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RESUMO

A ansiedade de separacdo ¢ uma doenga comum em c@es € nao possui uma causa
especifica conhecida. Durante os periodos de desenvolvimento nos cdes, o encéfalo estad
passando por processos de maturagdo, dessa forma, intervengdes ambientais precoces podem
alterar a programag¢do metabolica no encéfalo. O manejo nutricional nesse periodo ¢é
extremamente importante para o desenvolvimento adequado. A ingestao de adogantes, como o
aspartame, estd relacionada a diversas alteracdes cognitivas e ao comportamento do tipo
ansioso, que estdo associadas ao hipocampo. Foi realizada uma pesquisa online com 638
proprietarios de cdes, que constatou que alimentos contendo agucar e adocantes sao
frequentemente fornecidos aos animais. Adicionalmente, através de um modelo experimental
com ratos Wistar de 21 dias, foram investigados danos no hipocampo dorsal e ventral,
resultantes da ingestdo cronica de aspartame ou sacarose. Foram realizadas tarefas
comportamentais para avaliacdo de memoria espacial de curta e longa duracdo e
comportamento tipo ansioso, além de ensaios para determinacdo da atividade de enzimas
antioxidantes, contetido de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e contetdo total de
grupos tiol no hipocampo dorsal e ventral desses animais. As tarefas comportamentais nao
apresentaram alteragdes significativas. Nos estudos bioquimicos, alteracdes sexo-especificas e
estrutura-especificas foram observadas: diminui¢do da atividade da catalase (CAT) no grupo
aspartame e aumento na razdo superoxido dismutase (SOD)/ [CAT+glutationa peroxidase
(GPx)] no grupo sacarose no hipocampo dorsal das fémeas. No hipocampo ventral das fémeas
foi constatado uma diminuigao dos tidis no grupo aspartame e uma tendéncia a diminui¢ao da
atividade da SOD e da razao SOD/ (CAT+GPx) no grupo sacarose. No hipocampo dorsal dos
machos, houve um aumento da atividade da GPx no grupo sacarose em relagdo ao grupo
aspartame e uma diminui¢do dos tidis nos grupos aspartame e sacarose. Nao houve alteracdes
significativas no hipocampo ventral dos machos. Os resultados sugerem uma maior
vulnerabilidade do hipocampo dorsal ao estresse oxidativo apos tratamento com aspartame;
além disso, o hipocampo ventral de fémeas também mostrou-se vulneravel a danos oxidativos
causados por adocantes. Como perspectiva, seria interessante padronizar testes
cognitivos aplicaveis para o periodo peripubere.

Palavras-chave: aspartame; sacarose; ansiedade; hipocampo; estresse oxidativo; alteragdes cognitivas.



ABSTRACT

Separation anxiety is a common disease in pet dogs and has no known specific cause.
During development periods in dogs, the brain is undergoing maturation processes, so early
environmental interventions can alter metabolic programming in the brain. Nutritional
management during this period is extremely important for proper development. Ingestion of
sweeteners, such as aspartame, is related to various cognitive changes and anxiety-like
behaviors that are associated with the hippocampus. An online survey was conducted with
638 dog owners, in which it was found that foods containing sugar and sweeteners are often
provided to animals. In addition, through an experimental model with 21-day Wistar rats, the
damage in the dorsal and ventral hippocampus resulting from the chronic intake of aspartame
or sucrose was investigated. Behavioral tasks were performed to evaluate the short and long
term spatial memory and anxiety behavior, as well as tests to determine the activity of
antioxidant enzymes, reactive oxygen and nitrogen species content and total content of thiol
groups in the dorsal and ventral hippocampus of these animals. Behavioral tasks did not show
significant changes. Biochemical measurements indicated sex-specific and structure-specific
changes: decreased catalase (CAT) activity in the aspartame group and increased superoxide
dismutase (SOD) / [CAT + glutathione peroxidase (GPx)] ratio in the sucrose group in the
dorsal hippocampus of females. In the ventral hippocampus of females, a decrease of the
thiols in the aspartame group and a tendency to decrease the SOD activity and SOD / (CAT +
GPx) ratio in the sucrose group were observed. In the dorsal hippocampus of males, there
was an increase in GPx activity in the sucrose group compared to the aspartame group and a
decrease in thiols in the aspartame and sucrose groups. There were no significant changes in
the ventral hippocampus of males. The results suggest a higher vulnerability of the dorsal
hippocampus to the oxidative damages caused by sweeteners. In addition, female ventral
hippocampus was also susceptible to oxidative stress. Cognitive tests should be standardized

for the peripubertal period.

