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“Don't Quit

When things go wrong as they sometimes will,
When the road you're trudging seems all up hill,
When the funds are low and the debts are high
And you want to smile, but you have to sigh,
When care is pressing you down a bit,
Rest if you must, but don't you quit.
Life is queer with its twists and turns,
As every one of us sometimes learns,
And many a failure turns about
When he might have won had he stuck it out;
Don't give up though the pace seems slow--
You may succeed with another blow,
Success is failure turned inside out--
The silver tint of the clouds of doubt,
And you never can tell how close you are,
It may be near when it seems so far;
So stick to the fight when you're hardest hit--

It's when things seem worst that you must not"quit.

(Edgar A. Guest)
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RESUMO

Ao longo das Ultimas décadas tem se verificado wmmeato concomitante no
consumo de adocantes artificias e na epidemia dsiddde. Adicionalmente ao seu
disseminado uso em bebidas dietéticas, os adocamigsas sdo utilizados em milhares de
outros produtos, desde comidas congeladas, iogatdegapinhas para bebés. Apesar de ser
muito utilizado por pessoas que visam um estilowida mais saudavel, varios estudos tém
demonstrado que o consumo de adocantes artifipiai®e levar a ganho de peso e ao
desenvolvimento de diversas alteragcbes metabolemauadradas dentro da sindrome
metabdlica. Por outro lado, o nimero de estudokaad® os efeitos do consumo materno de
adocantes artificiais ndo caldricos sobre o meistnol dos filhotes ao longo de sua vida séo
guase inexistentes.

Na primeira parte dessa tese verificamos que asgdm intrauterina a aspartame e
sacarina, dois adocantes artificiais ndo calorico®rferiu no metabolismo dos animais
guando adultos, sendo que o aspartame apresepitmsahais pronunciados. Demonstrou-se
gue 0s animais expostos ao aspartame durante adpgrié-natal apresentaram um maior
consumo de alimentos doces durante a idade adujtee eeles estavam mais suscetiveis a
alteracdes metabolicas, apresentando niveis auduosnda glicose, LDL e triglicerideos.

Na segunda fase deste trabalho, verificou-se quaaxhos expostos ao aspartame
apresentaram aumento nos niveis de leptina, um dmomsecretado por adipdcitos e
conhecidamente envolvido no controle do metabolismergético. Concomitantemente, esses
animais apresentaram uma diminuicdo em receptapegalémicos envolvidos na via de
sinalizacao da insulina. Os resultados encontradssa tese vao de encontro com a literatura,
que também tem verificado efeitos mais expressnos adocantes artificiais sobre os
machos.

Analisando-se em conjunto, os dados encontrad@anese sugerem gque 0 CONSUMO
de adocantes artificiais, especialmente o aspaytdarante a gravidez pode levar a efeitos
deletérios ao filhote no longo prazo, sendo umrfa® risco para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e aumentando a suscepéiididao desenvolvimento de desordens

metabolicas na idade adulta.

Palavras-chave adocantes artificiais, aspartame, insulina, teptobesidade, pré-natal.



ABSTRACT

Over the past decades, the consumption of arlifsei@eteners have grown alongside
the obesity epidemic. In addition to its widespread in diet drinks, artificial sweeteners are
used in thousands of other products ranging fraymein foods, yogurt to baby food. Despite
being widely used by those seeking a healthiestijfe, several studies have shown that
consumption of artificial sweeteners can lead taghtegain and development of several
metabolic disorders classified in the metabolicdsgme spectrum. Nonetheless, the number
of studies evaluating the effects of maternal comsion of non-caloric artificial sweeteners
on the metabolism of offspring throughout his i@ almost nonexistent.

In the first part of this thesis we found that @iterine exposure to aspartame and
saccharin, two artificial non-caloric sweetenergeifere with the metabolism of animals as
adults, and the aspartame had more pronouncedteffébe study showed that animals
exposed to aspartame during prenatal period inede#ieir intake of sweet foods during
adulthood and that they were more susceptible talmoéc alterations, with elevated levels of
glucose, triglycerides and LDL.

In the second phase of this study, it was found thales exposed to aspartame
showed increases in the plasma levels of leptimgrenone secreted by adipocytes and known
to be involved in the control of energy metaboligdencomitantly, these animals showed a
decrease in hypothalamic receptors involved inlingignaling pathway. The result found in
this thesis are in line with the literature thas ladso found that males are more sensitive to the
effects of artificial sweeteners.

Analyzing together, the data found in this thesiggest that the consumption of
artificial sweeteners, especially aspartame, dupmegnancy can lead to deleterious effects on
the puppy in the long run, being a risk factor fioe development of insulin resistance and

increasing the susceptibility to develop metabdigorders in adulthood.

Keywords: artificial sweeteners, aspartame, leptin, insyrenatal, obesity.



LISTA DE ABREVIATURAS

AAs Adocantes Artificiais

AgRP Peptideo relacionado ao gene coutia (ou agouti)
AMPK Cinase dependente de AMP

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ARC Nucleo arqueado do hipotadlamo

ASP Aspartame

BHE Barreira hematoencefalica

CART Transcrito regulado por anfetamina e cocaina
CCK Colecistocinina

DA Dopamina

DOPA Diidroxifenilalanina

ED Edulcorantes

FDA Food and Drug Administration

GLP-1 Peptideo semelhante ao glucagon 1

HDL Lipoproteina de alta densidade

5-HT Serotonina

IGF-1 Fator de crescimento insulinico tipo 1

IMC indice de Massa Corporal

IR Receptor de insulina

LDL Lipoproteina de baixa densidade

NPY Neuropeptideo Y

NTS Nucleo do Trato Solitario

Phe Fenilalanina

PI3K Fosfoinositol-3-cinase

POMC Pré-opiomelanocortina

PYY Peptideo YY

SNC Sistema Nervoso Central

SM Sindrome Metabolica

TANCL Transportador de aminoacidos neutros de cadeialong

UCP-1 Proteina de desacoplamento do tipo 1
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico dos adocantes artificiais

A descoberta de varios adocantes artificiais (Agesdeve a violacdo do codigo de
higiene praticada por alguns cientistas em sewsd#irios ao provar suas amostras (Pedersen
et al., 1991). A sacarina, o adocante artificiaisrentigo, foi descoberta por Constantine
Fahlberg na Universidade Johns Hopkins, em 187Qfff@an & Priebe, 1978), enquanto
trabalhava com derivados de alcatrdo de carva@rieidécadas a sacarina se manteve como
um produto especial para pacientes diabéticos (€ d#86). No inicio da década de 40, a
escassez de acucar e a mudanca de padrdes ediétibeteza incentivaram as mulheres a
recorrer também a substitutos artificiais (de l&@&R€010). Foi também durante essa época
que os roétulos dos refrigerantéet mudaram sutilmente, passando de “apenas paraeuso d
pessoas com necessidade de limitar a ingestaoudara@ara “uso em pessoas que desejam
limitar a ingestao de agucar” (Rubini, 1968). Aaata é cerca de 300 vezes mais doce que 0
acucar, mas deixa um sabor amargo residual na boca.

O ciclamato, descoberto em 1937 por Michael SvedldJniversidade de lllinois
(Kaufman, 1999), era frequentemente misturado caacarina para melhorar o sabor. Em
1969, a agéncia para o controle de alimentos eaffzmFood and Drug Administration,
FDA) dos Estados Unidos da América (EUA) baniu esdzstancia devido a alguns estudos
gue demonstravam um potencial efeito carcinogéititmalmente, o ciclamato continua a ser
vendido em cerca de 50 paises, incluindo o Brasil.

Em 1965, durante um estudo para desenvolver um mogdicamento para o0
tratamento de Ulcera, James Schlatter descobrapartame (ASP) (Mazur et al., 1970). O
ASP consiste de dois aminoécidos, fenilalaningparsato, ligados ao metanol (Figura 1). Ao
contrario de outros AAs que normalmente sdo exdostanalterados, o ASP pode ser
metabolizado. Portanto, ndo se trata estritamentgndproduto ndo calorico (4 kcal/g) e nao
deve ser usado por pessoas com fenilcetonuria €regal., 2006). Entretanto, devido ao
fato de ser cerca de 200 vezes mais doce que aragiiquantidade ingerida a cada vez é

muito pequena, tornando sua contribuicdo calorecgigenciavel.



Aspartame

Figura 1: Estrutura quimica do Aspartame

1.2 Consumo de adocantes

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAefine edulcorantes (ED)
como sendo substancias naturais ou artificiaigrelites dos acucares, que conferem sabor
doce aos alimentos. Atualmente no Brasil existemEDb aprovados para utilizacdo pela
ANVISA, e dentre os mais conhecidos e mais comiza@dos estdo o aspartame, a sacarina e
o ciclamato, comumente utilizados em refrigerafiggst ou diet Os dltimos 20 anos tém
visto um enorme aumento no ndmero de alimentoendotAAs ndo caldricos. Entre os anos
de 1999 e 2004, mais de 6000 novos produtos foamgatios somente nos EUA contendo
algum AA (Figura 2). Atualmente, uma pesquisa dgddientes no sititbodfacts.congerou
mais de 12000 produtos contendo um ou mais dos ajphsvados pela ANVISA, variando
desde refrigerantes dietéticos, sucos de frutgsyties, alimentos congelados até alimentos
para recém-nascidos. Uma andlise dos daddsatianal Health and Nutrition Examination
(NHNE), entre 1999 e 2008, demonstrou que a ingedtaAAs em bebidas aumentou de
6,1% para 12,5% entre criancas e de 18,7% par&2dnire adultos (Sylvetsky et al., 2012).

A obesidade € um dos principais problemas queeafligq sociedade atual e sua
incidéncia vem aumentando consideravelmente nasadttempos. Ao longo dos anos,
estudos epidemiolégicos e clinicos tém forneciddéncias de que o consumo de uma dieta
rica em acucares, como frutose e sacarose, podensemportante fator para explicar o
aumento na prevaléncia de obesidade e sindromédtieta (SM) observada em humanos
(Fowler et al., 2008; Johnson et al., 2013; Ludw&i@l3; Swithers et al., 2013). A SM é um

conjunto de anormalidades, incluindo resisténcia insulina, obesidade visceral,
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hipertrigliceridemia, baixos niveis séricos de HRIltps niveis de colesterol e hipertenséo, o
que aumenta o risco de doenca cardiovascular etdmbipo 2 (Swithers, 2013). A maior
parte dessas alteracdes também foram encontradest@sralimentados com um alto teor de
frutose (Oron-Herman et al., 2008) ou uma dieta e sacarose (Perez-Torres et al., 2001),
sugerindo que, de forma semelhante aos humanodoresetambém séo susceptiveis ao
desenvolvimento de SM induzida por uma dieta rivaagucares. Além disso, € importante
salientar que essa predisposicdo ao desenvolvintmtSM pode ser adquirida nas fases
iniciais da vida (Lakshmy, 2013). Esse aumento exxgntual da populacdo obesa coincide
também com o aumento no uso disseminado de adecantificiais (Blundell & Hill, 1986;
Institute of Medicine, 1995; National Heart, LungdaBlood Institute, 1998). Apesar disso,
devido a grande controvérsia em relacdo ao usoAdeefo seu papel no balanco energético,
essa associacdo pode simplesmente ser uma coicieidEnquanto alguns estudos sugerem
gue os AAs podem auxiliar no controle do peso aailp@ordoff & Alleva 1990; Rogers et
al., 1995; Blackburn et al., 1997; Raben et alQ2M®e la Hunty et al., 2006), outros dizem
que os AAs ndo possuem qualquer efeito sobre adsmte (Porikos et al., 1982; Mattes,
1990; Rogers et al, 1990; Rolls, 1991; Drewnow%®04; Van Wymelbeke et al., 2004). Ha
ainda estudos demonstrando que os AAs levam aomanta sensacdo de fome ou da
ingestao alimentar (Wurtman, 1986; Blundell & HilB86; Tordoff & Alleva, 1990; Blundell

& Green, 1996; Lavine et al., 1997; Swithers & @wan, 2008; Swithers et al., 2009). De
fato, uma exposicdo a um ambiente nutricional abéer durante periodos criticos do
desenvolvimento, tais como o periodo intrautertea grande impacto na programacao do
risco do feto para o desenvolvimento de SM em eségais avancados da vida, indicando
uma importante e independente influéncia do ambieritauterino sobre a adiposidade da
prole (Brenseke et al., 2013; Lakshmy, 2013; Miscldt al.,, 2013). O comportamento
alimentar e parametros metabdlicos dependem namsa genética, mas da historia prévia
do individuo, e estudos tém mostrado que diferetifgss de intervencdes no periodo
gestacional influenciam parametros relacionada@lidesou ao comportamento dos filhotes na
vida adulta (Damasceno et al., 2003; Lesage e@04; Halldorsson et al., 2010). Ratas
submetidas a estresse durante a gestacdo gerdilatesfi que sofreram restricdo de
crescimento intrauterino, intolerdncia a glicosesttobios no comportamento alimentar e
aumento do risco de obesidade (Lesage et al., 2Q0#) estudo epidemiolégico com
mulheres dinamarquesas demonstrou uma relacdocentresumo de refrigerantes dietéticos
na gravidez e um aumento no risco de nascimenéwsgturos (Halldorsson et al., 2010). Em

outro estudo foi demonstrado que o consumo de atEgartificiais nos primeiros dias de
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gestacdo leva a um maior nimero de embrides ingulasf o que poderia resultar em
restricdo do crescimento intrauterino (Damascenal.et2003). Apesar de ser um assunto
controverso, existem varios trabalhos demonstrand@ relagcdo entre o consumo de
adocantes artificiais em certos periodos da vidadesenvolvimento de obesidade (Malik et
al., 2006; Johnson et al., 2009; van Baak & Ast@{f)9; Malik et al., 2010; Te Morenga et
al., 2013). Entretanto, estudos avaliando os efed® exposicdo prolongada a adocantes
durante o periodo gestacional e de aleitamenta@ swllesenvolvimento, o comportamento e

parametros metabdlicos dos filhotes sdo quasesieetes.

