 8 a
10% desta populacao realiza a metabolizagdo de 1% ou mais do produto e 4%
dos consumidores sédo grandes conversores (conversdo de 20% ou mais da
dose recebida).®

Alguns estudos foram realizados com animais de laboratério para analisar
a toxicidade deste adocante e da sua associacdo com a sacarina.®®?® Os
resultados mostram poucas alteracBes fisiopatologicas conseqientes a

administracéo destas substancias, mesmo em altas dosagens.®?

Segundo Kroes et al.,®”

num estudo sobre a toxicidade do ciclamato,
ciclohexilamina e sacarina, a longo prazo, e seus efeitos na reproducéo por

seis geracdes, que envolveu 2400 ratos, houve auséncia de efeito teratogénico
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e de complicagbes na fase reprodutiva, com excegao da ciclohexilamina, que
foi considerada embriotoxica quando em concentragéo de 0,5%.

O edulcorante artificial em estudo quando consumido em elevadas
quantidades por seres humanos causa diarréia devido ao seu efeito osmotico,
segundo Egeberg et al.” No entanto, ndo ha evidéncias de agravo de
patologias do sistema digestorio.

Takayama et al.®® realizou um estudo com macacos administrando 100
mg e 500 mg/Kg de peso da referida substancia por via oral, cinco vezes por
semana, durante o periodo de 24 anos. Os resultados mostraram apenas
espermatogénese irregular e casos esporadicos de diferentes malignidades.
Segundo 0s mesmos autores, estas evidéncias nao estdo claramente
relacionadas ao edulcorante estudado.

Boop et al.®® apresentaram extensa revisdo sobre ciclamato e
ciclohexilamina em diversos 6rgdos e sistemas, ndo evidenciando efeitos
adversos importantes atribuiveis a esse edulcorante.

De outra forma, avaliando 39 substancias consideradas aditivos
alimentares quanto a toxicidade em varios o6rgaos (estdbmago, rim, figado,
bexiga urinaria, colon, pulmdo, cérebro e medula 6ssea), entre elas o
ciclamato, Sasaki et al.®*? constataram que apés 3 horas e também apés 24
horas de dose Unica oral de 2000 mg/Kg da referida substancia, ocorreram
danos significativos ao DNA (4cido desoxirribonucléico) de células do
estbmago, do cdlon, do rim e da bexiga.

Estudos envolvendo a placenta e diversas substancias como o chumbo®®

e amicacina® apresentaram interferéncia no 6rgdo, verificado através da
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morfometria alterada no trabalho com o chumbo. Também houve diminuigdo
dos pesos placentarios e encurtamento dos corddes umbilicais em ambas as
pesquisas.

Outras investigacdes a respeito dos efeitos do edulcorante ciclamato de

9 e para o figado ®® também mostraram, além de alteragdes

s6dio para o rim
nos respectivos o6rgdos avaliados, diminuicAo dos pesos placentarios e
encurtamento dos corddes umbilicais.

Em estudo com macacos recebendo dose Unica oral de 4 e 8 g/Kg de
peso corporal de ciclamato de sédio, Stein et al.®” encontraram vacuolizacao
dos hepatdcitos estudados. Um trabalho posterior do mesmo grupo contrariou
as informacgdes relatadas inicialmente.

Taylor et al.®® concluiram que a administracdo deste aditivo alimentar
para animais, mesmo em doses agudas, ndo determina a ocorréncia de
disturbios que poderiam ser atribuidos ao edulcorante. Este relato detecta,
contudo, que os animais que receberam 400 mg/Kg da substancia por 38 dias,
desenvolveram lesbes inflamatérias no figado e no rim, as quais foram
atribuidas ao ciclamato de sddio.

Os produtos diet e/ou light trazem consigo a idéia do alcance de um corpo
bonito e, sobretudo, saudavel.®® O mercado diet / light mostra-se mais
robusto a cada ano que passa. As pessoas querem evitar ingerir excesso de
calorias ou necessitam limitar a ingestéo de actcar por razdes médicas.®

A crescente busca de dietas saudaveis e de padrdes sordidos de beleza

fazem as vendas de adogantes dietéticos aumentarem mais de 10% ao ano ©°
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(dados da ABIAD - Associacdo Brasileira da Industria de Alimentos
Dietéticos).

Esse mercado cresce assim como suas cifras, ajudado pela populacdo de
diabéticos e obesos no mundo (segundo a Newsweek, em agosto de 2003
totalizavam 300 milhdes de obesos, dos quais 60% ou 176 milhdes séo
diabéticos, apud Pachione). Esse mercado movimentou U$ 1 bilhdo em 1998, e
em 2003 registrou faturamento de U$ 2,5 bilhdes.®® Segundo a ABIAD —
Associacdo Brasileira da Industria de Alimentos Dietéticos, a estimativa de
faturamento em 2005 gira em torno de U$ 7 bilhdes.®?

Se no passado essa industria vendia apenas o amargo a um publico
doente (diabéticos, hipertensos e obesos), hoje a concepcéo é outra:®*? baixa
caloria, pouca gordura, menos sal, tudo isso é sinénimo de boa saude. Tudo é
sinénimo de diet ou light, produtos que tém auséncia total de pelo menos um
de seus componentes (agucar, proteinas, gordura ou sal) ou produtos que tém
pelo menos 25% a menos de calorias (em acucar, proteinas, gordura ou sal),
respectivamente.®

Produtos diet e/ou light estdo no apogeu de seu consumo. Suas vendas
avangam sem restricdo. As pessoas estdo cada vez mais interessadas em
comer o mais doce do aclicar, sem engordar um grama por iss0.®®

Ha, no mundo, 7 mil titulos de produtos diet e/ou light distribuidos em
750 categorias.®

Tudo isto aliado a avidez dos consumidores em conquistar qualidade de
vida e corpos perfeitos fez com que as indastrias de edulcorantes buscassem a

melhoria do sabor dos produtos diet e/ou light. Com o avango tecnoldgico,



9
Introducéo

elas produzem edulcorantes com dulgor cada vez mais acentuado e sabor o
mais préximo possivel do agtcar.®?

Na literatura cientifica alguns estudiosos tém ressaltado a importancia da
substituicdo da sacarose pelo edulcorante em estudo ou outros adogantes. 1SS0
se deve & necessidade de controle do peso corporal,® de adequado controle
da glicemia no diabetes mellitus ®® e da reducéo do nimero de casos de cérie
dentéaria. %4V

Apesar do potencial beneficio da substituicdo do agucar por adogantes
artificiais, seu uso alargado pode privar o consumo de alimentos com nutrientes
mais saudaveis e essenciais. E importante lembrar que moderacdo é a
palavra-chave para todas as formas de alimentos e/ou adogantes artificiais e
que alimentos com adocgantes artificiais ndo sdo necessariamente livres de
calorias.®

Existem diversos adogantes de mesa a base de ciclamato e sacarina em
uso no Brasil. Os mais vendidos apresentam a propor¢do de duas partes de
ciclamato para 1 parte de sacarina.“**¥

Estudos mais recentes em animais tém falhado em demonstrar que o
ciclamato é carcinogénico ou co-carcinogénico. Entretanto, outros estudos
deverdo ser realizados antes do ciclamato ser aprovado para uso comercial
como aditivo alimentar nos Estados Unidos da América (EUA).?%

Quanto ao aspartame, o mesmo foi descoberto em 1965, de modo

acidental, pelo quimico James Schlatter que, com o intuito de sintetizar um

tetrapeptideo para tratar Ulcera, descobriu um p6 branco de intenso gosto doce:
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0 N-L-alfa-aspartil-L-fenilalanina-1-metil éster, ou seja, o0 aspartame

(edulcorante de 2 geracio). 394449

O seu uso foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em
1974 “?  com IDA (ingestao diaria aceitavel) de 20 mg/Kg de peso corporal.
Este valor foi aumentado para 50 mg/Kg de peso corporal em 1984, em

6)  Considerando os

fungdo dos dados obtidos de estudos em humanos ¢
resultados de Molinary “”, que demonstrou que tal edulcorante em estudo n&o
era carcinogénico, mutagénico ou teratogénico, ficou estabelecido que dada a
auséncia de efeitos colaterais na dose de 4000 mg/Kg de peso corporal, o IDA
de ingestéo deste substancia seria de 40 mg/Kg de peso corporal.

Entretanto, varias obje¢cdes foram apresentadas na época em relacédo a
sua toxicidade. “® Em conseqiiéncia, diversos estudos foram realizados, com a
concluséo de que a dose diaria maxima segura de ingestdo seria de 34 mg/Kg
de peso. “ Assim permanece até hoje.

Sasaki et al. ®? nio encontraram alteracbes no DNA de estdmago, colon,
figado, rim, bexiga, pulméo, cérebro ou medula 6ssea de ratos que ingeriram
determinados edulcorantes, entre eles o aspartame.

Embora considerado seguro, consumidores relataram o surgimento de
efeitos adversos devido ao uso do aspartame como dores de cabega e
nauseas ©”, fato confirmado por outros estudos. 5

Apesar do laboratério responsavel pela produgdo do aspartame afirmar
ndo haver questionamentos quanto & seguranca do edulcorante apos 20 anos

(4

de uso diario do mesmo “?, alguns autores recomendam cautela neste uso e
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garantem que o aspartame pode ser prejudicial ao ser humano dependendo da
dose ingerida. %

De acordo com Roberts ®?, um quinto de 830 pessoas que consumiram o
aspartame, em seus estudos, apresentaram rea¢fes alérgicas que incluiram:
edema de labios, lingua e garganta; urticaria; piora de alergias respiratorias e
edema de glandulas salivares. Segundo o autor, estas rea¢des podem ter sido
causadas pela molécula de aspartame, seus trés componentes, ou por
aproximadamente 10 substéncias resultantes da quebra desta molécula, que
ocorre devido ao aquecimento e/ou armazenamento prolongado deste
edulcorante.

De acordo com o NCI (National Cancer Institute), o aspartame foi
aprovado em 1981 pelo FDA ap0s testes mostrarem que ele ndo causa cancer
ou outros efeitos adversos em animais de laboratério, embora nem todos os
experimentos laboratoriais tenham apresentado dados concordantes.