Keywords: aspartame; sucrose, anxiety, hippocampus, oxidative stress; cognitive impairments.
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1. INTRODUCAO

1.1 Periodo de socializacio e juvenil

O caes possuem um periodo de desenvolvimento, quando filhotes, que pode ser
dividido em quatro estagios. Sao eles: o periodo neonatal; o periodo de transi¢ao; o periodo de
socializacdo; e o periodo juvenil. Esses periodos do desenvolvimento sdo seguidos pelo
estagio adulto (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012). Durante esses periodos, até a chegada
da fase adulta, o encéfalo estd passando por uma processo de vulnerabilidade, caracterizado
pela extensa maturacdo — marcada por processos fundamentais de desenvolvimento, como
organizacao funcional das redes neurais, podas sinapticas, proliferacao neural, migragao,
diferenciagdo, além de gliogénese e mielinizagdo (RICE; BARONE, 2000), que irdo
influenciar o processo final da maturagdo dos circuitos neuroquimicos do sistema nervoso
central (PAUS; KESHAVAN; GIEDD, 2008). Dessa forma, intervengdes ambientais precoces
podem alterar a programacdo encefalica e metabdlica, além de influenciarem na
susceptibilidade a doengas ou na sua resiliéncia ao longo da vida (MENNELLA; CASTOR,
2012).

O periodo de socializacdo, que ¢ representado entre a terceira e décima segunda
semana de vida, ¢ extremamente importante, por sua influéncia no desenvolvimento de um
temperamento estdvel no cdo adulto. Acredita-se que muitos dos problemas sociais e
comportamentais observados em caes adultos sao provenientes do tratamento insatisfatorio ou
da interacdo insuficiente durante esse estagio de desenvolvimento. No periodo juvenil, os
filhotes j& apresentam habilidades motoras semelhantes as dos caes adultos.

No decorrer do crescimento do animal, ¢ essencial o fornecimento de uma alimentagao
equilibrada, especifica para a espécie, dentro do padrdo das exigéncias nutricionais para a
idade. O uso de guloseimas e petiscos ndo destinados propriamente a cdes nao ¢€

recomendado, pelo risco de desbalango nutricional (GRANDJEAN; BUTTERWICK, 2012).
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1.2 Panorama atual sobre a alimentacio canina

O mercado de produtos destinados a animais de estimagdo aumenta a cada ano,
segundo dados da Associagdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de
Estimacdo (ANFAL-PET), além da grande diversidade de opgdes de alimentos comerciais
para cdes e gatos. Contudo, muitos proprietarios ainda optam pela comida caseira para
alimentacdo de seus animais. Um estudo realizado no Espirito Santo, por meio de
questionarios aplicados durante consultas veterinarias, atestou que, segundo as respostas de
90% dos proprietarios, o principal alimento fornecido aos caes ¢ ragdo comercial seca. Dentre
os 16% que recebiam somente alimentacdo caseira, 74% destes cdes ingeria 0 mesmo
alimento preparado para consumo familiar, e 26% ingeria alimento preparado exclusivamente
para o cdo. Dos proprietirios de cdes que participaram da pesquisa supracitada, 81%
buscavam informagdes sobre a alimentagdo para os animais, sendo as principais fontes lojas
agropecuarias, petshops, consultas a veterinarios e estudantes de veterinaria, internet, revistas
e amigos (APTEKMANN et al., 2013).

Um estudo realizado por Streiff et al., 2002, constatou que, na alimentagao caseira
preparada pelos proprietarios, a energia, a gordura e a proteina estavam acima das
recomendacdes da AAFCO (The Association of American Feed Control Officials), enquanto
que o calcio, a razdo Ca: P e as vitaminas A e E estavam abaixo das recomendagdes. A analise
mineral da comida caseira revelou que as concentracdes de potassio, cobre e zinco estavam
abaixo das recomendagdes da AAFCO, enquanto o magnésio, manganés, ferro e sodio
excediam os minimos de AAFCO. Na dieta comercial, todas as variaveis, exceto a razdo Ca:
P, estavam significativamente acima das recomendacdes da AAFCO. Apesar das semelhancas
de conteudo energético, possiveis preocupagdes nutricionais com alimentagdo caseira foram
que alguns macrominerais, vitaminas lipossoliiveis, incluindo antioxidantes e minerais,
potassio, cobre e zinco, estavam abaixo das recomendacdes.