Novos produtos contendo
adogantes artificias

% da populagdo
com IMC>30

% da populagdo
consumindo

/ adogantes artificiais
3.3%
L 1 1 | | J
1960 1970 1980 1990 2000 2010
Sacarina: em uso desde 1890, aprovada para uso em 1958 |
Ciclamato: 1937 - 1970 ] [aspartame |
I Acessulfame de Potéssio I

neotame

Figura 2: Linha do tempo do uso de adocantes artificiabesidade
nos EUA. National Health and Nutrition Examinati®uarvey, 2006.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade

2.1.1 Definicdo e Epidemiologia

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excedsigprdura corporal em relacao
a massa magra. Sua prevaléncia atingiu nos ultemos grandes proporcdes (Ng et al.,
2014), sendo um dos principais problemas de salblkca da sociedade moderna (Halpern
& Mancini, 2003). Estudos epidemioldgicos tém dest@do que o numero de pessoas
obesas dobrou desde os anos de 1980 até os digs t&oto em paises desenvolvidos quanto
em paises em desenvolvimento (Friedrich, 2002; iRagikal., 2012; Specchia et al., 2015). A
obesidade aumenta o risco de varias doencas csdomao diabetes mellitus, doencas cardio
e cerebrovasculares, alteragfes na coagulacadasespe outras (Dixon, 2010; Vucenik &
Stains, 2012; Ojeda et al., 2014). O método maisucoente usado para avaliar obesidade em
adultos é o indice de Massa Corporal (IMC), queléutado como peso corporal (em kg)
dividido pela altura (em metros) elevada ao quamrds pessoas adultas sdo consideradas
com sobrepeso quando possuem IMC igual ou maiok &g2nf, enquanto que pessoas
adultas sdo consideradas obesas com problemasraixie de saude, quando apresentam
IMC acima de 30 kg/f

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude — 2fHIERada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (PNS, 20a&)almente o excesso de peso afeta 56,9%
dos brasileiros, ou seja, 56,9 % dos brasileirosué IMC igual ou maior que 25. O estudo
também mostra que o percentual de obesos, que @ne2f de 11%, em 2010 atingiu 17%
da populacéo brasileira e atualmente esse nimeanga-se em 20,8%. Esse aumento na
obesidade néo é restrito a adultos, crescendo @&ps tws grupos de idade e ragas, bem como
em ambos 0s sexos. Segundo dados da Organizacatidida Saude levantados em 2010,
43 milhdes de criangas com menos de cinco anosayperam excesso de peso (WHO,
2010). A morbimortalidade (Coutinho & Benchimol, 0®) vinculada a obesidade vem
aumentando exponencialmente, principalmente quant/dC situa-se em pelo menos 30

kg/m2 e o risco de morte prematura duplica acim8%&g/m2. A obesidade grau Ik @0
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kg/m2) é das doengcas que mais matam no mundo, sgondona América Latina,
aproximadamente 200 mil pessoas morrem, anualmentegecorréncia das comorbidades
relacionadas a obesidade. A taxa de mortalidade geses obesos 80 kg/m?2) € 12 vezes
mais alta entre homens de 25 a 40 anos, quandoatadga de pessoas de peso normal.

A obesidade é uma sindrome que gera um grande tonpas despesas médicas,
principalmente em paises em desenvolvimento. Unndestetrospectivo constatou que no
Brasil, num periodo de trés anos (2008 a 2010)gdiananual de gastos em procedimentos
ambulatoriais e hospitalizacdes relacionadas cobreaidade ultrapassou os US$ 2 bilhdes de
dolares somente em atendimentos do Sistema UnicBadde (Bahia et al., 2012). Nos
Estados Unidos da América, um estudo demonstrdogyde US$ 75 bilhdes de dolares com
doencas relacionadas a obesidade somente no 2008 éGostin, 2007)

Apesar de possuir um mercado multibilionario, austda da dieta e da vida
saudavel tem tido pouca eficacia em conseguir teetnd de perda de peso em longo prazo.
Além disso, apesar de inUmeras pesquisas sobrév@igsalvos para o desenvolvimento de
medicamentos para tratar a epidemia da obesidanenge intervencdes cirdrgicas como as
cirurgias bariatricas tém mostrado beneficios pwstes (Sjostrom et al., 2004). Devido a
elevada incidéncia e prevaléncia, aos custos gaecamdicdo gera e ao fato de que cada vez
mais vem afetando as pessoas desde uma idadeimciddy o entendimento da etiologia da
obesidade e sua complexa regulacdo pelo sistemaoemeldcrino, assim como o

desenvolvimento de tratamentos e prevencéo é eaais importante.

2.1.2 A Ingestdo Alimentar e o Peso Corporal: Controlefééco e Central

O controle do peso corporal ocorre de maneira aenisando manter um equilibrio
entre a regulacado do consumo alimentar e 0 gasi@é&ito. Esse controle se da através de
sinais centrais ou periféricos. Os sinais perit&ido consumo alimentar se dao através dos
sinais de saciedade e de adiposidade, os quaiamaaafletindo em alteracdes centrais; 0s
sinais centrais atuam via varios efetores, comoopeyptideos e neurotransmissores (Morton
et al., 2006).

O consumo alimentar esta sujeito a uma intensdagdi pelos sistemas hedonico e
homeostéatico. O controle homeostatico € reguladusiderando deficiéncia e/ou aporte

caldrico ou nutricional, e inclui uma sinalizacéarronal e/ou neuronal, de que participam
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parte do trato gastrointestinal, o hipotalamo easuéstruturas do sistema nervoso, incluindo
0 cortex. A regulacdo hedbnica, por sua vez, inddpela necessidade de nutrientes, sendo
efetuada pelas regides encefalicas envolvidas ceat@npensa e com a motivacao (e.g.,

nacleo accumbens, cortex orbitofrontal, insularamte VTA).

Os sinais de saciedade e de adiposidade interag@nowatros fatores no hipotalamo
e em outras partes do sistema nervoso central (RId€) controlar o apetite (Figura 3).
Quando um alimento € consumido, estimula-se ad@@er de peptideos da saciedade pelo
trato gastrointestinal, tais como a colecistocirfit@K), o peptideo semelhante ao glucagon 1
(GLP-1) e o peptideo YY (PYY). Sinais desencadegumsesses peptideos, por meio do
nervo vago, atingem o nudcleo do trato solitario §){Tho tronco encefélico caudal. O NTS
possui fibras eferentes que sao projetadas pafalemarqueado (ARC) do hipotalamo, onde
ocorre a integracdo desses sinais da saciedadeosaa adiposidade (Strader & Woods,
2005).

Sinais relacionados a aporte e reserva de endngidina e leptina sdo responsaveis
por mudancas na sensibilidade do encéfalo aosssiigasaciedade, agindo de acordo com a
proporcdo de gordura corporal. No estado alimentaciore o aumento da leptina e da
insulina, que irdo sinalizar para os neurénios tal@micos, ativando a liberacao de peptideos
anorexigénicos, como por exemplo a pré-opiomelanioeo(POMC) e o transcrito regulado
por anfetamina e cocaina (CART), reduzindo o comamoento alimentar. Por outro lado,
durante o jejum ocorre 0 processo inverso, a dig@ituda insulina e da leptina torna os
circuitos neurais menos sensiveis aos sinais dedsa@le e o concomitante aumento da
liberacdo de peptideos orexigenos, como por exempieuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
relacionado ao gene coutia (ou agouti; AgRP) (Wdb@sAlessio, 2008).

Ao longo dos anos, estudos levantaram a hipétespiele consumo alimentar em
excesso possa ser o resultado de um desequilibie es mecanismos de saciedade, a
circuitaria neuronal relacionada a motivacdo e éomgpensa e circuitos pré-frontais
envolvidos em controles executivos do comportameottsumatorio. Alguns estudos tém
sugerido similaridades entre essas alteracdesheispale drogas, demonstrando, inclusive,
gue um sabor doce intenso poderia ter um valoedempensa maior que a propria cocaina
(Lenoir et al., 2007; Covasa, 2010; de Lartigual et2011).

Os neurotransmissores monoaminérgicos possuenemtiésr acdes no controle do
comportamento alimentar. A serotonina (5-HT), pareplo, inibe fortemente a alimentacéo
em roedores quando injetada em diversas regidoégpdtalamo (Leibowitz et al., 1988) e os

medicamentos que aumentam a disponibilidade de SiBlTfenda sinaptica, tais como



fluoxetina (Goldstein et al., 1994), dexfenflurami(McTavish & Hell, 1992) e sibutramina

(Lean, 1997), levam a perda de peso em obesos.
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Figura 3: Modelo Neuroanatdémico das vias pelas quais osisside adiposidade, leptina (secretado |
adipdcitos) e insulina (secretada pelo pancregsjagem com os sinais de saciedade e com os os@dhtrai
para regular a a alimentagdo (adaptada de Schetaatz 2000). CCK: Colecistoquinina; NTS: Nuclemtcatc
solitario; ARC: nlcleo arqueado POMC: Rmgiomelanocortina; NPY: Neuropeptidio Y; PVN: Nia
Paraventricular; LHA: Area lateral do hipotalam&A2 Area Perifornicial

2.1.3 Leptina, Insulina e Obesidade

A leptina é produzida principalmente no tecido adgp branco e seus niveis
circulantes correlacionam-se com a quantidade deugm corporal. Esse horménio possui
diversos papéis importantes, tais como regulacabamacostase energética, regulacdo de
fungBes neuroenddcrinas e imunitarias, além de atuanetabolismo de lipideos e da glicose
(Dalamaga et al., 2013; Moon et al., 2013).

A leptina atua principalmente no nucleo arqueadbidotalamo (ARC), interagindo

com uma complexa rede neural para controlar o cdapento alimentar, ativando
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neurbnios anorexigénicos para sintetizar POMC e TARoncomitantemente inibe
neurdnios orexigénicos que sintetizam o AgRP e o.NBurante o jejum, 0S niveis
circulantes de leptina diminuem rapidamente, edtindo a expressao de AgRP e NPY e
inibindo POMC e CART, consequentemente aumentandmroportamento alimentar e
diminuindo o gasto energético (Ahima et al., 1998wley et al., 2001).

Muitas outras a¢Oes da leptina tém sido sugeridderggo dos anos. Leinninger et
al. (2009) demonstraram uma atuacdo da leptinae solmontrole heddnico da alimentacao
através do sistema dopaminérgico mesolimbico. &ssagdo se daria através de neurénios do
hipotalamo lateral que apresentam o receptor mgnh e que inervam a area tegmentar
ventral. Mais recentemente, Garfield et al. (20d@nonstraram que a leptina parece agir
também em sinergia com CCK e GLP-1 no NTS para pvemsaciedade. Além de atuar na
regulacdo do consumo alimentar, a leptina aumegsto energético atraves da ativacédo do
sistema nervoso simpatico. Em roedores, a lepstimela a termogénese no tecido adiposo
marrom através da expressao de proteinas de désaeopo (UCP-1) (Haynes et al., 1997;
Scarpace et al., 1997).

A importancia da leptina na homeostase energégcangstra mais evidente na
analise de sua deficiéncia. Em estudos com anincaimundongos ob/ob, que possuem
deficiéncia total de leptina, desenvolvem uma ligmga grave, apresentam baixa taxa
metabdlica e um rapido desenvolvimento de obesjdaleassociacdo com altos niveis de
NPY e baixos de POMC no hipotalamo. Observa-sebéam que todos esses efeitos sao
revertidos com uma simples suplementacdo de leffieleymounter et al., 1995; Ahima &
Osei, 2004). Assim como em roedores, humanos cdmiéteia congénita de leptina séo
obesos e hiperfagicos. Tratamento com leptina sessividuos também resulta em uma
grande reducdo no consumo energético e gordurarabrf-arooqi et al., 1999, 2002). Em
contraste, a grande maioria de pessoas obesasnsived a hiperleptinemia ou ao tratamento
com leptina, indicando a existéncia de uma “res@#a leptina” nas formas comuns de
obesidade derivadas de um excesso no comportanaimientar e um estilo de vida
sedentario (Hukshorn et al., 2002; Mittendorfeaslet2011; Moon et al., 2011).

A insulina € um hormdnio peptidico produzido no @éas envolvido em manter a
homeostase da glicose através de diferentes \@@s,déminuindo as vias de producgéo de
glicose, como a gliconeogénese, ou aumentandotagéapde glicose no musculo e no tecido
adiposo. Esse hormoénio é produzido na forma demolécula precursora (pré-pro-insulina).
Apé6s a remocao da sequéncia sinalizadora dessacutelé o estabelecimento de trés

ligacdes de dissulfeto, esta é armazenada em geanalcélula beta do pancreas sendo, entéo,
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chamada de pro-insulina. Quando o nivel plasmakicglicose esta alto, a molécula de pré-
insulina perde seu peptideo C, originando uma mtdéde insulina madura. A resisténcia a
insulina atinge grande parte da populacdo obesaor®bnio ainda é produzido, mas nao
consegue exercer sua acao de forma completa, fazemd que o individuo produza e libere
maiores quantidades de insulina em uma tentativeodgensacao. Porém, em longo prazo,
esse mecanismo perde sua eficiéncia e os nivamatiwos de glicose tornam-se elevados.
Esse aumento na concentracao de glicose no sandaeaparretar um estado de pré-diabetes
ou até diabetes (Lehninger, 2014).

Animais com deficiéncia total de leptina (ob/ob)irglividuos com deficiéncia
congénita de leptina sdo caracterizados por pessuiesisténcia a insulina, diabetes,
esteatose hepatica e outras caracteristicas damsi@dnetabdlica. Em ambos, antes mesmo
de diminuir o peso, o tratamento com leptina levdinainuicdo dos niveis plasmaticos de
glicose, insulina e lipidios (Pelleymounter et &B95; Schwartz et al., 1996). Ao longo dos
anos, varios estudos tém demonstrado que a lemimsegue influenciar o metabolismo da
glicose de diversas maneiras. Em ratos diabéti@osobesos, a administracdo periférica de
leptina normaliza a glicemia através da supressdond/eis de glucagon e da normalizacéo
dos niveis de varios metabdlitos intermediarioss @omo acilcarnitinas, aminoacidos,
acilCoAs e intermediarios do ciclo de Krebs (Warigak, 2010). Outros estudos tém
demonstrado que a leptina poderia aumentar a detegile a insulina e a captacédo de glicose
periférica por meio de diferentes mecanismos, des@gdo de neurbnios liberadores de
POMC e AgRP no ARC até o aumento da fosforilagcdocidase dependente de AMP
(AMPK) no musculo esquelético e ativacdo da fosfsitol-3-cinase (PI3K) no hipotalamo,
ambas envolvidas na via de sinalizacdo da ins@Qugpari et al., 2005; Kievit et al., 2006;
Hill et al., 2009; Huo et al., 2009; Banno et @010; Roman et al., 2010; German et al.,
2011; Berglund et al., 2012; Goncalves et al., 2014

2.2 Adocantes

2.2.1 Adocantes Naturais
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A sacarose (GH2.0;1), um adogante natural, também conhecida como agleca
mesa, € um carboidrato do tipo dissacarideo compoesibs monossacarideos glicose e
frutose unidos por uma ligacao glicosidicef2. A maior extracdo desse produto para fins
comerciais acontece a partir da cana-de-agUcararbaterraba também é utilizada (Marks &
Smith, 2007). Nao existe um nivel seguro estalddepela comunidade cientifica para o
consumo de sacarose, sendo ainda que esse pramigoi pma correlacdo linear com o
desenvolvimento de SM, obesidade e diabetes.