O interesse pelo aspartame foi renovado em 1996 devido ao relato
sugestivo de que o aumento no numero de pessoas com tumor de cérebro
entre 1975 e 1992 poderia estar associado a introducdo e uso deste adogante
nos Estados Unidos da América. Entretanto, a analise estatistica do NCI
mostrou que a incidéncia total de cancer de cérebro e do sistema nervoso
central iniciou-se por volta de 1973, oito anos antes da aprovagdo do
aspartame, e continuou a elevar-se até 1985. Além disso, 0 aumento na
incidéncia total de cancer de cérebro ocorreu principalmente em pessoas de 70

anos ou mais, um grupo que néo foi exposto a altas doses de aspartame desde
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a sua introducdo. Estes dados ndo permitem estabelecer uma ligacéo clara
entre o consumo de aspartame e o desenvolvimento de tumores cerebrais.®®

Recentemente, um experimento laboratorial encontrou mais linfomas e
leucemias em ratos alimentados com altas doses de aspartame (equivalente a
beber 8 latas de soda diet por dia).®® Entretanto, segundo o NCI, que
examinou dados humanos do NIH-AARP Diet and Health Study, tais achados
ndo eram consistentes. Concluiu-se que o aumento do consumo de bebidas
com aspartame néo estava associado ao desenvolvimento de linfoma,
leucemia ou cancer cerebral.®”

O aspartame foi o primeiro edulcorante que mais se aproximou do sabor

6,20,44

do aclcar. Sua entrada no mercado em 1981 ¢ ) acabou com a hegemonia

da mistura ciclamato/sacarina.®®
Em 2002, o aspartame movimentou R$ 64,5 milh6es (23% do mercado de
adocantes de mesa no Brasil) ®®. Também tem importante uso em iogurtes,

goma de mascar, gelatinas, pudins e no setor de bebidas, principalmente

refrigerantes.®39)

Composto sintético de dois amino4cidos, o aspartame € tecnicamente

considerado caldrico. No entanto, gracas a docura 200 vezes superior ao

(44) 6,39

actcar “, seu valor energético se torna desprezivel ©*9, pois é utilizado em

pequena quantidade. Com a composicéo de fenilalanina (50%), &cido aspéartico

z

(40%) e metanol (10%), o aspartame é metabolizado no trato gastrointestinal

8)

em seus trés componentes “® e apresenta restricdo de uso aos portadores de

(6,39,44 <

fenilcetondria. ) A fenilcetontria é um distlrbio hereditario detectado nos

recém-nascidos, com o teste de Guthrie ou teste do pezinho. Os portadores
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desta doenca ndo possuem quantidades suficientes da enzima necesséria para
metabolizar o amino&cido fenilalanina. Por isso, a fenilalanina pode acumular-
se no sangue e no liquido cerebral causando problemas & saude, inclusive
retardamento mental.®® As pessoas com fenilcetoniria devem evitar a ingest&o
destes amino4cidos em todas as fontes alimentares.

Outra informacdo importante é que, sendo substancia potencialmente
toxica, este edulcorante quando em contato com liquidos quentes, é
decomposto em metanol e seus metabdlitos. O formaldeido pode originar-se de
baixas doses de metanol ou diretamente do aspartame. Ao administrar 3 g/Kg
de **C-metanol e **C-formaldeido de forma endovenosa em macacos, Tephly
%8 mostrou em seus experimentos que o formaldeido desapareceu do sangue
dos mesmos em 1,5 minuto. Estes resultados corroboram dados de outros
experimentos laboratoriais nos quais o formaldeido desapareceu do sangue de
cdes, gatos, coelhos e porcos apés 1 & 2 minutos.®® Como esperado, em
consequéncia ao desaparecimento do formaldeido sanguineo, altos niveis de
acido férmico (ou formato) foram encontrados em todos 0os macacos em que
houve a administragdo de metanol ou formaldeido. Este formato (um sal ou
éster do acido formico) é o metabdlito responsavel pela acidose metabdlica e
pela toxicidade ocular do metanol. Da mesma forma, o acumulo de &cido
formico é o responséavel pela toxicidade do formaldeido. A intoxicagdo humana
de formaldeido leva a répida e intensa formacgéo de acido férmico, que diminui
o pH sanguineo para 6,9 trinta minutos ap6s a ingestéo desta dose toxica. Uma
ingestdo oral similar em ratos leva ao rapido acumulo de formato e

conseqiiente acidose metabdlica. ©®
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Trocho et al. (60), estudando ratos adultos machos que foram submetidos
a uma dose oral de 10 mg/Kg de aspartame marcado com **C no carbono do
metanol, mediram, a cada 6 horas, a radioatividade do plasma e dos principais
orgdos dos ratos. A radioatividade especifica do DNA, do RNA e das proteinas
tissulares foi absolutamente uniforme. A radioatividade desta proteina
apresentou-se concentrada em determinados aminoacidos de forma
coincidente com os resultados encontrados na proteina exposta ao formaldeido
marcado. Concluiu-se que o consumo de aspartame pode causar danos devido
a sua contribuigdo para a formacgédo de formaldeido plasmatico.

O aspartame sofre hidrélise intestinal com a absorcdo de aminoécidos
indcuos e pequenas quantidades de metanol livre (abaixo de seu limite minimo
de toxicidade). Acredita-se que a intoxicagdo aguda pelo aspartame seja baixa,
dado que contribuiu para a promog¢éao da larga distribuigcéo do produto como um
potente adocante hipocal6rico e um substituto seguro do agucar.(so)

Como ja esclarecido, o metanol é oxidado principalmente em formaldeido
e 4cido formico em muitos tecidos. O acido formico é considerado o principal
metabdlito responsavel pelos efeitos deletérios da intoxicacdo aguda pelo
metanol em humanos e em animais experimentais - apesar da reconhecida
resisténcia desses animais ao formato. As enzimas envolvidas no metabolismo
do metanol séo a alcool deidrogenase e a aldeido deidrogenase. A intoxicagdo
aguda pelo metanol pode causar cegueira e perda da func&do hepatica, pois a
retina, a cérnea e o figado contém a maior atividade da alcool deidrogenase.
Assim, sdo nestes tecidos que se pode encontrar o maior acumulo dos seus

bioprodutos (formaldeido e formato) em uma eventual intoxicagdo. Desta
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maneira, pode-se supor que a faléncia funcional do figado devido a uma
cirrose, pode resultar na perda de seu papel de barreira ao metanol intestinal e,
consequentemente, acentuar os efeitos de uma intoxicagao pelo metanol sobre
outros tecidos.®

O formaldeido, por sua vez, é uma pequena molécula altamente reativa
com ligacdes fortes a proteinas e acidos nucléicos. Ele forma produtos dificeis
de serem eliminados através dos padrbes metabdlicos normais. Assim, 0
acumulo de formaldeido provoca altera¢des funcionais severas, inclusive o

desenvolvimento de cancer.®®

Segundo Trocho et al, as pequenas
quantidades de formaldeido que podem ser potencialmente produzidas como
resultado de dietas com adicdo de aspartame tém sido freqlientemente
omitidas em seu potencial toxico.

Segundo Smith et al. Y, estudos tém demonstrado que o glutamato age
Ccomo um neurotransmissor no cérebro, e que a funcdo anormal dos receptores
do glutamato tem sido associada a desordens neuroldgicas, tais como: coréia
de Huntington e doenca de Alzheimer. Além disso, injecbes de glutamato em
animais de laboratério resultaram em danos as células nervosas do cérebro.

A importancia desta informacdo esta no fato de o aspartato (um
constituinte do aspartame) ser um equivalente do glutamato na destruicéo de
neurdnios hipotalamicos, além de apresentar efeitos neurotdxicos adicionais
quando ambos estdo combinados. O aspartato € derivado da hidrolisagéo do
aspartame. E mais potente que o glutamato, sendo usado, entdo, em pequenas

doses. Entretanto, mesmo em pequenas quantidades, o aspartato tem efeitos

aditivos similares a qualquer glutamato.®?
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Investigacg@es cientificas realizadas por quase duas décadas tém isentado
0 aspartame de qualquer suspeita de ser cancerigeno ou de desencadear
processos cerebrais degenerativos.©20:3%44

Segundo Arruda et al.®®, vale ressaltar que pesquisas com animais de
laboratorio possibilitam obter, em pouco tempo e em condi¢gbes controladas,
informacdes a respeito do potencial toéxico de substancias quimicas sobre o
organismo em desenvolvimento.

Importante é destacar, também, que a maior parte das publicagbes de
pesquisas sobre os efeitos do ciclamato de sédio ocorreu nas décadas de 1960
e 1970. A reducdo do numero de publicacbes que ocorreu depois desse
periodo deve-se, em grande parte, a proibicdo do uso desta substancia pelo
FDA nos Estados Unidos da América.?

A despeito da importédncia do 6rgdo placentario, h4 uma escassez de
estudos que envolvam a placenta e os edulcorantes em geral, e o ciclamato de
s6dio e o aspartame em particular.

Assim, este estudo representa uma avaliagdo morfométrica (cariométrica)

do tecido placentério de ratas submetidas a agédo do ciclamato de sodio e do

aspartame, mostrando a relevancia desta investigacgao.
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1.1. Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracbes morfométricas
(cariométricas) placentarias detectadas em ratas submetidas a administragédo
intraperitoneal de ciclamato de sddio e a administracdo oral de aspartame,
separadamente, durante o periodo gestacional em ambas as situagdes. Além
disso, as consequentes repercussdes no desenvolvimento do feto e do cordao
umbilical, da seguinte maneira:

o avaliacd@o do crescimento fetal intrauterino através dos pesos do feto

e da placenta, e a mensuragéo do comprimento do corddo umbilical;

o avaliagdo morfométrica do nucleo das células placentarias de ratas.



2. MATERIAL E METODO
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2.  MATERIAL E METODO

2.1. Material

2.1.1. O Animal

No presente estudo as placentas de 15 ratas no 20° dia de gestagao
foram avaliadas, divididas em trés grupos. 5 (cinco) placentas do grupo tratado
com ciclamato de sédio, 5 (cinco) do grupo tratado com aspartame e 5 (cinco)
do grupo controle, foram escolhidas ao acaso;

Para obtengéo das placentas foram utilizadas 15 (quinze) ratas albinas,
variedade Wistar, constituindo trés grupos de 5 (cinco) animais cada: dois
grupos tratados e um grupo controle, com idade média de 50 dias e peso

médio de 240 g.

2.1.2. Periodo de Adaptacéo

De acordo com o protocolo, ap6s a aprovacdo do projeto de pesquisa
pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais (CEEA) da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP), os animais foram removidos
do Biotério e permaneceram no Laboratério de Pesquisa da FAMERP.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com temperatura e luz
ambiente, e receberam agua e racdo comercial ad libitum pelo periodo de 7

(sete) dias, para adaptagdo dos mesmos.
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A distribuicdo das ratas em cada grupo um dos trés grupos, dois tratados

e um controle, foi realizada por meio de sorteio.

2.1.3. Periodo de Acasalamento

ApOs a adaptacdo ao novo ambiente, as ratas foram colocadas em
gaiolas comunitarias na propor¢cdo de 4 (quatro) fémeas para 1 (um) macho,

para acasalamento noturno.

2.1.4. Determinagao do 1° (primeiro) Dia de Prenhez da Rata

Na manhd seguinte ao periodo noturno de acasalamento e com a
realizacdo de esfregacos vaginais, foi definido o diagnostico do 1° dia da
gravidez pela deteccdo de espermatozdides presentes ao microscopio éptico. A
partir de entéo, as ratas foram pesadas em balanca de preciséo e ficaram em

gaiolas individuais recebendo agua e ragdo comercial ad libitum.

2.1.5. Tratamento

As 5 (cinco) ratas do grupo tratado com ciclamato de sédio receberam
dose Unica e diaria de 60 mg/Kg de peso corporeo da substancia,
intraperitonealmente, do 10° ao 14° dia de gestacdo. As 5 (cinco) ratas do
grupo tratado com aspartame receberam, no mesmo periodo, dose Unica e

diaria de 14 mg/Kg de peso corporeo da substancia, por sonda orogastrica. As
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5 (cinco) ratas do grupo controle receberam, no mesmo periodo e pela mesma

via, volume equivalente de solug&o salina (cloreto de sédio) a 0,9%.

2.1.6. Técnicade Disseccédo e Pesagem

No 20° dia de gravidez, as ratas foram sacrificadas por inalagéo de éter
sulfdrico e, por meio de incisdo ampla no abdome e no Utero, os fetos e anexos
fetais (placentas e corddes umbilicais) foram retirados e imediatamente imersos
em solugdo de Alfac (élcool a 80% — 85 ml + formalina — 10 ml + &cido
aceético — 5 ml), na qual permaneceram por 24 horas.

Todos os fetos (escolhidos um de cada rata e ao acaso) e suas
respectivas placentas, apos fixacdo, foram limpos, secados em papel de filtro e
pesados em balanca de precisdo Labof (Laboratorium Felszerelése,
Budapeste, Hungria).

Os corddes umbilicais foram medidos com régua milimetrada. Em

seguida, as estruturas foram imersas em alcool a 80% para conservagao.

2.2. Método

2.2.1. Técnica Histologica

Os animais dos dois grupos tratados e do grupo controle, apos a fixacéo

na solugéo de Alfac, foram desidratados, diafanizados e incluidos em parafina.

O material obtido foi entdo seccionado, obtendo-se cortes semi-seriados de 6
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um de espessura que foram corados pela hematoxilina-eosina no Laboratério
de Histotecnologia da Faculdade de Odontologia da Fundag&o Educacional de

Barretos — FEB.

2.2.2. Cariometria

Para estimar os parédmetros nucleares das células placentarias nos
grupos estudados foi utilizado o microscaépio éptico Hund H500 Wetzlar (Helmut
Hund Gmbh, Alemanha), com objetiva de imersdo (aumento de 100 vezes) e
munido de camara clara Leitz Wetzlar (Alemanha) adaptada.

Foram avaliados os seguintes elementos placentérios: decidua, camada
esponjosa e vilosidades coribnicas placentarias.

Os nucleos foram projetados sobre folha de papel sulfite branca com
aumento final de 1240 vezes. As imagens nucleares obtidas (50 imagens de
cada estrutura avaliada para cada uma das placentas, nos grupos tratados e
grupo controle, num total de 2250 imagens) foram entdo contornadas com lapis
preto ndmero 2 (dois), com o cuidado de se anotar somente as imagens
elipticas. Para a obtencdo dos didmetros, foram medidos com régua
milimetrada os eixos maior (D) e menor (d) das imagens elipticas referidas.

Apos a determinacdo dos eixos citados em milimetros e com a utilizagédo
de um Software (NUC) desenvolvido no Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FORP-USP), foram calculados os seguintes parametros nucleares: Diametro

maior, Diametro menor, Didametro médio, Relacdo Diametro maior / Diametro
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menor, Perimetro, Area nuclear, Volume nuclear, Relacdo volume / érea,

Excentricidade, Coeficiente de forma e indice de contorno.

1. Diametro maior

2. Diametro menor

3. Diametro médio: M = (D.d) ¥

4. Relagéo entre diametro maior e diametro menor : D/d
5. Perimetro: P = (n/2) [1.5x (D + d) — M]

6. Area: A=nM?/4

7. Volume:V=n/6M?

8. Relagdo entre volume e area: %, M

9. Excentricidade:E=(D+d)% (D-d)%/D

10. Coeficiente de forma: F=4 1t AIP %

11. indice de contorno: | = P / (A) ¥

2.3. Andlise estatistica

Para o confronto estatistico dos resultados obtidos nos grupos tratados e
grupo controle, foi utilizado a prova U de Mann-Whitney.

Para a andlise estatistica dos resultados deste estudo, assim como para
os diversos calculos matematicos envolvidos nos estudos morfométricos dos
dados, foram utlizados programas para computador do tipo IBM-PC em

linguagem BASIC AVANCADO (BASICA), visando ao processamento dos
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dados experimentais. Estes programas foram elaborados por Maia Campos e
Sala, do Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia de

Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo (FORP-USP).
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3. RESULTADOS

Os parametros quantitativos de peso fetal dos grupos controle e
tratados com ciclamato de s6dio e com aspartame, assim como sua analise
estatistica, podem ser vistos na tabela 1. Verifica-se que a média do peso
corporal, em gramas, dos animais tratados com ciclamato (2,31 g) e dos
tratados com aspartame (1,79 g) apresenta-se diminuida em relacdo aos
controles (2,94 g). H4 uma diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.

Tabela 1. Valores médios do peso corporal (em gramas) dos fetos de ratas
controles (C) e tratadas com ciclamato de sdédio (Tc) e com

aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

C Tc Ta
2,98 2,25 1,63
3,10 241 2,15
3,02 2,30 1,32
2,86 2,43 1,55
2,72 2,20 2,28

X X X
2,94 2,31 1,79

U calc: O* U calc: 0*
p [U]: 0,004 p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para o < 0,01.
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O peso da placenta dos grupos controle e tratados com ciclamato de
s6dio e com aspartame, assim como sua andlise estatistica, podem ser vistos
na tabela 2. Observa-se que a média do peso da placenta, em gramas, dos
animais tratados com ciclamato (0,29 g) e dos tratados com aspartame
(0,25 g), apresenta-se diminuida em relagdo aos controles (0,44 g), também

mostrando diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 2. Valores médios do peso das placentas (em gramas) dos fetos de
ratas controles (C) e tratadas com ciclamato de sodio (Tc) e com

aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

C Tc Ta
0,41 0,26 0,18
0,46 0,31 0,35
0,45 0,29 0,27
0,41 0,28 0,11
0,48 0,32 0,32

X X X
0,44 0,29 0,25

U calc: O* U calc: 0*
p [U]: 0,004 p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para a < 0,01.
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O comprimento do corddo umbilical dos grupos controle e tratados com
ciclamato de sédio e com aspartame, assim como sua andlise estatistica,
podem ser vistos na tabela 3. E mostrado que a média do comprimento do
corddo umbilical, em centimetros, dos animais tratados com ciclamato
(1,93 cm) e dos tratados com aspartame (1,62 cm) apresenta-se diminuida em
relacdo aos controles (2,12 cm) e, da mesma forma, apresenta diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 3. Valores médios dos comprimentos dos corddes umbilicais (cm) de
fetos de ratas controles (C) e tratadas com ciclamato de sddio (Tc)

e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

C Tc Ta
2,23 1,91 1,60
2,02 2,03 1,90
2,01 1,94 1,50
2,24 2,07 1,40
2,11 1,75 1,70

X X X
2,12 1,93 1,62

U calc: 4* U calc: 0*
p [U]: 0,048 p [U]: 0,004

*estatisticamente significante para o < 0,01.
**egstatisticamente significante para o < 0,05.
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Na analise da cariometria placentaria de ratas dos grupos controle,
tratado com ciclamato de s6dio e com aspartame, observa-se o constatado

nas tabelas 4 a 18.

Foi verificado na avaliagdo dos parametros da decidua placentaria em
relagdo aos didmetros maior e menor (um) destes nicleos, o que mostra a
tabela 4. Observa-se que a média do didmetro maior (19,43) dos animais
controles e a média do dimetro maior (19,43) dos animais tratados com
ciclamato de sodio, assim como a média do diametro menor (13,75) dos
animais controles e a média do didametro menor (13,37) dos animais tratados
com esta substancia ndo mostram diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos.

De modo diferente, a mesma tabela mostra que as médias do didmetro
maior (12,34), e do diametro menor (8,42) dos animais tratados com
aspartame apresentam diferenca estatisticamente significante em relagéo aos

valores dos animais controles.
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Tabela 4. Valores médios dos Diametros Maior e Menor (um) dos nucleos da

decidua da placenta de ratas controles (C) e tratadas com ciclamato de sddio

(Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Diametro Maior Diametro Menor

C Tc Ta C Tc Ta
20,27 22,06 11,29 14,26 15,58 8,03
21,06 20,13 13,37 14,71 13,02 9,03
16,58 18,10 13,82 11,18 12,82 8,87
21,27 17,61 11,97 15,53 12,19 8,44
17,98 19,27 11,24 13,06 13,26 7,74

X X X X X X
19,43 19,43 12,34 13,75 13,37 8,42

U calc: 12*** U calc: 0* U calc: 10*** U calc: 0*

p[U]: 0,500 p[U]: 0,004 p[U]: 0,345 p[U]: 0,004

* estatisticamente significante para o < 0,01. ***astatisticamente ndo significante.

Na avaliagdo dos pardmetros da decidua placentaria em relacdo ao
didmetro médio (um) e ao parédmetro relacdo didmetro maior/diametro menor
destes nucleos, foi observado o que mostra a tabela 5.

Verifica-se, na tabela 5, que a média do diametro médio (16,25) dos
animais controles e a média do didmetro médio (16,03) dos animais tratados
com ciclamato de sédio, assim como a média da relagdo D/d (1,47) dos
animais controles e a média da relacdo D/d (1,51) dos animais tratados com
esta substancia, ndo mostram diferencga estatisticamente significante entre os

grupos. Da mesma forma, a média da relagdo D/d (1,49) dos animais tratados
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com aspartame também ndo mostra diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao controle. No entanto, evidencia-se diferenca estatisticamente
significante entre a média do didmetro médio (16,25) dos animais controles e a

média do diametro médio (10,14) dos animais tratados com o aspartame.

Tabela 5. Valores médios do Diametro Médio (um) e Relagdo Diametro
Maior/Diametro Menor dos nicleos da decidua da placenta de ratas controles
(C) e tratadas com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de

Mann-Whitney.

Didmetro Médio Relagéo D/d

C Tc Ta C Tc Ta
18,11 14,56 10,02 1,40 1,51 1,44
16,87 18,47 9,48 1,50 1,46 1,43
17,53 16,08 10,92 1,46 1,60 1,52
13,50 15,14 10,98 1,57 1,47 1,62
15,27 15,89 9,29 1,40 1,52 1,46

X X X X X X
16,25 16,03 10,14 1,47 1,51 1,49

Ucalc: 11** U calc: 0* Ucalc: 7* U calc: 9%

p[U]: 0,421  p[U]: 0,004 p[U]: 0,155 p[U]: 0,274
* estatisticamente significante para o < 0,01. **astatisticamente ndo significante.