A glicose (GH1206) desempenha um papel fundamental no metabolisemaoloso
principal monossacarideo do sangue e tendo sudagagusob controle da insulina e do
glucagon. Além de ser o substrato energético useVgrara as células, a glicose também atua
como fonte de carbono para a sintese de comp@ssosoimo lipideos, aminoacidos e acidos
nucleicos. Apés ser absorvida no intestino, a gicatinge o sangue e, de |4, é transportada
para dentro das células e sera direcionada paessds/vias metabolicas, como a glicolise, a
via das pentoses-fosfato e a sintese de glicogEeiminger, 2014).

A frutose (GH1.0g), ou levulose, € conhecida como o aclUcar das sfrutk
organismo humano, a frutose é fosforilada em frib$osfato pela hexocinase, sendo
posteriormente catabolizada na glicolise. No figadatretanto, € transformada pela
frutocinase em frutose-1-fosfato, que é clivadadeimdroxiacetona-fosfato e gliceraldeido, o
qual é fosforilado ou reduzido a glicerol. Devidnfato de entrar na via glicolitica ap6s um
dos principais pontos de regulacédo, a fosfofrutms®al, um consumo excessivo de frutose
pode levar a saturacdo da via glicolitica, prodizielevadas quantidades de acetil-CoA e
consequentemente um aumento na biossintese des gradms e aumento do tecido adiposo
(Lehninger, 2014).

O consumo de carboidratos do tipo sacarose contmiuito para o aumento da
gordura corporal. Ao contrario dos carboidratos glexos, como os polissacarideos, a
sacarose promove aumento rapido da glicemia e goeste liberacdo de insulina. Esse
grande aumento na glicose plasmatica, combinado adiimeracdo de insulina, resulta na
rapida captacdo de glicose pelas células do figadin tecido adiposo, com sintese de
lipideos. As rapidas variacbes na concentracadickasg podem levar a uma hipoglicemia, a
uma menor eficiéncia na saciedade e levar a fonabafMon et al., 1999).

Vérios estudos em animais tém demonstrado que supumde uma dieta com alto
indice glicémico (um indicador da velocidade core guglicose ingerida em dado alimento é
capaz de atingir o sangue) aumenta o risco de ddmbsi(Storlien et al., 1988; Toida et al.,

1996). Além disso, também foi demonstrado que, doi@omparados animais com uma dieta
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rica em gordura com animais com dieta rica em ddrats, os ultimos tiveram maior
expressdo de NPY no ARC. Essa mudanca foi acomgarga uma supresséo acentuada da
expressdo da UCP1, demonstrando um diminuido patese termogénese nesses animais
(Giraudo et al., 1994).

Em humanos, o maior consumo de mono e dissacartdeose dado atraves de
bebidas adogcadas com sacarose/frutose. Essas debsfidao sendo consideradas um
importante contribuinte no ganho de peso e no atomém risco de diabetes mellitus 2 e
doencas cardiovasculares. Além disso, também foibdstrado que a ingestédo de liquidos é
menos eficiente no aumento da saciedade e na séprda ingestdo alimentar, sendo mais
um fator facilitador no desenvolvimento da obes&léichulze et al., 2004; Palmer & Boogs,
2008; Malik et al., 2010). Estudos de longo praaoompanhando entre 40.000 e 50.000
pessoas demonstraram que aquelas que consumirasnbetadas adocadas com sacarose
tiveram um aumento em média de 2 kg por ano quatoparadas com 0s controles
(Schulze et al., 2004; Palmer et al., 2008).

2.2.2. Adocgantes Artificiais

Considerando o baixo contetdo calérico dos AAspessoas os utilizam no lugar
dos acucares para perder ou manter peso. Os agdoamecem uma grande quantidade de
carboidratos rapidamente absorviveis, levando @ésidg excessiva de energia, ganho de peso
e sindrome metabdlica (Popkin & Nielsen, 2003;s52003; Schulze et al., 2004). Ha muitos
anos, acucares e outros adocantes caldricos téneaimcados entre os principais culpados da
crescente epidemia de obesidade, e os AAs ténceitkiderados como “alimento saudavel”
(de la Pefia, 2010). Entretanto, sera que os AAsesdie ajudam a reduzir o peso?

Surpreendentemente, dados epidemioldogicos tém idagexatamente o contrario.
Varios estudos prospectivos de larga escala témné&aclo uma correlacdo positiva entre o
uso de AAs e ganho de peso e/ou IMC, incluinddNational Health and Nutrition
Examination SurveyNHANES) e oSan Antonio Heart Studistellman & Garfinkel, 1986;
Colditz et al., 1990; Duffey & Popkin, 2006; Fowlgral., 2008). E interessante observar que
varios estudos tém feito observacdes similares eamgas, encontrando uma associacao
positiva entre 0 consumo de refrigerardext e o aumento do IMC (Forshee & Storey, 2003;
Berkey et al., 2004; Blum et al., 2005; Striegeldvioet al., 2006). Cabe ressaltar, entretanto,
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gue esses estudos encontraram efeitos mais pradescem meninos do que em meninas em

relacdo ao aumento do IMC.

2.2.2.1 Possiveis Mecanismos de Acao dos AdocArttésiais

Varios mecanismos comportamentais tém sido propgsica explicar a associacao
epidemioldgica entre o consumo de AAs e ganho de.pgpesar disso, a literatura ainda néo
exibe um consenso sobre quais realmente estaouapiat tendo alguns trabalhos sugerido
que estes podem agir sinergicamente.

A partir dos trabalhos de Swithers & Davidson emdetos animais (Swithers &
Davidson 2008; Swithers et al., 2009; Swithers let 2010; Swithers et al., 2013), foi
desenvolvida a hipétese de que 0 uso de AAs erdcaqa capacidade da percepgédo do sabor
doce em predizer energia e evocar as chamadasstaspuefalicas para preparar o trato
digestivo para o consumo alimentar. A fase ceféliaaalimentacdo refere-se as respostas
autondmicas e enddcrinas a estimulacdo dos sistegrasoriais (Zafra et al., 2006). O
consumo, especialmente de doces, leva a uma l&merde insulina na fase cefélica e,
consequentemente, a uma queda correspondente gentraigdo de glicose plasmatica (Bruce
et al., 1987). Essa queda na glicose plasmaticasegsegue a tal liberacdo de insulina pode
estar associada a sensacdes de fome e aumentgedtimnalimentar em curto prazo. Dados
de varios experimentos demonstraram que animaisapsimiam uma dieta sempre adocgada
com um AA (que nao predizia caloria) apresentavaionmassa corporal, acumulavam mais
gordura corporal e possuiam uma menor respostactéim consumo de alimentos do que
agueles animais expostos a uma dieta adocada cowseaylEssa hipdtese de que a exposicao
a AAs enfraguece as respostas cefélicas a alimédot®s ainda ndo possui testes definitivos
em humanos, necessitando de maiores estudos pidrcso a teoria.

Uma das descobertas mais interessantes nos ul@mos foi a existéncia de
receptores de sabor em outros locais aléem da litdaray et al., 2007; Mace et al., 2007,
Margolskee et al., 2007). A descoberta de receptdeesabor no trato gastrointestinal e no
pancreas sedimentou ainda mais essa teoria, colA®3snteragindo com esses receptores
nesses orgaos e influenciando a liberacéao de mas(Malaisse et al., 1998; Mace et al., 2007;
Margolskee et al., 2007; Nakagawa et al., 2009jagys et al., 2012). Contudo, a sensacéo de

recompensa acionada pelo alimento consiste deuvilasissensorial e pds-ingestdo (Avena et
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al., 2008). A via sinalizada na pés-ingestao depatws produtos metabdlicos do alimento
(Sclafani & Ackroff, 2004). A perda da contribuicamalorica geralmente elimina o
componente poés-ingestdo. Quando privados de alopeatos preferem uma solucdo de
glicose a uma de sacarina, independentemente @o, $sple pode ser mascarado utilizando
quinino (Sclafani & Ackroff, 1994). Desse modo, teido sugerido que a dissociagéo entre a
sensacao de sabor doce e a ingestdo cal6rica pod®wyer o apetite, conduzindo a uma
maior ingestao de alimentos e ganho de peso.

O sistema de recompensa estimulado pela alimentag@apartilha circuitos
cerebrais com outras atividades prazerosas conwoesaso de drogas (Small, 2002; Avena et
al., 2008), além de também compartilhar 0 mesmadigma comportamental com outras
formas de adicdo, o que inclui fendbmenos como dindneia (Avena et al., 2008). O
hipotalamo, que é um importante centro controladtorcomportamento alimentar, secreta
varios neuropeptideos para regular a energia, angal osmoético e o comportamento
alimentar e tem sido reconhecido como o mediadovidade recompensa pdés-ingestao
(Smeets et al., 2005; Avena et al., 2008). O nualeueado do hipotalamo é uma regido
posicionada proxima a capilares fenestrados na tashkipotalamo, o que o coloca em
contato com importantes hormdnios como a leptinay@ et al., 1996) e a insulina (Muroya
et al., 1999). Crescentes evidéncias sugerem cqpgaaeks artificiais ndo ativam o sistema de
recompensa da mesma maneira que os adocantessiatura

Ja foi demonstrado que uma unica dose de 200 md&a@spartame consegue
aumentar os niveis de tirosina e fenilalanina (PpEsmaticas em 142% e 62%,
respectivamente (Yokogoshi, et al., 1984). Os siw@ tirosina irdo aumentar como um
subproduto da oxidag¢édo da Phe no figado (Fernsti®88; Stegink et al., 1988). Esses niveis
elevados de Phe, devido ao consumo de aspartamerign potencialmente acumular no
cérebro, o que poderia levar a mudancas nas coacées de neurotransmissores. Foi,
contudo, demonstrada uma diminuicdo de neurotrasemds como serotonina (5-HT),
noradrenalina e dopamina (DA) no encéfalo de cawmnguok tratados com aspartame (Abdel-
Salam, et al., 2012). DA e 5-HT sdo importantesrateansmissores na regulacdo do
comportamento alimentar. Acredita-se que a DA e@gse comportamento via sistema
meso-hipotalamico por seus aspectos heddnicos esisiama nigroestriatal pelo gasto
energético (Berthoud & Morrison, 2008; PalmiterD20Gambarana et al., 2003). Apesar de
nao estar claro o papel especifico da DA na obdsjdaxistem fortes evidéncia de que uma
neurotransmissdo dopaminérgica defeituosa est&iadaocom obesidade tanto em animais

guanto em humanos. A 5-HT, por sua vez, possuifaitoenibitorio sobre o comportamento
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alimentar, tanto em roedores quanto em humanaose dog demonstrado por diversos estudos
nos quais a administracdo de compostos serotoignérgfeta o consumo alimentar e a
preferéncia por gordura (McTavish & Heel, 1992; iélall & Lawton, 1995; Lawton et al.,
1995; Simansky, 1996; White et al., 2000; Bray, 2QGan, 2001). Um estudo realizado por
Wurtman (1983) mostrou, em ratos, que altas doseaspartame conseguem suprimir o
aumento nas concentracdes de serotonina, que moemig ocorre apds a ingestédo de glicose.
Uma vez que varios estudos mostram que a serotpnimaove saciedade, a sua supressao
poderia, teoricamente, estimular o apetite.

Outra hipétese que tem se mostrado bastante panaigsque os AAs, através de
seus efeitos bacteriostaticos, poderiam estarféntetio com a microbiota do trato digestivo e
influenciando o metabolismo. Em um trabalho receBteez et al. (2014) demonstraram que
animais expostos durante 11 semanas a AAs tiveranmmaior pico de glicose quando
alimentados com alimento doce do que os contr8lesz et al. (2014) demonstraram que a
hiperglicemia induzida por AAs era transferivel gpanimais controle sem microbiota
intestinal que nunca tinham sido expostos a sagamas que receberam um transplante fecal
de ratos alimentados com sacarina ou de uma miteobicubada em vitro em presenca de
sacarina. Consistente com esses estudos, Palmahs(2014) demonstraram os efeitos do
aspartame sobre a microbiota intestinal e sobretalmlismo.

Na literatura, séo discutidas outras teorias, alés) citadas acima, sobre como os
AAs atuam para influenciar o metabolismo, e vareecanismos, que ndo sdo mutuamente
excludentes, poderiam explicar a associacdo pashdenxire o consumo de AAs e as
alteracdes metabdlicas observadas nos estudosnepidgicos. Apesar desses estudos
demonstrando uma associacdo entre o consumo de Aissirbios metabolicos em humanos
(Dhingra et al., 2007; Fowler et al., 2008; Lutgt\al., 2008) e de todos os dados mostrando
a causalidade entre a exposicdo a AAs e distuniesbolicos em animais (Swithers &
Davidson, 2008; Corey et al., 2012; Kyriazis et 2012; Swithers et al., 2013), muito ainda é
necessario para entender exatamente como essgauercontece.