Na avaliagdo da decidua placentéria em relacdo ao volume (um3) e a
area (um2) nucleares, observa-se o mostrado na tabela 6. Verifica-se, nesta

tabela, que a média do volume nuclear (2689,40) dos animais controles e a
média do volume nuclear (2423,86) dos animais tratados com ciclamato de

sddio, assim como a média da area nuclear (220,40) dos animais controles e a
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meédia da &rea nuclear (209,85) dos animais tratados com esta substancia ndo
mostram diferenca estatisticamente significante entre os grupos. De outra
forma, a média do volume nuclear (585,98) e a média da area nuclear (82,67)
dos animais tratados com aspartame apresentam diferenga estatisticamente

significante em relag&o aos valores dos animais controles.

Tabela 6. Valores médios do Volume (um3) e Area (um2) Nucleares dos
nacleos da decidua da placenta de ratas controles (C) e tratadas com ciclamato

de sadio (Tc) e com aspartame (Ta).Teste de Mann-Whitney.

Volume Nuclear Area Nuclear

C Tc Ta C Tc Ta
3906,45 1730,15 560,86 278,78 170,44 80,46
2820,10 3629,53 467,80 232,27 276,55 71,76
3003,85 2304,01 725,82 246,33 207,04 95,61
1526,34 2024,16 731,66 151,10 186,59 96,45
2190,25 2431,47 443,76 193,51 208,61 69,05

X X X X X X
2689,40 2423,86 585,98 220,40 209,85 82,67

U calc: 10*** U calc: 0* U calc: 10** U calc: 0*

p[U]: 0,345 p[U]: 0,004 p[U]: 0,345 p[U]: 0,004

* estatisticamente significante para o < 0,01.

**astatisticamente ndo significante.

Também ao ser avaliada a decidua placentaria em relagdo ao perimetro
(wm) nuclear e ao parametro relacdo volume/area observa-se o ilustrado na
tabela 7. Verifica-se, nesta tabela, que a média do perimetro nuclear (52,65)

dos animais controles e a média do perimetro nuclear (52,13) dos animais
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tratados com ciclamato de sodio, assim como a média da relagéo V/A (10,84)
dos animais controles e a média da relacdo V/A (10,69) dos animais tratados
com esta substancia ndo mostram diferenca estatisticamente significante entre
os grupos. De outra forma, a média do perimetro nuclear (32,99) e a média da
relacdo V/A (6,76) dos animais tratados com aspartame apresentam diferenca

estatisticamente significante em relacdo aos valores dos animais controles.

Tabela 7. Valores médios do Perimetro (um) e Relacdo Volume/Area dos
ndcleos da decidua da placenta de ratas controles (C) e tratadas com ciclamato

de sédio (Tc) e com aspartame (Ta).Teste de Mann-Whitney. ©

Perimetro Nuclear Relacao V/A

C Tc Ta C Tc Ta
58,27 47,36 32,34 12,08 9,71 6,68
54,87 59,69 30,63 11,25 12,31 6,32
56,75 52,83 35,63 11,69 10,72 7,28
44,19 49,07 36,22 9,00 10,10 7,32
49,17 51,69 30,14 10,18 10,59 6,19

X X X X X X
52,65 52,13 32,99 10,84 10,69 6,76

U calc: 11*** U calc: 0* Ucalc: 11*** U calc: 0*

p[U]: 0,421  p[U]: 0,004 p[U]: 0,421 p[U]: 0,004
* estatisticamente significante para o < 0,01. ***gstatisticamente n&o significante.

Na andlise da decidua placentaria em relacdo a excentricidade,

coeficiente de forma e indice de contorno, observa-se o que mostra a tabela 8.
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Foi verificado, nesta tabela, que as médias da excentricidade (0,66), do
coeficiente de forma (0,94) e do indice de contorno (3,66) nucleares dos
animais controles ndo mostram diferenca estatisticamente significante quando
comparadas aos valores do grupo tratado com ciclamato de sddio (0,69, 0,93
e 3,68, respectivamente). Da mesma forma, também as médias da
excentricidade (0,68), do coeficiente de forma (0,94) e do indice de contorno
(3,67) nucleares dos animais do grupo tratado com aspartame ndo mostram
diferenca estatisticamente significante quando comparadas aos valores
apresentados pelo grupo controle.

Tabela 8. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e indice de
Contorno dos nucleos da decidua da placenta de ratas controles (C) e tratadas

com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Forma indice de Contorno

C Tc Ta C Tc Ta C Tc Ta
0,66 0,68 0,69 0,95 0,93 0,95 3,63 3,68 3,64
0,65 0,68 0,65 0,93 0,94 0,9 3,68 3,65 3,65
0,68 0,73 0,70 0,94 0,92 0,93 3,65 3,71 3,68
0,68 0,66 0,70 0,92 0,94 091 3,70 3,66 3,72
0,65 0,68 0,67 0,95 0,93 0,94 3,64 3,68 3,66

oo X X oo X X oo X
0,66 0,69 0,68 0,94 0,93 0,94 3,66 3,68 3,67
U calc: 6*** U calc: 6*** U calc: 10*** U calc:10*** U calc: 7%** U calc:10***
p[U]: 0,111 p[U]: 0,111 p[U]: 0,345 p[U]: 0,345 p[U]: 0,155 p[U]: 0,345

***astatisticamente nao significante.

Os parametros cariométricos da camada esponjosa placentaria dos grupos

controle, tratado com ciclamato de sd6dio e tratado com aspartame, assim
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como sua analise estatistica, podem ser vistos nas tabelas 9 a 13. Em relagéo
aos didmetros maior e menor (um) destes ndcleos, segundo a tabela 9, a
média do didmetro maior (15,54) dos animais tratados com ciclamato de
so6dio é menor de maneira estatisticamente significante que a meédia do
didametro maior (17,09) dos animais controles. No entanto, a média do diametro
menor (11,00) do grupo tratado com esta substancia e a média do diametro
menor (11,83) do grupo controle ndo tem diferenca estatistica entre si. J4 a
média do didmetro maior (23,44) e a média do didmetro menor (15,91) dos
animais tratados com aspartame sdo maiores que a meédia dos animais
controles e de maneira estatisticamente significante.

Tabela 9. Valores médios dos Diametros Maior e Menor (um) dos nucleos da

camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e tratadas com ciclamato

de sadio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Diametro Maior Diametro Menor
C Tc Ta C Tc Ta
16,71 13,90 21,18 11,34 10,21 14,98
17,40 16,45 20,97 12,23 11,34 14,92
18,11 15,08 23,98 12,82 10,90 16,60
16,02 15,90 28,63 10,31 11,31 17,58
17,19 16,40 22,44 12,47 11,26 15,48
X X X X X X
17,09 15,54 23,44 11,83 11,00 15,91
U calc: 2** U calc: O* U calc: 5*** U calc: 0*
p[U]: 0,016 p[U]: 0,004 p[U]: 0,075 p[U]: 0,004
*estatisticamente significante para o < 0,01. **astatisticamente ndo significante.

** estatisticamente significante para o < 0,05.
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Na avaliacdo do didmetro médio (um) e da relagdo didmetro
maior/diametro menor destes nucleos, de acordo com a tabela 10, verifica-se
que a média do didmetro médio dos animais tratados com ciclamato de sodio
(13,01) € menor e a dos tratados com aspartame (19,21) é maior (ambas de
maneira estatisticamente significante) que a média do didmetro médio (14,15)
dos animais controles. No entanto, a média da relacdo D/d dos animais
tratados com ciclamato de sodio (1,44) e dos tratados com aspartame (1,53)
ndo mostra diferenca estatistica quando comparada & média dos animais

controles (1,48).

Tabela 10. Valores médios do Diametro Médio (um) e Relagdo Diametro
Maior/Diametro Menor dos nucleos da camada esponjosa da placenta de ratas
controles (C) e tratadas com ciclamato de sddio (Tc) e com aspartame (Ta).

Teste de Mann-Whitney.

Didmetro Médio Relagéo D/d

C Tc Ta C Tc Ta
13,71 11,86 17,69 1,50 1,39 1,53
14,50 13,58 17,63 1,47 1,51 1,43
15,18 12,78 19,86 1,45 1,41 1,50
12,77 13,35 22,30 1,60 1,43 1,69
14,60 13,50 18,55 1,40 1,48 1,49
X X X X X X
14,15 13,01 19,21 1,48 1,44 1,53
Ucalc: 4 U calc: O* U calc: 9*** U calc: 8***

p[U]: 0,048 p[U]: 0,004 p[U]: 0,274 p[U]: 0,210

*estatisticamente significante para o < 0,01
J*estatisticamente significante para o < 0,05.

**astatisticamente ndo significante.
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Em relacdo a volume (um3) e area (um2) nucleares da camada
esponjosa, observa-se o mostrado na tabela 11.

Nota-se, na tabela 11, que a média do volume nuclear (1398,07) e a
meédia da area nuclear (141,73) dos animais tratados com ciclamato de sodio
sdo, de forma estatisticamente significante, menores que a média do volume
nuclear (1921,11) e a média da area nuclear (171,45) dos animais controles,
assim como a média do volume nuclear (4436,53) e a média da area nuclear
(307,94) dos animais tratados com aspartame s&o, de maneira
estatisticamente significante, maiores que as médias dos animais controles.

Tabela 11. Valores médios do Volume (um3) e Area (um2) Nucleares dos
nacleos da camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e tratadas

com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Volume Nuclear Area Nuclear
C Tc Ta C Tc Ta
1644,48 991,17 3515,39 157,74 115,16 263,34
2206,84 1550,38 3214,37 184,11 152,90 253,97
2278,29 1403,60 4911,69 194,40 139,09 329,50
1413,55 1498,79 6618,34 139,65 149,23 408,24
2062,40 1546,43 3922,84 181,36 152,30 284,67
X X X X X X
192111 1398,07 4436,53 171,45 141,73 307,94
Ucalc: 3** U calc: 0O* U calc: 3* U calc: 0*
p[U]: 0,028 p[U]: 0,004 p[U]: 0,028 p[U]: 0,004

*estatisticamente significante para o < 0,01.
**estatisticamente significante para o < 0,05.
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Na avaliagdo do perimetro (um) nuclear e da relacdo volume/area,
verifica-se o ilustrado na tabela 12.