2.2.2.2 Sacarina

A sacarina é um produto que possui um amplo usondustria alimenticia, podendo

ser encontrada em refrigerantes, produtos de pag#o, geleias, conservas de frutas, doces,
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molhos para saladas, coberturas de sobremesa, @@meascar e como adocante de mesa
(Shankar et al., 2013). Em 1977, ap0s estudos hareru o uso de sacarina com uma maior
propensdo ao desenvolvimento de cancer de bexigaammais, oFood and Drug
Administration(FDA), 6rgéo de regulacédo dos EUA, prop0s baniragpto. Apdés um avido
protesto dos consumidores, uma moratéria foi emipidlo Congresso Nacional daquele pais
sobre a deciséao final de banimento. Estudos postsrdemonstraram que o cancer de bexiga
associado ao consumo de sacarina seria espec#itisialogia dos roedores (Kroger et al.,
2006). A sacarina ndao é metabolizada no trato gaststinal e, portanto, ndo afeta os niveis
de insulina no sangue, o que faz com que esser#dmgja indicado a pacientes diabéticos.
Diversos estudos com animais tém associado o usagdeina com o ganho de peso.
Em um estudo no qual os animais eram expostos axisaocou glicose 1 hora antes da
refeicdo, o AA gerou um aumento de peso 20% mé&withiers & Davidson, 2008). Estudos
recentes tém sustentado a hipétese de que a sacassim como outros AAs, leva a uma
dissociacdo entre a percepcdo do gosto doce eeat@mgcaldrica consequente, induzindo
maior consumo energético e ganho de peso por nés hacompensacao calodrica que ocorre
normalmente (Davidson et al., 2011). Adicionalmentéros autores constataram que o sabor
doce da sacarina pode também induzir secrecdo sidin@, de forma independente do
conteudo energético ou da glicemia (Berthoud etl880; lonescu et al., 1988; Malaisse et
al., 1998; Jang et al., 2007; Just et al., 2008)itdidessa secrecdo independente de insulina
parece ocorrer através da interacdo da sacarinaexmeptores de sabor existentes em células
beta-pancreaticas (Nakagawa et al., 2009; Al-Satedd., 2011). Essa liberacdo de insulina
pelas células beta vai estimular o armazenamengtiasse circulante tanto no figado quanto
nos tecidos. Desta maneira, o consumo do AA refiléan baixos niveis glicémicos e um
aumento na secrecdo de insulina, o que potencializa comportamento alimentar e a

captacao da glicose.

2.2.2.3 Aspartame

O ASP é um po branco, cristalino e inodoro, 180-28@es mais doce que a
sacarose, que é hidrolisado completamente em ulmautos: Phe (50%), acido aspartico
(40%) e metanol (10%) (Rowe et al., 2009). Devidessa metabolizacdo, € obrigatério um

aviso no rétulo de todos os produtos contendo A@Pa pndividuos portadores de
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fenilcetonuria. Aprovado para uso na industria afiticia somente em 1981, € o AA que
possui maior polémica na literatura cientifica, deerum dos aditivos alimentares mais
estudados antes de receber o selo de aprovacad-PAIqStegink, 1984). O uso do ASP
como um agente adocante tem sido controverso pm @éevido aos efeitos prejudiciais de
altas concentragfes dos seus metabdlitos, o queofezque fosse estabelecida uma dose
aceitavel para consumo de 40 mg/kg por dia (Eurmop€ammission of Food, 2002,
Magnuson et al., 2007). Estudos tém demonstradooguprincipais consumidores desses
produtos sao criancas e mulheres em idade féuildi@r et al., 2012; Maslova et al., 2013).

Apesar de ser liberado para o uso, a literatureesmlseguranca do aspartame tem se
mostrado bastante controversa. Por um lado, algsimslos demonstraram que o aspartame é
seguro e nao causa tumores cerebrais (Ishii, B@thko et al, 2002). Por outro lado, Olney
e colaboradores (1996) reportaram que o0 aspartadegstar associado com um aumento na
incidéncia de tumores cerebrais. Além disso, owsigdos tém demonstrado que o consumo
deste adogante esta relacionado com neurotoxicigiluiéstian et al., 2004; Tsakiris et al.,
2005; Bergstrom et al.,, 2007; Gallus et al., 20Bpperts, 2007; Soffritti et al., 2007;
Whitehouse et al., 2008), com 0 aumento do riscdadenvolvimento de leucemia (Soffritti
et al., 2005, 2006, 2007), assim como canceregyddd e de pulmao (Soffritti et al., 2010).

Ao longo dos anos, diversos estudos tém relaciopaclinsumo de aspartame com
uma possivel desregulacdo do metabolismo. Hill &BEell (1986) relataram que o0 consumo
de aspartame resultou em aumento do apetite. Nodanb990, Tordoff e colaboradores
observaram que uma estimulacdo oral por aspartatreyés de uma goma de mascar,
aumentava a sensacdo de fome, e sugeriram queefesige se daria através de reflexos
cefalico-hepéticos. Lavin et al. (1997) realizaram estudo no qual avaliaram os efeitos de
limonadas adocadas com aspartame ou sacarose emer@suicom uma dieta restritiva.
Durante o primeiro dia do estudo, o consumo degidoi um pouco inferior ao beber a
limonada adogada com sacarose, indicando talvezm@woanismo de compensag&do na
ingestao de calorias. No segundo dia, entretantonsumo de energia foi significativamente
maior no grupo da limonada adogcada com aspartamee cugere que, quando em restricao
alimentar, substituir as bebidas adocadas com asegor bebidas dietéticas ndo reduz a
ingestao total de energia e pode até resultar emmaior consumo.

Varios estudos em animais tém tentado explicar comamnsumo de ASP pode levar
o individuo a desenvolver doencas metabodlicas. Caramentado acima, entre o0s
mecanismos mais prevalentemente hipotetizados taovise: a) ativacao de receptores de

sabor doce no intestino, 0 que aumentaria a alsaledlicose (Margolskee et al., 2007;
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Pepino et al., 2011), b) alteragdo da microbiotestmal (Abou-Donia et al., 2008; Pepino et
al., 2011), c) indugéo de estresse oxidativo (€amtliet al., 2012a; Collison et al., 2012b), d)
alteracdo de neurotransmissores cerebrais (AbdiatrSat al., 2012), e) comportamento
alimentar compensatorio (Swithers et al., 2013).

Portanto, o aspartame e seus metabdlitos poderdemgalmente prejudicar uma
série de processos corporais, incluindo metabolidenaminoacidos, estrutura e metabolismo
de proteinas, integridade dos acidos nucleicos;ofs neuronais e equilibrio enddcrino.
Esses prejuizos, se ocorridos durante o desenvainarfetal, poderiam levar a alteracdes

permanentes na circuitaria neural e no metabold#sses neurotransmissores.

JUSTIFICATIVA

Adocantes artificiais sdo mais comumente utilizasdos bebidas carbonadas,
entretanto também podem ser encontrados em umaegrariedade de produtos, como
comidas para bebés e comidas congeladas. Com uegisdado diversa de produtos
disponiveis contendo adocgantes artificiais, € pregue uma pessoa possa entrar em contato
com eles durante a vida toda, simplesmente ao faEer escolhas do dia a dia em comidas e
bebidas (Yang, 2010). Sabe-se que diferentes eniedes no periodo gestacional produzem
diversos efeitos sobre os filhotes. O conheciman&speito de como fatores precoces podem
influenciar a saude do individuo em longo prazoeéfahdamental importancia para a
proposta de medidas de saude publigaesar de existirem varios trabalhos demonstrando
uma relacdo entre o consumo de adocantes arsfigai certos periodos da vida e o
desenvolvimento de obesidade, a literatura € nestassa quanto a trabalhos avaliando os
efeitos da exposicdo prolongada a adogantes duvgmeeiodo gestacional e de aleitamento,

sobre o comportamento e parametros metabdlicoldotes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Devido ao crescente e disseminado uso de AA, camketos mais aprofundados
sobre os possiveis efeitos de exposicdes cronieas diferentes fases da vida sdo de grande
importancia e os conhecimentos adquiridos em exgstos com animais podem gerar
hipoteses e questdes relevantes a fisiologia humana

O objetivo da presente investigacdo foi, portardode estudar os efeitos da
exposicao cronica a dois dos principais AAs utdiza comercialmente, durante o periodo
pré-natal, sobre diversos parametros comportanseatdio metabolismo energético na vida

adulta.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos da exposicado cronica a AAs pasiodo pré-natal sobre a
atividade locomotora e a ansiedade na vida adulta

2. Avaliar os efeitos da exposicdo crénica a AAspaoiodo pré-natal sobre o
consumo alimentar de racdo padrao ou alimentossdoaevida adulta, durante o jejum e
durante o estado alimentado na idade adulta.

3. Avaliar os efeitos da exposicao crénica a AAgpadodo pré-natal sobre o ganho
de peso e sobre as gorduras epididimais e rettopeais na idade adulta.

4. Avaliar os efeitos da exposicao cronica a AApanodo pré-natal sobre os niveis
plasmaticos de glicose e lipideos (colesterol tdipbproteina de alta densidade (HDL) e
lipoproteina de baixa densidade (LDL)) na idaddtadu

5. Avaliar os efeitos da exposi¢do cronica ao A8Pperiodo pré-natal sobre os
niveis plasmaticos de leptina na idade adulta.

6. Avaliar os efeitos da exposicdo crbnica ao ABPperiodo pré-natal sobre os
receptores 5-HT1B e 5-HT2C no estriado e sobreepter IGF-1/IR no hipotalamo na idade
adulta.
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4 METODOS E RESULTADOS

Os meétodos e resultados serdo apresentados na @errdais artigos, o primeiro
deles publicado na revistAppetite e 0 segundo, submetido a revidavironmental
Toxicology and Pharmacology
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The use of artificial sweeteners has increased together with the epidemic growth of obesity. In addition
to their widespread use in sodas, artificial sweeteners are added to nearly 6000 other products sold in
the US, including baby foods, frozen dinners and even yogurts. It has been suggested that the use of
nonnutritive sweeteners can lead to body weight gain and an altered metabolic profile. However, very
few studies have evaluated the effects of maternal consumption of artificial non-caloric sweeteners on
body weight, feeding behavior or the metabolism of offspring in adult life. In this study, we found that
animals exposed to aspartame during the prenatal period presented a higher consumption of sweet foods

Z?tli‘g(c)irjlséweeteners during adulthood and a greater susceptibility to alterations in metabolic parameters, such as increased
Obesity glucose, LDL and triglycerides. These effects were observed in both males and females, although they
Feeding behavior were more pronounced in males. Despite the preliminary nature of this study, and the need for further
Metabolism confirmation of these effects, our data suggest that the consumption of sweeteners during gestation may
Aspartame have deleterious long-term effects and should be used with caution.

Gestation © 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Introduction 2010). Furthermore, the use of saccharin or aspartame is associ-

The global prevalence of obesity continues to remain high and
is directly associated with a dramatic increase in healthcare ex-
penses as medical costs to treat obese patients are 42% higher than
for normal-weight patients. The annual costs of obesity for the
medical system in the United States alone is estimated to be as high
as $147 billion (Finkelstein, Trogdon, Cohen, & Dietz, 2009; Ogden
et al., 2006). Therefore, the need to better understand factors that
are associated with weight gain and obesity is an important public
health as well as an economic issue.

The increased prevalence of obesity has been attributed to the
increased dietary intake of high-fat foods, sugar and other caloric
sweeteners, and reduced physical activity (Andersen, 2000). To coun-
terbalance this problem, individuals have replaced sugar for artificial
non-caloric sweeteners in an attempt to lose or maintain weight.
Recently, however, a number of studies have questioned the long-
term effectiveness of replacing sugar with artificial sweeteners.
Increased Non-nutritive sweetener (NNS) consumption is associ-
ated with an increase in body weight (Fowler et al., 2008; Mattes
& Popkin, 2009; Stellman & Garfinkel, 1988) and the increased prev-
alence of obesity (Fowler et al., 2008; Popkin & Nielsen, 2003; Yang,

* Acknowledgements: Financial support: National Research Council of Brazil (CNPq),
and PRONEX, CAPES, FAPERGS/CNPq 10/0018.3.
* Corresponding author.
E-mail address: edutoigo@gmail.com (E. von Poser Toigo).

http://dx.doi.org/10.1016/j.appet.2014.12.213
0195-6663/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

ated with an increased sensation of hunger (Appleton & Blundell,
2007; Blundell & Green, 1996; Lavin, French, & Read, 1997, Rogers,
Carlyle, Hill, & Blundell, 1988). However, these were performed in
adult animals and, to our knowledge, very few studies have
evaluated the effects of the maternal consumption of artificial non-
caloric sweeteners on body weight, feeding behavior or metabolism
of pups.

It has been reported that maternal diet composition and quality
have a major influence on the metabolic development of off-
spring. Maternal obesity and over-nutrition may alter the
hypothalamic leptin sensitivity (Férézou-Viala et al., 2007) and in-
crease the expression of hypothalamic appetite-regulating peptides
in the offspring. In addition, dams that consumed ad libitum
high-fat (HF) or high-carbohydrate (HC) diets during gestation and
lactation gave birth to pups with altered production and action of
hypothalamic neuropeptides, such as neuropeptide-Y, and other mol-
ecules involved in the regulation of appetite and metabolism (Beck,
Kozak, Moar, & Mercer, 2006; Cerf et al., 2010; Chang, Gaysinskaya,
Karatayev, & Leibowitz, 2008; Chen & Morris, 2009; Kozak, Burlet,
Burlet, & Beck, 2000; Kozak et al., 1998; Kozak, Richy, & Beck, 2005;
Morris & Chen, 2009; Page, Malik, Ripple, & Anday, 2009). Thus, it
is clear that maternal nutrition and environment during early de-
velopment may markedly affect behavior and metabolism later in
life (Jackson, Burdge, & Lillicrop, 2010) as well as the differentia-
tion of the neuroendocrine system that regulates energy homeostasis
which begins during the pre-natal period (Grove, Grayson, Glavas,
Xiao, & Smith, 2005). Yet, few studies have investigated maternal
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diet and metabolism of offspring using artificial sweeteners during
pregnancy. Thus, the aim of our study was to determine the effect
of chronic consumption of artificial sweeteners during pregnancy
on the metabolism and feeding behavior of pups as they reach
adulthood.

Materials and methods

For the present study, we used 16 adult female Wistar rats
(90 days of age at the beginning of the treatment), weighing 150-
200 g and their offspring. The animals were divided into 4 groups;
control (receiving water), sucrose (45 g/L), saccharin (1.35 g/L) and
aspartame (2 g/L). The experimentally-naive animals were housed
in groups of three to five, according to their groups, in home cages
made of Plexiglas material (65 x 25 x 15 cm) with the floor covered
with sawdust. They were maintained under a standard dark-light
cycle (lights on between 7:00 and 19:00 h), at a room tempera-
ture of 22 + 2 °C. The rats had free access to food (standard rat chow)
and water (or the different solutions). The compounds were ad-
ministered in the drinking water as the only source of water for 30
days. Subsequently, the females were placed with a male, in a ratio
of 3 to 1, in order to mate. Animals were then monitored and ap-
proximately 5 days prior to delivery, the dams were isolated. The
animals continued receiving the treatment until giving birth. After
birth all animals received free access to water and standard lab chow
and all litters were standardized at 8 animals per mother. At 21 days
post-partum the pups were separated from the dams and divided
by sex. The animals were left undisturbed until the start of behav-
ioral procedures with free access to standard chow and tap water.
At 112 days of age the animals were killed by decapitation in order
to perform the biochemical evaluations. No more than two animals
per sex per litter were used per experiment. All studies were ap-
proved by the Institutional Ethical Committee and followed the
recommendations of the International Council for Laboratory Animal
Science (ICLAS) and of the Federation of Brazilian Societies for
Experimental Biology.