De acordo com a tabela 12, a média do perimetro nuclear (42,11) e a
meédia da relagé@o V/A (8,67) dos animais tratados com ciclamato de s6dio sédo
menores, de maneira estatisticamente significante, que a média do perimetro
nuclear (45,91) e a média da relacdo V/A (9,43) dos animais controles. Da
mesma maneira, a média do perimetro nuclear (62,55) e a média da relagdo
V/A (12,80) dos animais tratados com aspartame sdo maiores de maneira
estatisticamente significante que as médias dos animais controles.

Tabela 12. Valores médios do Perimetro (um) e Relacdo Volume/Area dos
nacleos da camada esponjosa da placenta de ratas controles (C) e tratadas

com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney. ©

Perimetro Nuclear Relacao V/A
C Tc Ta C Tc Ta
4455 38,18 57,42 9,14 7,91 11,79
47,03 44,15 56,86 9,67 9,05 11,75
49,04 41,15 64,42 10,12 8,52 13,24
41,96 43,14 73,86 8,51 8,90 14,86
46,96 43,96 60,21 9,73 9,00 12,37
X X X X X X
45,91 42,11 62,55 9,43 8,67 12,80
U calc: 3* U calc: O* U calc: 4** U calc: 0*
p[U]: 0,028 p[U]: 0,004 p[U]: 0,048 p[U]: 0,004

*estatisticamente significante para o < 0,01.
**estatisticamente significante para o < 0,05.

Na andlise da camada esponjosa placentaria em relacdo a excentricidade,
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coeficiente de forma e indice de contorno nucleares, observa-se o que mostra a
tabela 13. Segundo a mesma, a média da excentricidade (0,65) do grupo
tratado com ciclamato de sdédio é menor de maneira estatisticamente
significante que a média da excentricidade (0,69) do grupo controle. Por outro
lado, a média do coeficiente de forma e do indice de contorno nucleares do
grupo tratado com esta substancia (0,94 e 3,65), assim como a excentricidade,
o coeficiente de forma e o indice de contorno nucleares do grupo tratado com
aspartame (0,70, 0,93 e 3,69 respectivamente) ndo mostram diferenca em
relagcéo ao grupo controle (0,69, 0,94 e 3,67).

Tabela 13. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e indice
de Contorno dos nulcleos da camada esponjosa da placenta de ratas
controles (C) e tratadas com ciclamato de sddio (Tc) e com aspartame (Ta).

Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Forma indice de Contorno

C Tc Ta C Tc Ta C Tc Ta
0,717 0,62 0,67 0,94 0,95 0,93 3,67 3,63 3,70
0,66 0,69 0,67 0,94 0,93 0,95 3,67 3,68 3,64
0,68 0,66 0,70 0,94 0,95 0,94 3,65 3,64 3,67
0,73 0,65 0,76 0,92 0,95 0,90 3,71 3,64 3,75
0,66 0,65 0,68 0,96 0,94 0,94 3,63 3,67 3,67
oo X X oo X X oo X X
0,69 0,65 0,70 0,94 0,94 0,93 3,67 3,65 3,69
U calc: 4** U calc: 10** U calc: 10*** U calc:10*** U calc: 8*** U calc:10***
p[U]: 0,048 p[U]: 0,345 p[U]: 0,345 p[U]: 0,345 p[U]: 0,210 p[U]: 0,345

**egstatisticamente significante para o < 0,05.
**astatisticamente nao significante.

Os parametros cariométricos das vilosidades coridnicas placentérias dos
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grupos controle, tratado com ciclamato de sodio e tratado com aspartame,
assim como sua analise estatistica, podem ser vistos nas tabelas 14 a 18. Em
relagdo aos didmetros maior e menor (um) destes nucleos, conforme a tabela
14, observa-se que as médias do didmetro maior (11,46) dos animais tratados
com ciclamato de sd6dio e do didametro maior (12,21) dos animais controles,
assim como as médias do diametro menor (7,82) dos animais tratados com
esta substancia e do diametro menor (8,31) dos animais controles n&o mostram
diferenga estatisticamente significante. De outra forma, as médias do diametro
maior (15,49) e do diametro menor (9,82) dos animais tratados com aspartame
sao maiores que as dos controles de maneira estatisticamente significante.

Tabela 14. Valores médios dos Diametros Maior e Menor (um) dos nucleos das
vilosidades coridnicas da placenta de ratas controles (C) e tratadas com

ciclamato de sodio (Tc) e com aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Diametro Maior Diametro Menor
C Tc Ta C Tc Ta
11,52 12,10 16,00 8,13 8,45 9,95
12,95 11,23 15,94 9,37 7,85 10,40
11,44 10,97 15,05 7,76 7,50 9,73
12,05 11,31 17,60 8,11 7,48 10,40
13,11 11,69 12,84 8,16 7,82 8,60
X X X X X X
12,21 11,46 15,49 8,31 7,82 9,82
U calc: 5*** U calc: 2** U calc: 6*** U calc: 1*
p[U]: 0,075 p[U]: 0,016 p[U]: 0,111  p[U]: 0,008
*estatisticamente significante para o < 0,01. ***astatisticamente ndo significante.

**estatisticamente significante para o < 0,05.
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Na avaliacdo dos didmetro médio (um) e relagdo didmetro maior/didmetro
menor destes nicleos, de acordo com a tabela 15, verifica-se que a média do
didmetro médio (9,41) dos animais tratados com ciclamato de sédio € menor
de modo estatisticamente significante que a média do didametro médio (10,02)
dos animais controles; no entanto, as médias da relacao D/d (1,51) dos animais
tratados com esta substancia e da relagéo D/d (1,51) dos animais controles néo
mostram diferenca estatistica entre si. Ao contrario, a média do diametro médio
(12,25) e a média da relacdo D/d (1,62) dos animais tratados com aspartame,
apresentam-se estatistica e significantemente maiores que as dos controles.

Tabela 15. Valores médios do Diametro Médio (um) e Relagdo Diametro
Maior/Diametro Menor dos nucleos das vilosidades coribnicas da placenta de
ratas controles (C) e tratadas com ciclamato de sodio (Tc) e com

aspartame (Ta). Teste de Mann-Whitney.

Didmetro Médio Relacéo D/d
C Tc Ta C Tc Ta
9,63 10,07 12,53 1,45 1,47 1,68
10,97 9,33 12,80 1,42 1,49 1,57
9,38 9,02 12,05 1,50 1,50 1,57
9,84 9,14 13,41 1,52 1,57 1,73
10,28 9,51 10,44 1,64 1,54 1,55
X X X X X X
10,02 9,41 12,25 1,51 1,51 1,62
Ucalc: 4 Ucalc: 1* U calc: 10*** U calc: 3**
p[U]: 0,048 p[U]: 0,008 p[U]: 0,345  p[U]: 0,028
*estatisticamente significante para o < 0,01. ***astatisticamente ndo significante.

**estatisticamente significante para o < 0,05.
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Em relacdo ao volume (um3) e & area (um2) nucleares das vilosidades
coribnicas, observa-se o mostrado na tabela 16. Nota-se, na tabela 16, que a
média do volume nuclear (466,51) dos animais tratados com ciclamato de
sodio € menor de maneira estatisticamente significante que a média do volume
nuclear (563,00) dos animais controles, assim como a média da area nuclear
(71,16) dos animais tratados com esta substancia também é menor de maneira
estatisticamente significante que a média da &rea nuclear (80,64) dos animais
controles. Ja as médias do volume nuclear (1119,35) e da area nuclear
(123,92) dos animais tratados com aspartame sdo maiores que as médias dos
animais controles de maneira estatisticamente significante.

Tabela 16. Valores médios do Volume (um3) e Area (um2) Nucleares dos
ndcleos das vilosidades coridnicas da placenta de ratas controles (C) e tratadas

com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta).Teste de Mann-Whitney.

Volume Nuclear Area Nuclear

C Tc Ta C Tc Ta
500,52 573,35 1163,43 74,55 81,57 128,39
737,13 449,04 1328,24 96,64 69,62 137,22
451,43 408,88 995,43 70,11 65,27 117,33
522,37 430,88 1459,47 77,23 67,26 148,49
603,56 470,44 650,18 84,65 72,10 88,15

X X X X X X
563,00 466,51 1119,35 80,64 71,16 123,92

Ucalc: 4 Ucalc: 1* U calc: 4** U calc: 1*
p[U]: 0,048 p[U]: 0,008 p[U]: 0,048 p[U]: 0,008

*estatisticamente significante para o < 0,01.
**estatisticamente significante para o < 0,05.
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Na avaliagdo do perimetro (um) nuclear e da relacdo volume/area,
verifica-se o ilustrado na tabela 17. De acordo com a mesma, a média do
perimetro nuclear (30,63) dos animais tratados com ciclamato de sédio é
menor de maneira estatisticamente significante que a média do perimetro
nuclear (32,60) dos animais controles, assim como a média da relagdo V/A
(6,27) dos animais tratados com esta substancia também é menor de maneira
estatisticamente significante que a média da relagdo V/A (6,68) dos animais
controles. Do mesmo modo, a média da perimetro nuclear (40,38) e a média da
relacdo V/A (8,16) dos animais tratados com aspartame sdo maiores e de
maneira estatisticamente significante que as médias dos animais controles.

Tabela 17. Valores médios do Perimetro (um) e Relacdo Volume/Area dos
nacleos das vilosidades coridnicas da placenta de ratas controles (C) e tratadas

com ciclamato de sédio (Tc) e com aspartame (Ta).Teste de Mann-Whitney. ©

Perimetro Nuclear Relacao V/A
C Tc Ta C Tc Ta
31,16 32,59 41,47 6,42 6,72 8,35
35,36 30,30 41,96 7,31 6,22 8,53
30,49 29,34 39,44 6,25 6,02 8,04
32,04 29,92 44,91 6,56 6,09 8,94
33,97 31,04 34,10 6,85 6,34 6,96
X X X X X X
32,60 30,63 40,38 6,68 6,27 8,16
Ucalc: 4 Ucalc: 1* Ucalc: 4 U calc: 1*
p[U]: 0,048 p[U]: 0,008 p[U]: 0,048 p[U]: 0,008

*estatisticamente significante para o < 0,01.
**estatisticamente significante para o < 0,05.
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Na andlise das vilosidades -coribnicas placentarias em relagdo a
excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno nucleares, observa-
se 0 que mostra a tabela 18. E verificado que as médias da excentricidade
(0,69), do coeficiente de forma (0,93) e do indice de contorno (3,67) nucleares
dos animais tratados com ciclamato de so6dio ndo mostram diferencas
estatisticamente significante quando comparadas aos valores do grupo controle
(0,69, 0,93 e 3,67, respectivamente). No entanto, as médias da excentricidade
(0,73), do coeficiente de forma (0,91) e do indice de contorno (3,72) nucleares
dos animais tratados com aspartame apresentam diferenga estatisticamente
significante comparadas as médias dos animais controles.

Tabela 18. Valores médios da Excentricidade, Coeficiente de Forma e indice
de Contorno dos nucleos das vilosidades coribnicas da placenta de ratas
controles (C) e tratadas com ciclamato de sddio (Tc) e com aspartame (Ta).

Teste de Mann-Whitney.

Excentricidade Coeficiente de Forma indice de Contorno
C Tc Ta C Tc Ta C Tc Ta
0,66 0,69 0,75 0,94 0,94 0,90 3,65 3,66 3,74
0,65 0,67 0,72 0,94 0,93 0,92 3,64 3,67 3,70
0,70 0,69 0,74 0,95 0,94 0,92 3,67 3,67 3,69
0,70 0,72 0,75 0,93 0,92 0,89 3,68 3,70 3,77
0,75 0,70 0,71 0,91 0,93 0,93 3,73 3,69 3,69
o X X oo X X oo X X
0,69 0,69 0,73 0,93 0,93 0,91 3,67 3,67 3,72
U calc: 12*** U calc: 3** U calc: 12*** U calc:4** U calc: 9** U calc:3**
p[U]: 0,500 p[U]: 0,028 p[U]: 0,500 p[U]: 0,048 p[U]: 0,274 p[U]: 0,028

**egstatisticamente significante para o < 0,05.
***astatisticamente nao significante.
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4. DISCUSSAO

4.1. O Animal de Experimentagéo

A necessidade de investigacfes e experimentos cientificos é fundamental
para a evolucdo da Ciéncia. E a experimentagdo com animais tém permitido
grandes avancos no conhecimento bioldgico, com beneficios inequivocos a
saude do ser humano, em relacdo a tratamento e prevencao de diversas
enfermidades, no ambito individual ou populacional.?

Em todo o mundo, no campo da medicina, depende-se do uso de animais
de experimentagdo para realizagdo de ensaios de novas substéncias (com
registro empirico de seus beneficios, contra-indicacdes e efeitos colaterais), e
procedimentos de prevencéo, diagndstico e tratamento em seres humanos, das
mais variadas afec¢des.®?

Desta forma, sdo muitos os campos da investigacdo biomédica em que,
pelo menos num futuro préximo, ainda ha a necessidade de experimentos com
animais, e sua substituicdo por métodos alternativos ndo reproduz o modelo
biol6gico que satisfaga, com propriedade, o complexo conjunto representado
pelo ser vivo vertebrado. Um animal com vida e intacto é muito mais que uma

62 Existem

soma de reacdes celulares, tecidos e 6rgdos independentes.
complexas interagBes num animal completo que os métodos alternativos de
experimentacao, biolégicos ou ndo, ndo conseguem reproduzir.

De acordo com as Normas Internacionais para a Investigacdo Biomédica

com Animais (criadas no Consenso de Organizagbes Internacionais de
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Ciéncias Médicas) ©® ha de respeitar-se alguns principios basicos para a

pesquisa com animais, entre 0os quais destaca-se 0 que estabelece que “os
animais selecionados para um experimento devem ser da espécie e qualidade
apropriadas para 0 mesmo e seu numero deve constituir-se no minimo

(62)

necessario para obter resultados cientificamente validos” , 0 que foi

adequadamente realizado por este estudo.

4.2. A Cariometria

A morfometria (onde também encontra-se inserida a cariometria), tem a
palavra formada pelo radical grego morphé, que significa a forma, associado ao
radical grego metrikds, ou do latim metricu, que significa o ato de medir ou o
processo de estabelecer dimensdes.® Desta maneira, sendo carios (nucleo),
a cariometria € a parte da morfometria responsavel pelo ato de medir nucleos.

Embora o termo morfometria tenha aplicacdo ampla na Ciéncia, o sentido
em biomedicina seria, em Ultima andlise, a “atividade de medir estruturas
anatdmicas”.®

Esta maneira de quantificar (morfometria e cariometria) tem demonstrado
ser uma importante metodologia para avaliar objetivamente as alteragbes
morfolégicas que ocorrem tanto em condigBes patoldégicas como em estudos
experimentais.®¥

Trata-se de um procedimento simples para estimar alguns parametros
citolégicos (nucleares no presente estudo) por microscopia 6ptica,®” a partir

dos diametros maior e menor da estrutura avaliada.
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Esse método tem por funcéo tornar mais objetiva e precisa a coleta, a
apresentacdo e a analise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina de
laboratério, permitindo ainda se relacionar as diferentes estruturas anatémicas

com as fungdes.®

4.3. A Estatistica
Estatistca é um conjunto de métodos para planejar um estudo,
envolvendo a obtencdo, organizacdo, andlise e a interpretacdo dos dados,
deles extraindo as conclusdes, segundo Triola, 1999, modificado, apud Reis et
al.®®
O teste de hipbtese é utilizado em geral para comprovar uma hipétese
cientifica previamente formulada. Ha situacdes em que, somente pela média e
pela variancia isto ndo é possivel, uma vez que estas informac¢des ndo levam
em consideragédo as probabilidades de erros que podem estar associados ao
rejeitarmos uma hipétese.©®
Existem varios testes estatisticos que podem ser utilizados. No entanto,
para cada um deles, é necessario o cumprimento de alguns critérios para que
possam ser aplicados.®®
Empregando-se a estatistica inferencial (como a usada nesta pesquisa),
sdo utilizados os testes Paramétricos ou 0s testes Nao-paramétricos na
dependéncia da distribuicdo ser “normal” e “com homogeneidade da variancia”

ou “ndo normal” e “sem homogeneidade da variancia”, respectivamente.®
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Nos casos de testes paramétricos, a principal suposicdo é a de que os
dados provenham de uma distribuicdo normal, isto é, que a sua distribuicéo
seja simétrica em torno da média e que a sua variabilidade ndo seja muito
grande. Neste caso a amostra tera distribuicdo normal e a média de cada grupo
também terd distribuicdo normal (com a mesma média). A média é vista como
uma variadvel aleatéria. No experimento todos os elementos devem ter a
mesma chance de pertencer & amostra (por ex., ratas da mesma espécie,
idade, etc.).®®

Deve ser observado ainda que a normalidade se verifica para amostras
suficientemente numerosas. Em muitas situacdes, porém, esta condi¢cdo néo é
possivel, como ocorre no presente estudo. Ainda assim aplica-se a andlise
estatistica, mas agora, usando-se testes ditos ndo paramétricos.®®

Nos testes ndo paramétricos a suposicado de normalidade néo é exigida,
pois 0s mesmos baseiam-se na soma de pontos das observacdes, portanto,
um conjunto pequeno de dados cuja distribuicdo nao é normal,®® situacdo que
se aplica a esta pesquisa.

Somente a varidvel peso da placenta mostrou uma distribuicdo normal.
Assim, foram aplicados somente testes estatisticos ndo paramétricos baseados
na ordenacgéo dos dados em cada grupo.

Como os grupos avaliados neste estudo séo de distribuicdo “ndo normal”
e “sem homogeneidade da variancia”, e trata-se de grupos independentes, o

teste indicado para adequada analise estatistica dos mesmos foi o teste de

Mann-Whitney (usado para as situagdes como a descrita aqui). Trata-se de um
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dos mais eficientes testes ndo paramétricos e constitui uma alternativa
extremamente (til para a prova paramétrica t .

As diferencas observadas séo consideradas estatisticamente significantes
quando a probabilidade de rejeicdo da hipotese de nulidade é menor que 0,05

(5%).

43.1. O Tamanho da Amostra

Uma etapa que o pesquisador deve desenvolver durante seu projeto de
pesquisa € o célculo do tamanho da amostra suficiente estatisticamente para
descrever o fendbmeno em estudo, ou seja, definir quantos campos
microscopicos devem ser analisados para que a amostra seja representativa do
processo avaliado. Um destes métodos foi proposto por Williams, em 1977.¢"

Este método (a média acumulada de Williams) consiste, inicialmente, em
contar 0 numero de eventos do fenbmeno em estudo em 100 (cem) campos
aleatorios que representem todo o corte histolégico. Para calcular a média
acumulada, soma-se o numero de eventos por campo e dividi-se pelo nimero
de campos (fator de divisdo); a centésima média acumulada corresponde ao
chamado “100%”, e assim, aplicando-se a regra de trés € calculada as
porcentagens das demais médias de cada campo.®” Pode ser observado que
a partir da 50°. medida (campo) todos os valores ficam entre 95% e 105%.“%
Assim, assumido como significante estatisticamente o p<0,05, o nuamero
representativo de campos na avaliacdo de determinada estrutura é 50

(cinquienta).®” Isso significa, em termos de probabilidade estatistica, que
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contar 50 campos aleatérios ndo é diferente de contar maior quantidade de
campos, como 100, 200 ou 1000 campos aleatérios.®”

Desta forma, o presente experimento mostra a avaliagdo de 50 nucleos
de cada estrutura analisada, de cada 6rgdo (placenta) em estudo, num total de
2250 nucleos avaliados (750 nucleos do grupo tratado com ciclamato de sédio,
750 nucleos do grupo tratado com aspartame e 750 nacleos do grupo controle).

Assim sendo, pelo raciocinio exposto, € suficiente o numero de 5 animais
para o grupo tratado com ciclamato de sodio, 5 animais para o grupo tratado
com aspartame e 5 animais para o grupo controle, para satisfazer o tamanho
da amostra necessario e ter validade representativa do processo em estudo,
cumprindo-se com isso, as Normas Internacionais para a Investigagéo

Biomédica com Animais que estabelece que o nimero de animais utilizados em

experimentacao cientifica deve constituir-se no minimo necessério para obter

resultados cientificamente validos.

4.4. A Placenta, o Ciclamato e o Aspartame

Geralmente, os teratdgenos exercem seu efeito de forma indireta, ou seja,
através de seus metabolitos. Se a exposigcdo ocorre durante a organogénese,
esta pode levar especificamente a malformacdes dos diversos 6rgdos que se
encontram em desenvolvimento durante a fase em que o0 agente teratogénico
esteve agindo sobre o embrido. No periodo fetal a sensibilidade aos agentes

exdgenos cai drasticamente, porém esses agentes podem ainda causar
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8 (como o observado

crescimento retardado ou uma alteracdo na funcéo
nesta investigacao).

A esséncia da prevencao de defeitos congénitos devido a exposi¢do aos
teratdbgenos € a exclusdo desses agentes do meio ambiente pré-natal.
InUmeros agentes potencialmente teratogénicos podem agir durante a
gestacdo. Informacdes disponiveis na literatura médica sobre esses agentes
podem ser, na maioria das vezes, insuficientes para uma conclusao definitiva a
respeito de seus efeitos sobre o produto gestacional ©®.