Behavioral procedures
Habituation to the new foods

From 60 days of age, rats were habituated to a novel environ-
ment containing new foods. During this period, they were placed
in a lighted rectangular box (40 cm x 15 cm x 20 cm) with floor and
side walls made of wood and a glass ceiling. Ten Froot Loops®
(Kellogg's® - pellets of wheat, cornstarch and sucrose) were placed
at one end of the box. The animals were habituated to this envi-
ronment during 5 days, 3 min each day, under food restriction (80%
of habitual ingestion of standard lab chow) in order to avoid the
neophobic effect of presenting a food other than the usual rat chow.
After the habituation session, the animals were fed ad libitum and
exposed to a 3-min test session, 24 h later. Time spent until the
initiation of eating and the number of ingested Froot Loops®
were evaluated in each trial and in the test session. A protocol was
established so that when the animals ate part of the Froot Loops®
(e.g., 1/3 or 1/4), this fraction was considered.

Open-field test

At 70 days of age the animals were submitted to the open-field
test which consisted of an open wooden arena (60 x 40 cm) with
12 equally-divided areas measuring 15 x 13.3 cm and fifty-centimeter
high wall. The front wall was made of glass, which allowed the ob-
servation of the animal by the researcher. The open-field test was
originally described to study emotionality (reviewed by Prut &
Belzung, 2003) and has been extensively used to evaluate motor

activity, having the ability to detect and quantify both increased
and decreased motor activity due to pharmacological and non-
pharmacological factors (Frussa-Filho et al., 2010). The number of
line crossings and the time in the central area were recorded for a
5 min period as a measurement of locomotor activity.

Elevated plus maze

At 73 days of age the animals were evaluated for anxiety by being
submitted to the elevated plus maze that consisted of two oppos-
ing open arms (48.5 x 10 cm), two opposing enclosed arms with no
roof (48.5 x 9.5 x49 cm), and an open area (13 x 10 cm) in the center.
The maze was elevated 50 cm above the floor. The behavioral test
was conducted in the same observational room using red light il-
lumination. The animal was placed in the center of the plus maze,
facing one of the open arms, and remained in the apparatus for
5 min. Rats tend to avoid unprotected areas of a novel environ-
ment. Therefore, they will typically explore the arms with walls,
avoiding the open arms. When the animal stays longer in the closed
arms, and rarely ventures out to the open arms, this behavior is
interpreted as anxious-like (Bertoglio & Carobrez, 2010); thus the
number of entries and the time spent in the open or enclosed arms
were recorded to assess anxiety.

Chocolate and lab chow consumption

To evaluate the feeding behavior of treated animals when they
had free access to a high caloric sweet food, 1 male and 1 female
animal per litter were chosen at random and from the ages of 80
to 110 days the animals were exposed to a free choice between stan-
dard chow and chocolate. The consumption of both foods was
measured on a daily basis.

Blood collection and evaluation of abdominal fat

At 112 days of life the animals were killed by decapitation
between 10:00 and 16:00 h, and the trunk blood was collected using
EDTA, centrifuged at 4 °C at 1000 g, and plasma separated and stored
at —80 °C until analysis. The epididymal and retroperitoneal fats were
dissected and weighed on a precision scale.

Plasma lipids and glucose (blood biochemistry)

Total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL),
and triglyceride analyses were performed on EDTA plasma collect-
ed. TC and triglycerides were measured by enzymatic method kits
(Wiener Lab, Argentina). HDL concentrations were measured by a
system for selective precipitation of Low and Very Low Density Li-
poproteins (LDL and VLDL) and HDL cholesterol measurement in
the supernatant, using an end-point reaction, as described in the
HDL Kit (Labtest, Brazil). Low-density lipoprotein cholesterol (LDL)
was calculated using the Friedewald formula. Plasma glucose was
measured by the glucose oxidase method (Wiener Laboratories,
Rosario, Argentina). All analyses were performed on a Spectra Max
M5 autoanalyzer.

Statistical analyses

Results are expressed as mean and standard deviation. All data
were analyzed by one-way ANOVA; a post hoc Duncan test was em-
ployed when appropriated to compare the differences between the
groups. Since the present study presented multiple comparisons,
we applied the Bonferroni correction to diminish the false discov-
ery rate and P < 0.001 was considered statistically significant. All data
were analyzed using SPSS software, made by IBM, New York.



170
Results

Fluid consumption was evaluated during treatments and each
animal was found to consume approximately 30 mL fluid/day (data
not shown). Figure 1 demonstrates that males from the groups whose
mothers were treated with sucrose and saccharin did not present any
increase in the number of entries in the closed arms [F(3,26) = 3.46,
p=0.03] (Fig. 1A) of the apparatus. On the other hand, females from
the group whose mothers were treated with aspartame showed a
reduced number of entries in the closed [F(3,36)=11.47, p<0.001]
and open arms [F(3,36)=6.60, p <0.001] (Fig. 1B). As also shown in
Fig. 1, both males and females spent more time in the closed arms
[males, F(3,26) = 134, p < 0.001; females, F(3,36) =135, p<0.001] and
less time in the open arms [males, F(3,26) = 29.94, p <0.001; females,
F(3,36)=34.33, p<0.001] (Fig. 1C and D, respectively). In order to
assess whether these effects were due to altered motor activity, the
open-field test was performed, which did not show any differences
between the groups (data not shown).

Using repeated measures ANOVA, male pups whose mothers were
treated with aspartame Froot Loops® ate more compared to the
saccharin-treated group as shown for both within subjects
F(12,104)=3.98 (p=0.001) and between subjects effect F(3,26)=6.89
(p<0.001), Fig. 2A. In addition, female animals whose mothers were
treated with aspartame ate more Froot Loops® during the five-
day trial compared to all other groups [within subjects effects
F(12,168) =4.54, p < 0.001; between subjects effects, F(3,42) =7.27,
p<0.001, 2B]. In the test session, offspring from mothers treated
with aspartame showed increased Froot Loops® consumption,
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for both males and females [males, F(3,26) =39.8, p < 0.001; females,
F(3,42)=63.66, p <0.001].

There was no statistically significant increase in the consump-
tion of calories from chocolate in the aspartame group [F(3,15)=4.32
p=0.022], when this type of food was offered chronically (Fig. 3).
As food consumption was measured in home cages with 3 to 4
animals per cage, data for males and females were analyzed together.

As shown in Fig. 4A, an increase in weight gain was observed in
males whose mothers were treated with aspartame and saccharin
[F(3,26)=21.6, p<0.001]; the same result was not observed for
females whose mothers were treated with aspartame [F(3,36) =3.05,
p=0.041]. However, Fig. 4B shows that the increase in gonadal fat
depots in males of the sucrose and aspartame groups is not statis-
tically significant [F(3,26) = 3.29, p = 0.036] and the same effect was
also observed in the retroperitoneal fat depots in the females of the
saccharin group [F(3,36) =3.36, p=0.029].

Plasma lipids values are presented by group in Fig. 5. An in-
crease in cholesterol and LDL in the sucrose and aspartame treated
groups was determined for both in males [F(3,26)=19.02, p<0.001];
[F(3,26)=15.80, p<0.001] and females [F(3,36)=8.38, p=0.001];
[F(3,36)=12.57, p<0.001] as shown in Fig. 5A and B. It was also ob-
served that females from the saccharin-treated group presented
increased LDL [F(3,36)=12.57, p<0.001]. Males of the sucrose
and aspartame groups presented an increase in triglycerides
[F(3,26)=20.82, p <0.001] compared to the control group (Fig. 5D).
Finally, plasma glucose levels were increased in the group whose
mothers were treated with aspartame, as shown in Fig. 6 [males,
F(3,26)=11.18, p < 0.001, females, F(3,36)=20.57, p < 0.001].
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Fig. 1. Effect of chronic consumption of sweeteners by the dam on adult offspring performance in the plus maze test: (A) number of entries on closed arms; (B) number of
entries in open arms; (C) time spent in the closed arms; (D) time spent in the open arms. # different from all other groups.
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Discussion and conclusion

As the global prevalence of obesity continues to increase, it is
important to determine factors that promote excess weight gain.
Recent studies have associated the increase in food consumption
and consequently in weight gain with the increase in the use of NNS
(Fowler et al., 2008; Mattes & Popkin, 2009; Yang, 2010). The present
study provides additional support to this idea by demonstrating that
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Fig. 3. Effect of chronic consumption of sweeteners by mother on homecage choc-
olate consumption by adult offspring.

offspring of dams that consumed aspartame during pregnancy, when
evaluated as adults, showed increased consumption of palatable
foods and gained more weight, as well as exhibited more anxiety-
like behavior, when compared to controls. Additionally, offspring
of dams that consumed aspartame also had higher plasma glucose,
total and LDL-cholesterol when compared to control subjects. In the
case of the sucrose group, an increase in total cholesterol and LDL
cholesterol was observed, as well as an increase in serum triglyc-
erides in males.

Recent studies have suggested that consumption of artificial
sweeteners may lead to an increased risk of excessive weight gain,
metabolic syndrome, type 2 diabetes, and cardiovascular disease
(Duffey, Steffen, Van Horn, Jacobs, & Popkin, 2012; Lutsey, Steffen,
& Stevens, 2008; Yang, 2010). Several large-scale prospective cohort
studies have found a positive correlation between artificial sweet-
ener use and weight gain in adults (Colditz et al., 1990; Fowler et al.,
2008; Stellman & Garfinkel, 1988) and in children (Berkey, Rockett,
Field, Gillman, & Colditz, 2004; Blum, Jacobsen, & Donnelly, 2005;
Striegel-Moore et al., 2006). Consistent with the findings of our study,
artificial sweeteners appear to have more effects in males than in
females (Berkey et al., 2004). However, these similarities must be
viewed with a great deal of caution, given the fact that these studies
were performed in consumers of sweeteners, and that effects were
not evaluated in the consumers’ offspring.

With regards to feeding behaviors and dietary intake, recent
studies suggest that artificial sweeteners do not activate the food
reward pathway in the same manner as natural components as there
is a lack of a caloric contribution to eliminating the post-ingestive
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all other groups.

component. The absence of complete satisfaction, due to the
failure to activate this post-ingestive factor, enhances food-seeking
behavior, which may contribute to obesity. Despite the fact
that aspartame is usually completely hydrolyzed (Rycerz &
Jaworska-Adamu, 2013), when pregnant animals are subjected to
chronic, high levels of this sweetener, some may reach the fetus.
In animals that were subjected to aspartame throughout their pre-
natal development, their ability to activate the post-ingestive factor
of the food reward pathway may be affected, or underdeveloped,
losing, at least in part, this hypothalamic control of food inges-
tion, especially concerning sweet foods. We found that animals
whose mothers consumed aspartame during pregnancy con-
sumed more energy than those born to mothers fed a standard diet,
both during short-term and in a long-term exposure to palatable
food. These findings suggest that animals chronically subjected to
aspartame during the prenatal period could have developed a less
efficient mechanism of satiety or a distinct mechanism of reward
related to palatable food, which could lead to compensatory over-
eating and positive energy balance later on in life, even if the
exposure to the sweetener occurred in the past, during the intra-
uterine life. However, due to the novelty of the subject, further
studies must be performed in order to confirm or deny the present
findings.

We found that animals with perinatal exposure to aspartame de-
veloped an anxiety-like behavior as adults. Similar to our findings,
other studies have demonstrated that perinatal decreases in sero-
tonin, which may be generated by chronic exposure to high levels
of Phe can lead to increased anxiety-like behavior in adults (Gross
et al., 2002). In fact, studies have suggested that, in rodents, chronic
treatment with aspartame (Christian et al., 2004; Dow-Edwards,
Scribani, & Riley, 1989) and its exposure prenatally may cause be-
havioral differences and learning impairment, suggesting the
possibility of an effect on pathways related to learning and devel-
opment in the brain (Humphries, Pretorius, & Naude, 2008).
Specifically, a single dose of 200 mg/kg of aspartame can increase
plasma tyrosine and Phe levels by 142% and 62%, respectively in rats
(Yokogoshi, Roberts, Caballero, & Wurtman, 1984). Furthermore, ty-
rosine will increase as a breakdown by-product of Phe in the liver
(Fernstrom, 1988; Stegink, Filer, & Baker, 1988) and the aspartame-
induced elevated levels of phenylalanine could potentially
accumulate in the brain, leading to changes in regional brain con-
centrations of neurotransmitters (Abdel-Salam, Salem, & Hussein,
2012). In addition, it has been demonstrated that a tryptophan-
deficient diet during the neonatal period can also lead to an increase
in anxiety-like behavior in adult life (Zoratto, Fiore, Ali, Laviola, &
Macri, 2013). Our results are consistent with other studies that have
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found an increase in the consumption of sweet foods in associa-
tion with anxiety-like behavior (Ely et al., 1997; Silveira et al., 2000).
Thus, aspartame and its components could potentially disrupt a wide
range of processes in the body. This disruption, if occurring during
fetal development, could lead to permanent alterations in brain
circuits and in the metabolism of these neurotransmitters.
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Fig. 6. Effect of chronic consumption of sweeteners by mother on adult offspring
serum glucose. # Different from all other groups.

Regarding post-natal metabolism, we found an increase in the plasma
glucose levels in the animals whose mothers were treated with aspar-
tame, both males and females. It is generally agreed that Phe is actively
transported across the placenta (Pueschel, Boylan, Jackson, & Piasecki,
1982), resulting in an increase in placental Phe dependent on mater-
nal consumption. In rodents, high levels of accumulated Phe may be
converted into other metabolites (Gazit, Ben-Shlomo, Ben-Shachar,
Karnieli, & Katz, 1998; Scriver, Kaufman, Eisensmith, & Woo, 1995) that
could interfere with normal metabolism (Gazit, Ben-Abraham, Rudin,
& Katz, 2003; Gazit et al., 1998). In rodents, phenylalanine hydroxy-
lase activity is absent until the end of gestation (Tourian, Treiman, &
Carr, 1972; Yeoh et al.,, 1988). It is improbable that the concentration
of phenylalanine in the brains of offspring is as high as that found in
hyperphenylalaninemia, but a small chronic alteration in neuronal
glucose homeostasis during prenatal development could lead to per-
manent changes in this parameter. Taken together, these disturbances
could explain the mechanism underlying the perturbation in glucose
homeostasis observed in our study.