Com o objetivo de identificar possiveis efeitos danosos com o uso do
ciclamato e do aspartame, este estudo avaliou o tecido placentério de ratas
através de trés elementos histologicos (decidua, camada esponjosa e
vilosidades coridnicas), apos a administracao de 60 mg/Kg de peso corporal de
ciclamato de sédio, e de 14 mg/Kg de peso corporal de aspartame, do décimo
ao décimo quarto dia de gestacdo. Foram utilizadas estas dosagens dos
edulcorantes, pois a quantidade maxima para uso em humanos de ciclamato
de sodio, segundo o FDA, correspondeu a 50 mg/Kg de peso corporal por
muitos anos.®®, e atualmente, em relagéo ao aspartame, o IDA (indice diario
aceitavel) é de 34 mg/Kg de peso corporal “? (mas ja foi de 20 mg/Kg).

O principio dos edulcorantes sempre serd o0 mesmo: conferir sabor doce
em substituicdo ao acticar.®® A preocupacdo com seu uso deve-se ao grande
crescimento das classes de edulcorantes, com a classe do ciclamato sendo a
pioneira a surgir no mercado.

Com evidéncias mais fortes ou menos claras de carcinogenicidade do

edulcorante ciclamato ou da mistura ciclamato / sacarina, suas limitagdes
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apb6iam-se nos proprios dados da ciéncia como indutores ou pelo menos, co-
fatores de cancer de bexiga em humanos, que se ndo comprovam
absolutamente, no minimo  deixam a  duvida, assustam e
desconfortam.(¢-8:10:18-20)

A principal fungdo da placenta consiste em propiciar a difusdo de
nutrientes e oxigénio do sangue materno para o sangue fetal, bem como a
difusdo de produtos de excrecéo do feto para a mae.®?

A placenta € um 6rgéo transitorio, multifuncional, responsavel pela intima
unido entre os tecidos fetal e materno. Ela é responsével pelo crescimento e
bem estar do feto, pois controla a homeostasia materno-fetal relacionada a
nutricdo e excrecdo, prote¢cdo mecéanica e de barreira a fatores de inducdo de
teratogénese, producdo hormonal e integracdo das necessidades hormonais
dos dois organismos, além de regular a passagem de hormdnios, virus,
anticorpos e medicamentos.®*7

A passagem de substancias quimicas através da placenta por diferentes
tipos de transporte permite a exposi¢do fetal as mesmas. Assim, devem ser

©9 além de sua

consideradas a permeabilidade e a espessura placentarias
capacidade metabolizadora. Outros fatores importantes nesse processo estao
relacionados ao perfil farmacoldgico da substéncia (lipossolubilidade e tamanho
de sua molécula) e também a aspectos biol6gicos como o fluxo sanglineo
materno-fetal. >

Importante destacar que as visceras (entre as quais a placenta), apesar

de representarem 10% do peso corporal, recebem % da circulagdo (desta

irrigacéo visceral o cérebro recebe cerca de 16%), e assim, quando o agente
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quimico encontrar-se no sangue, € facil entender que as visceras serdo as
mais facilmente atingidas por sua acdo ““ e toxicidade.

Além dos trabalhos de Pitkin®™ evidenciando a passagem
transplacentaria do ciclamato, Hianik et al."® mostraram em seu estudo a
afinidade que o ciclamato de sodio tem por membranas lipidicas, o que ratifica
seu transporte pela barreira placentéaria e sua potencial acdo neste 6rgéo.

Na placenta de ratas destacam-se trés estruturas submetidas a estudo na
presente pesquisa: decidua basal (regido de origem exclusivamente materna),
camada esponjosa ou reticular (onde concentram-se as células do
citotrofoblasto, predominantemente, como os espongioblastos,”” avaliados
neste estudo), e vilosidades coriénicas.”® A morfologia, posicdo e funcéo
distintas atribuidas as células placentérias podem ser usadas como indice de
maturac&o da placenta.™®

A decidua é composta por células responséaveis pela nutricdo do embrido.
Além disso, ap6s a constituicdo final da placenta, participa da absorcdo ativa
de sua membrana fornecendo ao feto nutrientes que necessita em maior
propor¢cdo que a mae, como o célcio e fosfato, segundo Guyton et al. 1992
apud Brandini.®?

As células deciduais predominam na placenta no 6° dia de prenhez na
rata, aumentam em ndmero até o 10° dia e diminuem no 14° dia, de acordo
com Iguchi et al., 1993 apud Brandini.®®

A principal fungcéo das células da camada esponjosa € enddcrina. Uma
diminuicdo do tamanho nuclear destas células da placenta de ratas,

principalmente, ou mesmo um aumento anormal, como as alteragdes
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observadas neste estudo, podem indicar uma queda da sua producdo
hormonal de estrégeno, hormonio responsavel pela velocidade de multiplicagéo
celular do feto (crescimento fetal).®®

A camada placentaria das vilosidades coribnicas representa 2/3 do total
da placenta. Estas células vilositdrias s&o responsaveis pelo transporte
bidirecional de nutrientes e residuos de excrecéo fetais.®® E a regido onde se
estabelece a mais intima relacdo entre o sangue fetal e materno, permitindo a
ocorréncia de trocas materno-fetais.®

Observa-se que o peso fetal dos grupos tratados foi menor que o peso
fetal do grupo controle de maneira estatisticamente significante, sugerindo agao
das substancias ciclamato de sodio e aspartame sobre o desenvolvimento fetal.
Estes resultados estdo em concordancia com os achados de Tanaka et al.®
que, apés a adminstracdo de altas doses de ciclamato de sdodio por via oral a
camundongos no sétimo dia de prenhez, detectou restricdo no crescimento
fetal. Também é corroborado pelo trabalho de Verret et al.® que encontrou
teratogenicidade do ciclamato em embrides de galinha. Em relacdo ao

aspartame foi identificado, por Leme e Azoubel ©?

, menor peso fetal e
diminuicdo do peso placentario ao estudarem aspartame e pancreas exocrino,
e por Portela ® que mostrou pesos fetal e placentario diminuidos em seus
estudos com aspartame (a temperatura ambiente e aquecido a 40° C) e figado,
corroborando, estes estudos, os achados da presente investigagao.

O peso corporal alterado do feto é um indicador de alteracdo do

organismo ou embriotoxicidade.®
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Outros trabalhos ndo encontraram alteragbes ou efeitos adversos dos
edulcorantes em estudo sobre o organismo fetal.®?

Em relacdo ao peso da placenta, verifica-se que o peso médio das
placentas dos grupos tratados (0,29g com o ciclamato e 0,25 com o
aspartame) também foi menor e de maneira estatisticamente significante que o
peso médio das placentas do grupo controle (0,44g), sugerindo toxicidade dos
edulcorantes utilizados, com interferéncia nas fung¢des placentarias e
consequente comprometimento do crescimento fetal.

Substancias capazes de provocar alteragfes circulatérias e endocrinas
placentérias podem provocar menor desenvolvimento placentario e restricdo de

%) em seu trabalho com

crescimento fetal, de acordo com Fuentes et al.,(
placenta e chumbo. No entanto, no estudo histolégico da placenta de hamsters
intoxicadas com sais de chumbo Ferm et al.®® nao encontraram quaisquer
alteracdes.

Alteracdes no fluxo sangiineo placentario podem modificar o tamanho e
peso fetais. Do fluxo sanguineo placentério diminuido resulta uma hipéxia fetal
significante, que provoca restricdo do crescimento intra-uterino, gerando fetos

8789) Neste estudo da placenta e ciclamato de

de menor comprimento e peso.'
s6dio e, placenta e aspartame, também foi observado menor peso fetal,
sugerindo que estas substancias possam também interferir nestas fungfes
placentérias da maneira como discutido acima.

24,75)

De acordo com Pitkin et al., o ciclamato de sédio atravessa a barreira

placentdria em humanos e macacos, atingindo o liquido amnibtico na
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propor¢do de um quarto da concentragdo sanguinea materna, e dessa forma,
alcancando os tecidos fetais.

O adequado desenvolvimento fetal depende de substancias que vem do
sangue materno através da placenta. Esta, se comprometida pelas substancias
em estudo, pode apresentar fluxo sanguineo diminuido com conseqlente
menor aporte de nutrientes, oxigénio e outros elementos para a circulagéo fetal,
resultando em deficiéncia de crescimento e peso fetal. E o que foi observado
também nos estudos de Arruda et al. (35), estudando ciclamato de s6dio e rim
fetal, e Martins et al. ®® ao estudar figado fetal e ciclamato de sddio. Também
corroborou-se os achados deste experimento com os estudos de aspartame e

figado fetal de Portela ®®, e aspartame e pancreas do feto de Leme e Azoubel

(82)

Com referéncia ao comprimento do corddo umbilical, este diminuiu de
2,12cm (grupo controle) para 1,93cm e 1,62cm (grupos tratados com ciclamato
de sodio e aspartame, respectivamente), o que foi estatisticamente significante.

Brandini ©® no seu estudo da placenta e chumbo, também corrobora com
nossos resultados ao identificar interferéncia da substancia estudada na
placenta através de alteracdes da morfometria placentaria (cariometria e
estereologia), ou seja, através do mesmo método nas estruturas que também
foram avaliadas neste trabalho (cariometria das camadas da decidua e
esponjosa). Mostra ainda, a consequente diminuicdo do peso da placenta, e a
diminuicAo do peso fetal do grupo tratado, sugerindo um retardo no
desenvolvimento da placenta e restricdo de crescimento fetal intrauterino; outro

dado adicional é a diminuigcdo do comprimento do corddo umbilical deste grupo,
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pela possivel diminuigdo dos movimentos fetais; o comprimento do corddo
umbilical € um dos fatores relacionados ao crescimento fetal em geral. Ele
cresce em resposta as forgas tensoras que dependem do movimento fetal e do
espaco intrauterino durante o desenvolvimento.®®

Barron® e Oliveira® também observaram além de cordéo umbilical mais
curto, movimentos fetais abolidos ao trabalharem com prenhez de ratas
tratadas com alcool. Corddes umbilicais mais curtos também foram relatados
em Varios experimentos de prenhez de ratas tratadas com altas dose de

Y

vitamina A,®Y submetidas & restricio protéica,®?

intoxicadas com

Y

metilmerctrio®, submetidas &  hipertermia®”

e exposta a acdo da
ciclofosfamida.®®

Assim, a diminuicdo do corddo umbilical como observado neste estudo,
sugere uma diminuigdo da movimentagao fetal durante a gestagao.

Diferentes estudos na literatura envolvendo o ciclamato de sodio, e outros
utilizando o aspartame, também obtiveram resultados semelhantes em relagédo
ao menor peso placentario e fetal de ratas, e menor comprimento do cordédo
umbilical, como Arruda et aI.,(35) gue trabalhou com ciclamato e rim fetal e
Martins et al.,®® que estudou ciclamato e figado fetal, além de Portela ©?,
estudando aspartame e figado fetal, e Leme e Azoubel ®? trabalhando com
aspartame e pancreas fetal. Além disso, estes trabalhos mostraram alteragcfes
também na cariometria dos tecidos respectivos de cada estudo.