In conclusion, we present one of the first studies showing the effects
of gestational aspartame ingestion on offspring health as animals were
found to develop a higher susceptibility to altered metabolic param-
eters, as well as augmented risk factors for cardiovascular disease. These
effects were observed both in males and females, although they were
more pronounced in males. This study is one of the first to indicate a
possible deleterious effect of artificial sweeteners consumption during
gestation. Still, other studies are needed to confirm and elucidate the
mechanisms involved in the development of these effects.
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ABSTRACT

The use of artificial sweeteners have grown in éamdvith the obesity epidemic.
Among these sweeteners, aspartame is the oneabatrisen most controversy around its use.
Many studies have suggested that the use of aspartan lead to disruptions in the
metabolic profile. Nonetheless, very few studievehavaluated the effects of chronic
exposure during the prenatal period and its effetihe adult metabolism of the offspring. In
this study, we found that animals exposed prenatallaspartame presented higher levels of
plasma leptin alongside a decrease in the receptoadved in the insulin pathway in the
hypothalamus as they reach adulthood. These dgtgesuthat aspartame consumption during
pregnancy can lead to deleterious long-term effacthe offspring and may act as a risk
factor to insulin resistance and higher suscefiifbib develop metabolic disorders later in
adulthood.

Keywords: metabolism; aspartame; leptin; insulin; pregnancy.
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Introduction

Several studies have shown that a poor nutriti@viged during fetal and neonatal
life can lead to disorders in later life, such Bssity and cardiovascular disease (Grove et al.,
2005, Beck et al., 2006; Férezou-Viala et al., 2@atf et al., 2010). Despite the fact that the
consumption of aspartame has been increasinglyciassd with health problems such as
overweight, obesity, type 2 diabetes, and metalsyldrome (Malik et al, 2006; Johnson et
al, 2009; Malik et al, 2010; van Baak and Astrup0®), very few studies have evaluated the
effect of maternal consumption of aspartame on lbodita parameters of pups (von Poser
Toigo et al., 2015).

A previous study from our laboratory demonstratbdt texposure to aspartame
during the prenatal period can increase the subdédgt to alterations in metabolic
parameters, such as increased serum glucose, LdLrigiycerides, besides altering feeding
behavior (von Poser Toigo et al., 2015). Theseltesuggest altered control of food intake
and energy balance in the pups whose mothers weresed to aspartame during pregnancy;
the changes observed could represent a higher rabliiey of these animals to metabolic
syndrome, a set of metabolic abnormalities as agln important pathophysiological factor
in the development of type 2 diabetes, cardiovascahd liver diseases (Biddinger and Kahn,
2006).

Insulin resistance is a major metabolic featurelmdsity and a central component of
the metabolic syndrome. Studies have shown thatimbke growth factor 1 (IGF-1) and
insulin receptor plays a critical role in brain ghse metabolism (Cheng et al., 2000) and
feeding behavior (Obici et al., 2002; Niswendeiakt 2003; Hallschmid et al., 2004). It is
well established in the literature that the impa&ntof insulin signaling in the hypothalamus
can alter the regulation of food intake (Schwattale 1992; Baskin et al., 1999; Carvalheira
et al., 2001; Obici et al., 2002; Torsoni et aDP2). In addition, the weight gain associated
with insulin resistance has been attributed to aefe insulin signaling in the hypothalamus
(Figlewicz et al., 1985; Ikeda et al., 1986; Schwaat al., 1992; Bruning et al., 2000; Kahn
and Flier, 2000; Obici et al., 2002).

Adipose tissue is the main endogenous source adlaiing lipids as well as the site
of production and secretion of several hormones@mokines, including the adipocytokine
leptin (Zhang et al., 1994; Kershaw and Flier, 2004 obesity, high concentrations of plasma

leptin are observed, and this situation may leadeftin-resistance, that is associated to
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metabolic diseases, including insuling resistanue type 2 diabetes (Ceddia et al., 2002).
Conversely, weight loss is associated with reduaciio leptinemia and increased insulin
sensitivity (Sivitz et al., 1997; Chinookoswongaét 1999).

Several studies have shown that aspartame canadectiee levels of monoamines,
such as dopamine, norepinephrine and serotoninT{5#Hdifferent brain regions (Bergstrom
et al. 2007; Andolina et al., 2011). Serotonin, drey its known role in anxiety, has been
shown to powerfully inhibit feeding in rodents whemnected into various brain regions
(Leibowitz et al., 1988), and drugs which incre&sHT availability in the synaptic cleft,
such as fluoxetine (Goldstein et al., 1994), defidieamine (McTavish and Heel, 1992) and
sibutramine (Lean, 1997), cause weight loss in ®fesnans. In addition, numerous 5-HT
receptors have been identified and some of thene baen implicated in modulating food
intake, such as the 5-HT1B and 5-HT2C, which mayimmeng the receptors that mediate 5-
HT's anorexic effect (Bendotti and Samanin, 1988¢cM et al., 1990; Grignaschi et al., 1996;
Bonhaus et al., 1997).

Brain reward systems play an important role in fiegdbehavior and consequently in
the pathophysiology of obesity (Saper et al., 200akelstein et al., 2005; Volkow and Wise,
2005; Lutter and Nestler, 2009; Kenny, 2011). Thisrea large body of research using
different kinds of reward paradigms that underpi@ substantial account of serotonin (5-HT)
in reward (Ahn et al., 2005; Cools et al., 2005¢eEsvet al., 2005; Vollm et al., 2006; Walker
et al., 2006, 2008; Ding et al., 2009). Studiesdlghout the last decades have established 5-
HT as a satiety generating signal in the brain jB&il, 1992; Lam and Heisler, 2007) and
demonstrated that serotoninergic disturbances @apefuate excess eating and lead to
obesity.

Given the fact that in our previous study we obsdrthat animals exposed to
aspartame in the prenatal period showed increagsegumption of sweet foods, increased
weight gain and higher glycemia (von Poser Toigalgt2015), pointing to altered control of
food intake and energy balance, and since the hgfarhus is the brain region responsible for
these functions (Smeets et al., 2005; Avena eR@08), it becomes important to further
evaluate the effects of this sweetener during ttemgial period on insulin signaling, by
measuring the insulin receptors in the hypothalanasswell as on plasma leptin levels.
Additionally, since altered sweet food consumptemuld be due to changes in the reward
system, and the striatum is one of the regionslueebin the reward response, serotonin
receptors in this structure were also investigatedthis study we evaluated the effect of

chronic consumption of aspartame during pregnantythe hypothalamic IGF1-IR, and
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striatal 5-HT1B and 5-HT2C receptors, as well aspla leptin levels of pups as they reach
adulthood. To this end, we exposed animals to teapain uterovia the mother's drinking
water, employing a dosage of aspartame similah#&b of the recognized acceptable daily

intake (ADI) of the artificial sweeteners

Material and Methods

For the present study, we used adult female Wistts (90 days of age at the
beginning of the treatment), weighing 150-200 g #meir offspring. The females were
divided into 2 groups; control (receiving watemdaaspartame (2 g/L). The experimentally-
naive animals were housed in groups of three & faecording to their groups, in home cages
made of Plexiglas material (65 x 25 x 15 cm) wité floor covered with sawdust. They were
maintained under a standard dark—light cycle (git between 7:00 and 19:00 h), at a room
temperature of 22 + 2 °C. The rats had free actefsod (standard rat chow) and water (or
the aspartame solution). Aspartame was adminisiardte drinking water as the only source
of water for 30 days. Subsequently, the femalegwkaced with a male, for 3 days, in a ratio
of 3 to 1, in order to mate. Animals were then naneid and approximately 5 days prior to
delivery, the dams were isolated. The animals ooetl receiving the treatment until giving
birth. After birth, all animals had free accessaater and standard lab chow and all litters
were standardized at 8 animals per dam. At 21 gagspartum the pups were separated from
the dams and divided by sex. At 112 days of agativ@als were left fasting for 12 hours and
killed by decapitation in order to perform the Hemical evaluations. Trunk blood was
collected into tubes with EDTA for leptin determtiom, which was measured by ELISA
(Abnova Corporation, Jhongli City, Taoyuan Counfgiwan). The hypothalamus and
striatum were dissected and tissue samples (30v@aig mechanically dissociated with 1 mL
of phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, comgi®.1 mg/mL of collagenase IV, and
decanted during 10 minutes to remove large clunfipelts and debris. Afterwards, the cells
were permeabilized with 0.001 % PBS Triton X-10@ dfocked for 15 min with bovine
serum albumin 1 %. After blocking, the cells weneubated for 1 h in blocking solution
containing the antibodies Anti-phospho-Insulin R#o€Insulin-Like Growth Factor-1
Receptor (pTyrl162/1163) produced in rabbit, ddute100 (Sigma Aldrich, Missouri, USA);
Anti-5HT1b Receptor produced in rabbit, diluted@1(Sigma Aldrich, Missouri, USA) and
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Anti-5HT2C receptor produced in rabbit, diluted @01(Sigma Aldrich, Missouri, USA). The
cells were then incubated for 1 h in blocking solutcontaining Alexa 488 anti-rabbit IgG
diluted 1:200 (Life technologies, CA, USA). The roen of IR/IGF-1, 5HT1b and 5HT2C
positive cells and the mean fluorescent intensitpasitive cells were determined by flow
cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson, Frankliakes, NJ, USA). Negative controls
(samples with the secondary antibody) were incluttedthe machine voltage setup and
negative gates setting. The emission of fluorocle®mas recorded through specific band-
pass fluorescence filters: green (FL-1; 530 nm&®) red (FL-3; 670 nm long pass) using a
CellQuest Pro software (Becton Dickinson, Frankliakes, NJ, USA). Fluorescence
emissions were collected by using logarithmic afigaliion. In brief, data from 10,000 events
were acquired, after the exclusion of debris evédmis the data set. All flow cytometric
analyses were performed using Flow Jo software37(Greestar, Ashland, OR). Flow
cytometry data were analyzed and plotted by dersstylot plots, which show the relative
FL1 or FL3 fluorescence on the x-axis and the fodiscatter on the y-axis. The negative and
positive quadrants were determined by using samsptamed only with the secondary
antibody. The number of cells in each quadrant #rmed mean fluorescent intensity was
computed (Hansel et al., 2015). No more than twimals per sex per litter were used per
experiment. All studies were approved by the logbhal Ethical Committee and followed
the recommendations of the International Counail lfaboratory Animal Science (ICLAS)
and of the Federation of Brazilian Societies fop&xmental Biology.

Results

In this study, as shown in Figure 1, intrauterinpasure to aspartame did not have
effects neither on the striatal number of positiels stained to 5-HT1b and 5HT2c receptor,
nor in the expression of these receptors in this,aelpresented by the mean of fluorescence

in positive cells (P>0.05; Figure 1).
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Figure 1. Effect of chronic consumption of aspartame by theth@r on striatal 5-HT1b and 5-
HT2C receptors of adult offspring: (A) Number ofsgiive cells stained to 5-HT1b receptor; (B)
Expression of 5-HT1b receptors in the cells; (C)ni¥ber of positive cells stained to 5-HT2c
receptor; (D) Expression of 5-HT2C receptors indbls. Data expressed as mean + SEM. MFI =
mean fluorescence intensity for positive cells. fehgere no differences between groups.

Two-way ANOVA (using aspartame treatment and sefae®rs) demonstrated that,
despite the fact that both groups presented the sammber of IGF1-R/IR positive cells in the
hypothalamus (Figure 2A), the expression of the/l&Feceptors is smaller in the aspartame
group [F(1.18) = 4.55, P= 0.047] (Figure 2B). N¢enaction was observed between sex and

aspartame (P=0.26), demonstrating that aspartaththbaame effect in both sexes.



43

D

F
(=]
I

3 water
[ aspartame

7]
=]
1

_|
_|
..'

% positive cells

-
(=]
1

9,
%
%

B
& @6‘
B
40 . .
w l :I wiater
= i
7 T
= .00 H 3 aspartame
£ 30 I
=
£ 20
=
<t
= 104
[V
=
u T T
o w2
&F &

Figure 2. Effect of chronic consumption of aspartame by thether on
IGF1-R/IR receptors in the hypothalamus of adulsfming: (A) Number of
positive cells stained to IGF-1/IR receptor; (B)pEession of IGF-1/IR
receptor in the cells. MFI =- mean fluorescencerisity. Data expressed as
mean + SEM.

* Significantly different from control (P = 0.047).

Two-way ANOVA also demonstrated that the aspartagraup presented higher
levels of plasma leptin than the control group [F{8)=5.70, P =0.028), and that males

presented higher levels than females [F(1, 18)%R6=0.0001], without interaction between
sex and aspartame treatment (Figure 3).
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Figure 3. Effect of chronic consumption of aspartame by dlaen on plasma
leptin levels of adult offspring. Data expressedngsan + SEM.
* Significantly different from control (P = 0.028).

Discussion

Aspartame is the most used artificial sweetenéineénworld. Hundreds of millions of
people consume aspartame worldwide; among the magns of aspartame are children and
women of childbearing age (Anton et al., 2010; &tiffet al., 2010). The consumption of
aspartame has been increasingly associated witthhprablems such as overweight, obesity,
type 2 diabetes, metabolic syndrome (Malik et2006; Johnson et al., 2009; van Baak and
Astrup, 2009; Malik et al., 2010). The great majorof the numerous studies on the
aspartame toxicity in pregnant women focus on onad&tion of fetuses, and the effects on
pups development have been minimally addressedd@tason et al., 2010, von Poser Toigo
et al., 2015). Thus, in view of the widespread ofsaspartame, their long term effects, with
particular regard to their metabolic long term pafeeed to be investigated. In this study, we
found a decrease in anti-phospo-Insulin Receptaibady / Insulin-like growth factor-1
receptor (pTyrll62 / 1163) protein in the hypothala of animals whose mothers consumed
aspartame during pregnancy. The antibody usedeirptesent study binds the phosporilated
(activated) form of both insulin and IGF-1 receptofhe IGF-1 receptor and the insulin
receptor are homologous with identical signal-tdutsng domains controlling most of the
same intracellular pathways (De Meyts et al., 199 both play a critical role in brain

glucose metabolism (Cheng et al., 2000). A decregadigis receptor can indicate that insulin
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pathway is less active in the hypothalamus of thimals exposed to aspartame. In a previous
study from our laboratory (von Poser Toigo et &015), we showed that the animals
prenatally exposed to aspartame had an increasieeiplasmatic glucose levels as young
adults. An increase in the plasmatic glucose lewaglsompanied with a decrease in the
hypothalamic insulin pathway activation could irated an increased susceptibility to the
development of insulin resistance, metabolic altena, and hence diabetes. These findings
are in accordance with studies that show that #atjaonsumers of this sugar substitute may
also be at increased risk of excessive weight gagtabolic syndrome, type 2 diabetes, and
cardiovascular disease (Lutsey et al., 2008; Yao0d0; Duffey et al., 2012), extending these
observations to exposure to this artificial sweeteaturing the prenatal period.

Leptin plays key roles in a complex network thppears to modulate obesity
and related metabolic disorders, including insufesistance (Mitsutomi et al., 2014). A
previous study from our laboratory showed that atsnexposed to aspartame had an increase
in weight gain but did not show increase in gonadhal retroperitoneal fats (von Poser Toigo
et al., 2015). It is possible that the higher lep¢vel is related to an increase in other types of
body adiposity. In addition to that, studies halveven that supplementation with non nutritive
sweeteners, like aspartame, decrease oxygen cotisamprimarily via the decrease of
UCP1, a mitochondrial uncoupler protein, in thewmoadipose tissue, which may regulate
body adiposity by affecting energy metabolism (Mitsni et al., 2014). To further support
the role of leptin in modulating the effects obsehn these animals, it has been reported that
leptin affects insulin signaling in insulin sengditissues (Kim et al., 2000), with leptin
impairing insulin signaling at the level of MAP-kise activity, insulin receptor
phosphorylation and glycogen synthase-kinase plorglattion. In that sense, the maternal
levels of aspartame could be leading to increagbarfetal levels, leading to an obesogenic
profile, which leads to an increase in leptin amat tould be interfering in the IGF1R activity
and/or in the activity of insulin signaling pathway

Studies on the effect of aspartame on brain mommsnhave yielded
inconsistent results with the levels of norepinamr dopamine, and serotonin varying in
distinct brain regions (Coulombe and Sharma, 198@erss et al., 2000, Bergstrom et al.,
2007; Perego et al., 1988; Dailey et al., 1991)mdrous 5-HT receptors have been identified
and some have been implicated in modulating fotekey such as the 5-HT1B and 5-HT2C,
which may be among the receptors that mediate S-HiRorexic effect (Bendotti and
Samanin, 1986; Macor et al., 1990; Grignaschi et1l896; Bonhaus et al., 1997). In general,

activation of 5-HT1B receptors reduces consummatmlyavior, such as water, food and
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ethanol intake (Maurel et al., 1999). Drugs witghaffinity for 5-HT1B receptors, such as
RU24969 and CP-94,253, reduce food intake and genanorexia (Dourish et al., 1986),
which might be caused by influencing satiety preess(Samanin and Garattini, 1993;
Halford et al., 1996). Whereas 5-HT1B receptonatibn leads to hypophagia and anorexia,
lacking this receptor might result in the oppostiects. In addition, a 5-HT2C agonist has
been recently approved by the US Food and Drug Atnation for weight loss (Gustafson
et al., 2013). Studies have shown that serotonianigmportant modulator of the reward
system. Such action appears to be mediated by BHiRt 5-HT2c receptors having an
inhibitory effect on dopamine release in the stimatGrottick et al., 2000; Di giovanni et al.,
2006; Alex and Pehek, 2007; De Deurwaerdere et28l3). Therefore, a decrease in the
striatal HT2C receptors could lead to an increasgopamine release in response to food and
being at least partially responsible for the insee&n food consumption observed in these
animals exposed to aspartame (von Poser Toigo.,eP@l5). In this study, we found no
difference in the amount of HT2C and HT1B in thelastm of treated animals when
compared to controls, which does not exclude thetseergic system from involvement in
the effects observed in these animals. More studiesneeded to properly determine the
influence of aspartame on the serotonergic systarhaw this could influence food intake.

In conclusion, we present one of the first studieswing the effects of gestational
aspartame ingestion on offspring metabolic healhimals exposed to aspartame in the
gestational period presented a decrease in thptmsanvolved in the insulin pathway in the
hypothalamus and elevation of plasma leptin lewasthey reach adulthood, which could
indicate a higher susceptibility to develop metabdisorders, as well as augmented risk for
diabetes. Still, other studies are needed to aonfgsupport, supplement and elucidate the

mechanisms involved in the development of thesectsf
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5. DISCUSSAO

O sobrepeso e a obesidade constituem um imporpaotdema de saude e vém
assumindo caracteristicas epidémicas (Wei et @09 Por se tratar de uma doenca
multifatorial, de dificil tratamento e muito cuségsas causas desta epidemia estdo sendo
estudadas por diversos grupos de pesquisa em todmao.Devido ao fato de o consumo de
acucares estar associado com resultados adversmsapsaude, adocantes artificiais nao
caldricos tém sido usados durante anos como untitstidsjue ndo contribuiria para o ganho
de peso e para o desenvolvimento de outras alegap@&tabdlicas associadas (Tordoff &
Alleva, 1990; Raben et al., 2002; Brown et al., @0Apesar disso, a sua seguranca e seus
potenciais efeitos benéficos sobre o metabolismosi@o questionados por um consideravel
namero de estudos (Soffriti et al., 2007; Soffeitial., 2008; Soffriti et al., 2010; Collison et
al., 2012a; Collison et al., 2012b). Embora AAs ré@atribuam significativamente para o
consumo de energia, estudos epidemioldgicos (Brewval., 2010; Sylvetsky et al., 2011,
Pereira & Odegaard, 2013; Swithers, 2013) e em a@ritfSwithers et al., 2009; Pepino &
Bourne, 2011; Swithers et al., 2013) tém demonstaee 0 consumo a longo prazo de AAs
esta associado a um risco aumentado de excesssdegbesidade, diabetes do tipo 2 e SM.
No entanto, em alguns desses estudos epidemiotygacancapacidade de ajustar para
diferentes fatores demograficos e clinicos ineseatpopulacdo do estudo, tais como nivel de
escolaridade, indice de massa corporal iniciatuaiieréncia abdominal, pode eventualmente
enfraquecer ou abolir a associacdo positiva enke A o risco de disfuncdo metabdlica
(Nettleton et al., 2009; Bellisle et al., 2012; ée&x & Odegaard, 2013). Apesar disso,
Collison et al. (2012a e 2012b) demonstraram quex@osicdo crdonica ao aspartame,
comecando no utero e indo até o quinto més de ,jddeetro da dosagem aceitavel
diariamente, levou a aumento de peso corporalnivess de gordura, e nos niveis de glicose
em jejum, assim como diminuiu a sensibilidade alina no animal adulto (tratado durante
toda a vida com esse AA). Curiosamente, descerglafdesexo masculino foram mais
vulneraveis aos efeitos adversos neurometabdliocassgartame, quando comparado com as
fémeas, sugerindo uma resposta sexualmente dimé@rfasses efeitos adversos induzidos por
aspartame. A presente tese teve por objetivo ilgagsts efeitos da exposicédo crbnica de
adocantes artificias durante o periodo intrauterimes quais 0Ss animais estdo bastante
suscetiveis a interferéncias externas, sobre possalteracdes bioquimico-metabdlicas e

comportamentais na idade adulta. Os resultadodasbtiessa tese demonstram que o0 uso de
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adocantes artificiais, especialmente o aspartanrante o periodo intrauterino ja é suficiente
para produzir efeitos deletérios de longo prazaresab metabolismo energético. Indo de
encontro com a literatura, nossos resultados demapasy que os machos foram mais
suscetiveis a exposicdo intrauterina ao aspartBer&dy et al., 2004; Collison et al., 2012a;
2012b).

No presente estudo, inicialmente os animais forawididos em quatro grupos,
sendo submetidos durante a vida intrauterina aos gekarina e aspartame, a sacarose ou
agua. Os animais eram expostos a esses prodwwésatte uma diluicdo na agua como Uunica
fonte de liquido disponivel as maes durante a g&siaAs doses utilizadas dos AAs e da
sacarose foram equilibradas para conter valoreisaguotes de dogcura e estarem dentro dos
niveis de consumo diario considerado aceitaveisim\gjue atingiram a idade adulta, os
animais foram submetidos a testes comportame@amsste do labirinto em cruz elevado e do
campo aberto demonstraram que 0s animais expostastd o periodo pré-natal ao ASP
apresentavam um comportamento do tipo ansioso. @&BRtabolizado em Phe, aspartato e
metanol. A Phe ndo sé desempenha um papel no nistabale aminoacidos, mas também é
precursora de tirosina (Hawkins et al., 1988),rdxifenilalanina (DOPA), DA, noradrenalina
e adrenalina (Ganong, 1997), além de ter uma imapttatuacdo na regulacdo de
neurotransmissores (Caballero & Wurtman, 1988).sApntrar no organismo, a Phe pode
seguir duas vias de metabolizacdo. Uma parte écimtia em tirosina no figado (Caballero &
Wurtman, 1988) pela enzima fenilalanina hidroxilasgyor¢céao restante, ndo convertida em
tirosina, vai ligar-se a um transportador de antitms neutros de cadeia longa (TANCL).
Um grande numero de compostos, incluindo a tirosiadenilalanina, ird competir, uns com
0s outros, por um sitio de ligagdo nos TANCL, pdia Unica maneira pela qual podem
atravessar a barreira hematoencefélica. Adicionatine importante ressaltar que a tirosina
nado pode ser sintetizada no cérebro, sendo o teaspia TANCL essencial para a
manutencdo dos niveis cerebrais da mesma. O TAN@ImM&Em um co-transportador de
fenilalanina, triptofano (importante na sintesesdmtonina no encéfalo), metionina e outros,
com todos eles competindo pelo transportador. Rortama grande quantidade de um desses
aminoacidos na corrente sanguinea vai ocupar arnmaoce destes transportadores
(Humphries et al., 2008). A tirosina, uma vez que&ze a BHE, sera convertida em DOPA
pela enzima tirosina hidroxilase, posteriormentenfmdo dopamina. Ja foi demonstrado que
uma Unica dose de 200 mg/Kg de aspartame conseguentar 0os niveis de tirosina e Phe
plasmaticas em 142% e 62%, respectivamente (Yokogbsl., 1984). Esses niveis elevados

de Phe, devido ao consumo de aspartame, poderincmimente acumular no encéfalo, o
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que poderia levar ao comprometimento na producadivErsos neurotransmissores. Essa
diminuicdo de neurotransmissores, tais como 5-Hfadrenalina e DA, ja foi demonstrada
no encéfalo de camundongos tratados com asparfsmdel{(Salam et al., 2012). Portanto, o
aspartame e seus metabdlitos poderiam potencianm@ejudicar uma série de processos
corporais, incluindo metabolismo de aminoacidostuaga e metabolismo de proteinas,
integridade dos acidos nucleicos, fun¢des neur@b#ancos enddcrinos. Esses prejuizos, se
ocorridos durante o desenvolvimento fetal, poderianar a alteracdes permanentes na
circuitaria neural e no metabolismo desses neursinésores.

E geralmente aceito que a Phe consegue atravesgtaremta através de transporte
ativo (Pueschel et al., 1982), resultando em umeatonna Phe placentaria dependente do
consumo materno. Isso se torna importante uma wezjganto mais jovem o encéfalo, mais
sensivel aos efeitos da Phe ele é. Os resultadosteados nesse trabalho vdo de acordo com
a literatura, que tem demonstrado que variacoesat@s no sistema serotoninérgico podem
contribuir para tornar o individuo mais propensaesenvolver disturbios emocionais na
idade adulta, entre eles um comportamento do tigmso (Gross et al., 2002; Zoratto et al.,
2013). Adicionalmente, diversos estudos (Ely etl&®97; Silveira et al., 2000; da Silva et al.,
2014) tém demonstrado que um comportamento do aiEoso estda associado com um
aumento no consumo de alimentos doces, o0 que @stéotddo com 0s resultados encontrados
nesse trabalho.

Durante essa tese, foi avaliado o comportamenteeatar dos animais durante dois
momentos distintos. Primeiramente, aos 60 dias ida, vos animais, em jejum, eram
habituados a um alimento doce durante cinco diasséxto dia, com o animal alimentado,
era avaliado o quanto cada um comia desse alindett® durante 3 minutos. Posteriormente,
da idade de 80 a 110 dias, os animais tinham una déiscolha entre chocolate ou ragao
padrdo na caixa moradia. Esses testes demonstguanguando expostos por um curto
periodo de tempo a um alimento palataeel animais expostos a aspartame no periodo
intrauterino, tanto machos quanto fémeas, tiverammaior consumo do alimento palatavel.
Por outro lado, quando expostos cronicamente, w@wehdiferenca significativa entre os
grupos. Quando avaliado o ganho de peso dos andueasite esse periodo, os machos do
grupo aspartame apresentaram maior gesmdo comparados com todos 0S outros grupos.
Apesar disso, ndo foram verificados aumentos nadugas retroperitoneal ou gonadal
medidas. Esse aumento de peso poderia ser explpaldoaumento em outro tipo de
adiposidade corporal além das estudadas, uma \eha@6 diferentes gorduras viscerais:

perirrenal, gonadal, epicardica, retroperitonealeotal e mesentérica. A gordura epicéardica é