Da mesma maneira, Portela e Azoubel ©4% encontraram achados similares
em relacdo a pesos fetal e placentario, e comprimento do corddo umbilical, ao

estudar a amicacina e rim fetal, além de nefrotoxicidade com a substancia.
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Também Portela ©

, agora trabalhando com figado e aspartame (tanto
em temperatura ambiente como aquecido a 40° C), encontrou diminuigdo do
peso placentario em ambos os grupos tratados, além de menor peso fetal.
Ainda ficou evidenciado o encurtamento do corddo umbilical e alteragdes da
cariometria com o uso do aspartame em temperatura ambiente (sugestivo de
toxicidade com a droga) ®, mas n&o quando usado o aspartame aquecido a
40° C.

Também, em outro experimento, Gbées e Azoubel (96), observaram
alteracbes em 7 (sete) dos 11 (onze) parametros cariométricos avaliados ao
investigar a acdo da fenitoina sobre o plexo cordide de ratos.

Num estudo com ciclamato, Schechter e Roth®” observaram que apoés 5
minutos da infusdo de ciclohexilamina marcada com carbono 14 em ratas
prenhas as mesmas mostravam grande radioatividade o que n&o ocorria com
0s organismos fetais; todavia, apds 7 horas desta administragdo endovenosa
de ciclohexilamina marcada com carbono 14 nas citadas ratas prenhas, o mais
importante metabdlito do ciclamato, ndo foi encontrado radioatividade em
orgdos maternos. Ao contrario do organismo materno, o fetal apresentava
intensa radioatividade. Assim, além da passagem pela barreira placentéria,

2479 o estudo fornece dados valiosos

confirmando os trabalhos de Pitkin et al.,(
em relagdo a presenca de ciclamato nos 6rgdos fetais e sua auséncia em
orgdos maternos.

Estes resultados podem sustentar os achados da presente pesquisa em

relacdo ao ciclamato, dado que neste estudo n&o houve alteragdo em

quaisquer parametros cariométricos de forma estatisticamente significante
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relacionados a camada da decidua (placenta materna), como mostram nossos
resultados que avaliam os Didmetros maior e menor, o Diametro médio e
relacdo Diametro Maior/Diametro Menor, o Volume nuclear e a Area nuclear, o
Perimetro nuclear e a Relagéo Volume/Area, e a Excentricidade, o Coeficiente
de Forma e o indice de Contorno dos ntcleos da decidua da placenta de ratas
controles e tratadas com ciclamato de sadio.

De outra forma, apenas a relagdo Diametro Maior/Diametro Menor, e 0s
pardmetros referentes a forma nuclear (a Excentricidade, o Coeficiente de
Forma e o indice de Contorno) dos nticleos da decidua da placenta de ratas
tratadas com aspartame nao mostraram alteracfes estatisticamente
significantes em relacdo ao controle. Assim, o0s demais parametros
cariométricos (Diametros maior e menor, o Diametro médio, o Volume nuclear
e a Area nuclear, o Perimetro nuclear e a Relagdo Volume/Area), relacionados
ao tamanho nuclear, apresentaram diminuicdo de seus valores de forma
estatisticamente significante.

Sugere-se assim, além da passagem pela barreira placentéria, a
presenca da substéncia (aspartame) também nos érgdos maternos (placenta
materna), e sua acdo ja a nivel deste tecido, com interferéncia no
desenvolvimento do 6rgdo em estudo, e de seu respectivo feto.

Na andlise da cariometria da camada esponjosa (placenta fetal) observou-
se 0s seguintes parametros alterados nos animais tratados com ciclamato de
sodio, com significancia estatistica: Diametro maior, Diametro médio, Volume e
Area nucleares, Perimetro nuclear e Relagdo entre volume e area, sugerindo

que o nucleo esteja encurtado e diminuido.
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Também analisando-se a cariometria da camada esponjosa dos animais
tratados com aspartame, observou-se, como parametros cariomeétricos
alterados com significancia estatistica, os Diametros maior e menor, o Diametro
médio, o Volume nuclear e a Area nuclear, o Perimetro nuclear e a Relacéo
Volume/Area, com aumento de seus valores em relag&o ao controle. A relacéo
Diametro Maior/Diametro Menor, e os parametros referentes a forma nuclear (a
Excentricidade, o Coeficiente de Forma e o Indice de Contorno), néao
apresentaram alteragcbes de maneira estatisticamente significante em relagéo
ao controle.

O volume nuclear diminuido da camada esponjosa do grupo tratado com
ciclamato de sodio pode estar refletindo uma ploidia menor e,
consequentemente, uma alteragdo da diferenciagcdo celular, prejudicando a
invasdo da decidua, o qué também pode estar ocorrendo com o volume
nuclear aumentado apresentado pela camada esponjosa dos animais tratados
com aspartame (alteragdo de sua fungao).

A Excentricidade alterada de forma estatisticamente significante
apresentada no grupo tratado com ciclamato de sédio, pode significar que os
nacleos que apresentam-se com diminuicdo importante de seu tamanho,
também mostram alteracdo de sua forma (sdo mais excéntricos).

Desta forma, os parédmetros cariométricos que permitem avaliar a forma
nuclear mostraram que os nudcleos das células da camada esponjosa da
placenta dos animais tratados com ciclamato de sddio sdo mais excéntricos

que o0s nucleos pertencentes as placentas do grupo controle. Essa
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excentricidade alterada sugere que o metabolismo da célula ndo esta
adequado.

Assim, de acordo com as alteragbes observadas nos paréametros
cariométricos referidos, como a principal fungdo das células da camada
esponjosa € enddcrina, esta interferéncia na producdo estrogénica (déficit na
sintese de estrogénios) esta relacionada diretamente ao menor crescimento
fetal e da placenta.

N&o houve alteracéo de forma estatisticamente significante ao se avaliar o
Diametro menor e Relagcdo Diametro maior/Diametro menor, assim como na
avaliagdo do Coeficiente de forma e indice de contorno dos nicleos da camada
esponjosa da placenta de ratas controles e tratadas com ciclamato de sdédio,
néo foi obtida diferenga com significancia estatistica.

J& na analise da cariometria das vilosidades coridnicas (placenta fetal)
observou-se os seguintes parametros alterados com significancia estatistica:
Diametro médio, Volume e Area nucleares, Perimetro nuclear e Relacéo entre
volume e area, sugerindo também diminuigdo importante do tamanho nuclear
das vilosidades coridnicas, no grupo tratado com ciclamato de sadio.

N&o houve alteragéo de forma estatisticamente significante ao se avaliar o
Diametro maior, Diametro menor e Relacdo Diametro maior/Diametro menor.
Também ndo existe diferenca na andlise da Excentricidade, Coeficiente de
Forma e indice de Contorno dos ntcleos das vilosidades coribnicas da placenta
das ratas controles e tratadas com ciclamato de sodio.

De forma diferente, todos os parametros cariométricos relacionados ao

tamanho (aumento) e a forma (deformacéo) nucleares, quais sejam, Diametros
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maior e menor, o Diametro médio, relacao Diametro Maior/Diametro Menor, 0
Volume nuclear, a Area nuclear, o Perimetro nuclear, a Relagéo Volume/Area,
e, a Excentricidade, o Coeficiente de Forma e o indice de Contorno dos
nacleos das vilosidades coribnicas da placenta de ratas tratadas com
aspartame, mostraram alteragcbes de forma estatisticamente significante
quando comparados aos valores do grupo controle.

E conhecido que variagdes do volume nuclear refletem o estado funcional
das células. Isto deve-se provavelmente as modificacbes induzidas pela
sintese de DNA, RNA e/ou proteinas relacionados ao processo de manutengéo
celular."9)

Além disso, as alteracbes na forma nuclear, principalmente na
excentricidade (observado na camada esponjosa do grupo tratado com
ciclamato de sodio, e nas vilosidades coribnicas do grupo tratado com
aspartame), mostram que tais nilcleos sdo mais excéntricos que os nucleos
pertencentes as placentas do grupo controle, sendo essa excentricidade
alterada sugestiva de metabolismo inadequado da célula.

Assim, as alteragdes nucleares detectadas neste estudo poderiam ser
atribuidas a sintese inadequada de DNA, RNA e/ou proteinas responsaveis
pela homeostase celular, induzida pelas substancias estudadas (ciclamato de
sodio e aspartame).

Todos estes achados estdo em concordancia e corroboram com a
literatura cientifica citada. Todavia, persiste a necessidade de novas pesquisas

para esclarecer os mecanismos através dos quais estes aditivos alimentares
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em estudo determinam as alteragfes nucleares placentarias detectadas nesta

investigacao.



5. CONCLUSOES




66
Conclusoes

5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho sugerem que a administragdo, em um grupo,
de 60 mg/Kg de peso corporal de ciclamato de sédio e, em outro, de 14 mg/Kg
de peso corporal de aspartame, do décimo ao décimo quarto dia de prenhez da

rata causa:

o diminuicdo do peso fetal em ambos os tratamentos;

o diminuic&o do peso placentario em ambos os tratamentos;

o diminuicdo do comprimento do corddo umbilical em ambos os
tratamentos;

o alteracdo dos parametros cariométricos da decidua da placenta de
ratas tratadas com aspartame;

o alteracdo dos parametros cariométricos da camada esponjosa da
placenta de ratas tratadas com ciclamato de sodio e com aspartame;

o alteracdo dos parametros cariométricos das vilosidades coribnicas
da placenta de ratas tratadas com ciclamato de sédio e com

aspartame;

o Assim, estes resultados expressam numericamente a intoxicagéo
placentéria tanto com o ciclamato de sodio como com o aspartame,
e a consequente repercussao fetal com o uso destas substancias

durante a gravidez.
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Apéndice 1. Aprovacdo do Comité de Etica Animal.

Comisséo de Etica na

eermentatoAnmal | Eaculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

BEEA Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal CEEA
FAMERP

FAMERP Autarquia Estadual — Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090 000 FAX 2276404 SJR P~ SP

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O projeto de pesquisa intitulado “Efeitos do ciclamato de sdédio e do
aspartame na placenta de ratas - Estudo morfométrico” sob responsabilidade da
Prof. Dr. Reinaldo Azoubel, por cumprir com os principios éticos exigidos em
experimentacdo animal, foi aprovado pela CEEA-FAMERP.

Lembramos ao senhor pesquisador a necessidade de relatério completo ao
final do estudo.

S&o José do Rio Preto, 22 de Novembro de 2006.

Profa. Dra. Patricia Maluf Cury
Presidente CEEA - FAMERP