57

um depésito de gordura visceral, localizado entreoacédo e o pericardio que tem sido
relacionada com a SM e como um marcador para dammgaariana (lacobellis et al., 2003;
Rosito et al.,, 2008; Wang et al., 2009), aumentands estados de balanco energético
positivo, quando os acidos graxos livres no sangi® convertidos em triglicerideos e
acumulados inicialmente em adipdcitos e depois élas ndo adiposas. Indo ao encontro
desta possibilidade, os machos expostos ao asgartarperiodo pré-natal e depois ao livre
acesso ao chocolatapresentaram aumento nos niveis de triglicerideds, e colesterol
total. Em relacdo aos niveis glicémicos, tanto aschus quanto as fémeas do grupo
aspartame apresentaram aumento quanto comparaddsaas oS outros grupos.
Avaliando-se os resultados da primeira parte dodestverificou-se que dos dois
AAs testados, 0 ASP apresentou mais efeitos qaeaisa. Por este motivo, 0s experimentos
subsequentes foram realizados somente com o grspartame, de modo a otimizar o
trabalho, recursos, tempo e aprofundar mais o @imie&to dos efeitos da exposigéo cronica
do aspartame no periodo intrauterino sobre o deseamento metabdlico. As genitoras
foram divididas em dois grupos: controle e ASP, cosnanimais expostos a0 mesmo
protocolo anteriormente utilizado. Nesse estudaf@iliado, através do uso de citometria de
fluxo, se a exposi¢cdo ao aspartame alteraria atigade de receptores serotoninérgicos 5-
HT1B e 5-HT2C no corpo estriado, regido cerebra faz parte do sistema limbico e esta
vinculada com a sensagcao de prazer e recompemga, fa comida quanto em drogas
(Akubuiro et al., 2013; Val-Laillet et al., 2015;0ow et al., 2015). Varios estudos em
animais tém demonstrado que a serotonina possupapel importante na fisiologia da
recompensa, atuando desde em atividades sexuarsaadfimentacdo (Wirtshafter, 2001,
Pfaus, 2009). Neurbnios contendo serotonina posséias conexdes com outros sistemas
neurais em areas cerebrais relacionadas com a peocga tais como o0 nucleo accumbens,
area tegmentar ventral, amigdala e cortex prédtqtensler, 2006; Lechin et al., 2006;
Ikemoto, 2010). Além de ter ligacdes reciprocas couitas areas do cérebro relacionadas a
recompensa, a 5 - HT regula a transmisséo de tmlpsncipais neurotransmissores (Fink &
Gothert, 2007), incluindo a dopamina. Em uma rexemyvisdo, Kranz et al. (2010),
apresentaram evidéncias convergentes, particulémem partir de farmacologia,
eletrofisiologia, e imagens do cérebro humano,wdeasistema 5-HT é tdo importante para o
processamento de recompensa quanto a dopaminaroforsea inibe a alimentacdo em
roedores quando injetada em diversas regides dudhmo (Leibowitz et al., 1988) e os
compostos que aumentam a disponibilidade de 5-HTfenda sinaptica, tais como a

fluoxetina (Goldstein et al., 1994), dexfenfluramifMcTavish & Heel, 1992) e sibutramina
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(Lean, 1997), levam a perda de peso em seres hgnubesos. Nos Ultimos anos, Varios
receptores 5-HT foram identificados (Hoyer et 4893) e alguns tém sido implicados na
modulacdo da ingestdo de alimentos, tais como d B 5-HT2C, que podem estar entre
0s receptores que medeiam os efeitos anoréxicbsHIe(Bendotti & Samanin, 1986; Macor
et al., 1990; Grignaschi et al., 1996; Bonhaud.etl897). Alguns estudos tém sugerido que
os efeitos da estimulacdo de receptores serotgnioérsobre a recompensa poderiam ocorrer
por meio da modulacéo da liberacédo de dopamindivAc@io do receptor 5-HT1B parece, de
uma maneira dose-dependente, aumentar a libera@omhmina no sistema mesolimbico,
verificado em estudos de microdialise em roedohgs (& Bradberry, 1996; Yan & Yan,
2001; Yan et al., 2004). De uma maneira geral,rdogestudos demonstraram que a ativacao
do receptor 5-HT1B diminui a sensacédo de recomp@@eevo et al., 2002; Fletcher et al.,
2002; Hayes et al., 2009). A ativacdo de receptend32C reduz a liberacdo de dopamina no
corpo estriado, ao passo que antagonistas desggaeaumentam a dopamina estriatal (Berg
et al., 2008; Di Matteo et al., 2008; Egerton et 2008). Manipula¢gbes farmacoldgicas ou
genéticas de receptores 5-HT2C alteram as resplos@sotoras, a intensidade de acao de
psicoestimulantes, a ingestdo de alimentos e aidaloles além de alterarem os efeitos
comportamentais de antidepressivos e antipsicofitesott et al., 1995; Rocha et al., 2002;
Cannon et al., 2004; Giorgetti e Tecott, 2004; Alattaet al., 2009), e de modularem o
estresse, a ansiedade e a dor (Heisler et al., 200vkins et al., 2008; Christianson et al.,
2010; Strong et al., 2011). Portanto, uma alterag#o niveis dos receptores 5-HT1B e 5-
HT2C poderia levar a um aumento da libertacdo demdina em resposta a alimentacao,
sendo pelo menos parcialmente responsavel pelo om® consumo de alimentos
observada nestes animais expostos ao aspartamte BEsido, ndo foram encontradas
diferencas na quantidade dos receptores 5-HT2C EBHI0 corpo estriado dos animais
tratados quando comparados com o grupo controle.résultado néo significa que o sistema
serotoninérgico ndo esta envolvido com os efeibs®ivados nesses animais. Além disso, s6
foi avaliada a quantidade de receptor e ndo sualatie. Além disso, devido ao fato de ser
um sistema muito complexo, com mais de 15 tiposedeptores divididos em sete familias,
mais estudos sdo necessarios para determinaracoaete a influéncia do aspartame sobre o
sistema serotoninérgico e como ele influencia soom alimentar.

Nesta tese, observou-se uma diminuicdo da protescaptor fosforilado da
insulina/receptor do fator de crescimento tipo limsul(pTyrl162/1163) no hipotdlamo dos
animais submetidos a exposicao crénica ao aspamanperiodo intrauterino. O anticorpo

utilizado nesse estudo se liga na forma fosforilati®za) em ambos os receptores, de insulina
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e do fator de crescimento insulinico tipo 1 (IGF-B) resisténcia a insulina € uma
caracteristica metabdlica importante da obesidadenecomponente central da SM, bem
como um importante fator fisiopatolégico no desdvimeento da diabetes do tipo 2, doencas
cardiovasculares e hepaticas (Biddinger & Kahn,6208 insulina atua como um sinal de
adiposidade exercendo fun¢cdes modulatorias emsvéegides do sistema nervoso central.
Apesar disso, 0 alvo primario dela parece ser ot@igmo, regulando uma complexa rede de
neuropetideos e neurotransmissores que influenaidmmmeostase energética (Leibowitz et
al., 2004; Williams et al., 2004). Estudos tém destado que animais com deficiéncias no
receptor de insulina no hipotdlamo apresentam nggaho de peso, de gordura corporal e
aumento nos niveis plasmaticos de leptina e teagtieos (Grillo et al., 2007; Grillo et al.,
2011a; Grillo et al., 2011b). Esses resultadosoed¢dacordo com o que foi encontrado nesta
tese nos animais expostos ao aspartame no perntdoterino. Por outro lado, durante o seu
desenvolvimento, para apoiar o crescimento e ado@im neuroglial, o encéfalo requer uma
grande quantidade de energia. A insulina aumentdiliazacdo de substratos energéticos
preferencialmente em tecidos periféricos, mas reéiege estar envolvida na regulacdo do
metabolismo cerebral (Baskin et al., 1987). A s@atele insulina intracerebral € muito
pequena (Coker et al., 1990), e além disso, posiguasinsulina cruza a BHE (Reinhardt &
Bondy, 1994). Por outro lado, o IGF-1, um homdldgdnsulina, € abundante no encéfalo em
desenvolvimento (Rotwein et al., 1988; Bartlett a#t, 1991; Bondy, 1991), e possui
transducado de sinal praticamente idéntica, estandolvido nas mesmas vias de sinalizacao
intracelular (De Meyts et al., 1994). O IGF-1 passu importante papel no metabolismo por
suprimir a secrecdo de insulina e aumentar a disjidade de glicose no musculo
esquelético (Moses, 2005; Clemmons, 2006). Camguwomodificados geneticamente para
expressar deficiéncia de uma subunidade do IGF-tRmuisculo esquelético exibem
diminuicdo nas sinalizagbes das vias do IGF1-R « ldbridos IGF-1R/IR, além de uma
grave diabetes no inicio da vida (Fernandez et28D]1; LeRoith & Gravilova, 2006). Em
contraste, camundongos com falta de um dos aleld&HLIR (IGF1E+/-) em todo o corpo
exibem intolerancia a glicose e resisténcia a inald medida que envelhecem, com efeitos
mais pronunciados nos machos (Bokov et al.,, 20K)diminuicdo no IGF1R/IR
hipotalamico, verificada no desenvolvimento deste} poderia ser um indicativo de que a
via de atuacao da insulina encontra-se menos ati@gsanimais expostos ao aspartame no
periodo intrauterino. Como foi demonstrado na piim@arte desta tese, esses animais
também apresentaram aumento nos niveis de glitasegitica, o que, combinado com uma

menor ativagdo da via insulinica hipotalamica padierdicar uma maior susceptibilidade ao
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desenvolvimento de uma resisténcia a insulinaragiies metabdlicas e consequentemente
diabetes do tipo Il. Esses resultados estdo delacmm a literatura que demonstra que o
consumo de aspartame pode aumentar o risco devdbserento de SM, diabetes do tipo |l
e doencas cardiovasculares (Lutsey et al., 2008¢,Y2010; Duffey et al., 2012), estendendo
essas observacgdes para a exposicao a esse adotifiot@ durante o periodo pré-natal.
Adicionalmente a esses resultados, também foi dstraato que os machos expostos
ao aspartame apresentaram aumento nos niveis tiealgp@asmatica. A leptina € um
horménio peptidico produzido em menor quantidade @gitélio gastrico, pela placenta, pelo
tecido adiposo marrom e pelo masculo esquelétias principalmente pelo tecido adiposo
branco, apresentando niveis elevados na obesitdalrifger, 2014). A leptina tem um papel
importante na regulacdo da homeostase energétisdudcdes neuroenddcrinas, imunitarias
e no metabolismo de lipidios e da glicose (Dalamegal., 2013; Moon et al., 2013).
Enquanto a administracao de leptina reverte anatatds neuroendocrinas e metabdlicas em
individuos com deficiéncia congénita de leptinarnfas comuns de obesidade estdo
tipicamente associadas com niveis elevados dendeptiresisténcia aos efeitos da leptina
sobre o metabolismo energético (Bluher & Mantzord809). Apesar de nado ter sido
verificado um aumento nos niveis das gorduras petitoneais e gonadais, ndo pode ser
descartado que o0 aumento de leptina observado adsas expostos ao aspartame no periodo
intrauterino seja devido a um aumento em outro tigogordura. O tecido adiposo é
classificado em tecido adiposo marrom e tecidoaatipbranco. Assim como a leptina, as
proteinas desacopladoras podem ser consideradas @miicadoras do metabolismo
energético (Masaki et al., 2003; Masaki & Yoshima®006; Masaki & Yoshimatsu, 2007).
A UCP1, produzida no tecido adiposo marrom, possui papel importante no gasto
energeético tanto em humanos quanto em roedoresiffiatsu et al., 1993; Enerback et al.,
1997; Cannon & Nedergaard, 2004). Em 2014, Mitsu®eolaboradores demonstraram que
a suplementacdo com AAs, tal como o ASP, diminutartsumo de oxigénio, primariamente
via uma diminuicdo nos niveis da UCP1 no tecidp@sb marrom, o que poderia estar
regulando a adiposidade corporal por afetar o roésaho energético. Normalmente, um
aumento nos niveis de leptina estimula a produ@gd®@@P1 no tecido adiposo marrom.
Entretanto, estudos ja demonstraram que a resst@ndeptina, como a apresentada na
obesidade, leva a uma diminuicdo nos niveis de U@Ptecido adiposo marrom (Sell et al.,
2004). Mais estudos séo necessarios para validartesria e verificar se a exposi¢cdo ao ASP
no periodo intrauterino € suficiente para induzimaa diminuicdo nos niveis de UCP1 dos

machos. Enfatizando ainda mais o papel da leptmanedular os efeitos observados nesses
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animais, varias evidéncias tém demonstrado umaagée entre as vias de sinalizacdo da
insulina e da leptina. Tanto o receptor da lepgjnanto o da insulina utilizam componentes
em comum nas suas vias de sinalizacao, tais caAK2a/STAT-3, MAP-cinase e IRS/PI-3-
cinase. Estudos tém demonstrado que a leptina afsiaalizacdo da insulina em tecidos
sensiveis a insulina (Kim et al., 2000) e tambéne @quinsulina consegue modular a
sinalizacdo da leptina no hipotdlamo por meio dacata que utiliza JAK2/STAT-3
(Carvalheira et al., 2001). Outros estudos tém deatnado que a leptina consegue interferir
na cascata de sinalizacdo da insulina em diversé®soetapas, tais como inibindo a
fosforilacdo do IR (Wang et al., 1997), inibindatvacdo da MAP-cinase, interferindo na
fosforilagcdo da glicogénio sintase-cinase, entteosyPerez et al., 2004).

Tendo em vista os resultados discutidos acimayield@ facilidade de exposicdo ao
aspartame em uma dieta normal, nés sugerimos gefeitss em longo prazo da ingestao de
aspartame devem ser investigados de uma maneisad@i@lhada e mais completa. Estudos
destinados a avaliar as respostas gastrointestoaisbrais (Bellisle et al., 2012; Gardner et
al., 2012) e cardiometabdlicas (Pereira et al.32@b aspartame e os seus efeitos no risco da
prole desenvolver obesidade e SM sdo de grandearglia e de suma importancia. Além
disso, o desenvolvimento de metodologias que camsigstimar precisamente 0 consumo de
AAs também deve ser algo a ser tratado como umagatde em pesquisas futuras, pois isso
possibilitaria uma avaliagdo muito mais precisa efestos desses produtos (Gardner et al.,
2012)
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6. CONCLUSOES

A nutricdo durante a vida intrauterina possui uapgb fundamental em programar o
risco do feto desenvolver doengas ao longo de isiza &Xpesar de AAs proverem sabor doce
sem contribuir para a ingestdo caldrica, este essudere que o consumo em longo prazo
desses compostos (especialmente o ASP) duranteiad@entrauterino pode induzir um
fendtipo adverso (maior peso corporal, niveis auatws de leptina e reducdo no receptor
hipotalamico para a insulina) que predispbe osotis, principalmente os machos, a
desenvolver doencas metabdlicas como obesidadedmsie metabdlica ao longo da vida.
Apesar de a extrapolacédo desses resultados pashaenanos ser muito prematura, uma vez
gue ndo existem estudos clinicos bem desenhadbanalaos efeitos adversos associados ao
consumo de aspartame durante a gestacdo e o desmewbo metabdlico, os resultados
encontrados nessa tese sugerem que o uso de A®Psdeveito com muita cautela,

especialmente por mulheres gravidas.
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