Berschneider (2012) afirma que a medida que os donos de animais de estimagdo se
tornam mais conscientes de suas proprias dietas e do impacto que estas tém em sua saude,
naturalmente se tornam mais interessados no que seus animais de estimacao estdo comendo e
como isso pode estar afetando a saude do animal de estimacdo. Muitos estdo explorando

alternativas para alimentos comerciais padrao para animais de estimagdo, porém essa escolha



12

deve ser orientada por médicos veterindrios, a fim de evitar deficiéncias nutricionais e
diferentes complicagdes decorrentes de uma alimentacdo desbalanceada (KAWAGUCHI et
al.,1993; STREIFF et al., 2002; FORNEL-THIBAUD et al., 2007).

Apos a realizagdo de um estudo sobre as praticas de alimentagdo de criadores de caes
nos Estados Unidos e no Canadd, Connolly er al. (2014) sugeriram que veterinarios
assumissem um papel mais proativo em rela¢do a alimentagdo de animais de estimacdo e de
canis de criacdo, por meio da orientagdo aos respectivos proprietarios com fontes
cientificamente comprovadas, além de explicar a importancia dos padrdes nutricionais atuais

para reproducdo e desenvolvimento inicial de caes.

1.3 Acucar e adocantes artificiais

O uso de agucares em alimentos e bebidas teve um aumento significativo durante as
ultimas décadas, causando, consequentemente, um aumento nos indices de distirbios
metabolicos, e tendo em vista que muitos proprietarios de cdes os alimentam com o mesmo
alimento utilizado por eles, cabe aqui considerar os efeitos do aumento do consumo de
alimentos adogados. Estudos epidemiologicos relacionam a ingestao diaria de agiicar com o
aumento da prevaléncia de obesidade, diabetes tipo II, hipertensdo, doenga cardiovascular e
sobrepeso (SWITHERS; MARTIN; DAVIDSON, 2010; VAN BAAK; ASTRUP; 2008,
JOHNSON et al., 2009; SWITHERS, 2013) De fato, alimentos nutritivos, como bebidas
lacteas e cereais com adicdo de agucares, trazem efeitos benéficos nas dietas infantis e de
adolescentes (JOHNSON et al., 2009). Entretanto, para atender os limites recomendados por
agéncias federais, os americanos deveriam reduzir sua ingestao didria de acticar em até trés
vezes (WELLS; BUZBY, 2008). Bray et al. (2004) estimaram que entre 1978 e 1995 houve
um aumento na ingestdo de aglcares referente a 83 kcal/dia, chegando a uma média de 318
kcal/dia por pessoa. Durante o mesmo periodo, foi avaliado também o consumo de xarope de
milho, rico em frutose, com um aumento de 80 para 132 kcal/dia por pessoa. Em 2005, Wells
et al relataram um consumo aproximado de 477 kcal/dia por pessoa, equivalendo a 30
colheres de cha de agucar, atingindo aproximadamente 24 por cento da ingestdo calorica

diaria total para uma pessoa com uma dieta de 2.000 kcal por dia.
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Alternativas ndo caloricas para atribuir sabor doce aos alimentos sdo os adogantes
artificiais. Estes foram popularizados na tentativa de evitar o ganho de peso e diminuir a
incidéncia de doengas metabolicas provenientes da alta ingestdo de aglicar. Seu consumo e
acesso, até¢ 2008, aumentaram aproximadamente 30 por cento em adultos e 15 por cento na
faixa etaria de 2 a 17 anos (SYLVETSKY et al., 2012).

Entretanto, estudos revelaram diversos efeitos maléficos provenientes da ingestdo
diaria de adogantes artificiais. Ap6s um estudo, Fowler et al (2008) reportaram que, dentre os
participantes que estavam dentro do peso normal ou no limite minimo do sobrepeso, os
individuos que consumiam adogantes artificiais tinham um maior risco de ganho de peso e
obesidade comparado aos que ndo consumiam. Swithers (2013) analisou diversas pesquisas
de coorte e concluiu um maior risco de sindrome metabolica em consumidores de adogantes
artificiais se comparado com individuos que ndo consumiam. Fagherazzi et al. (2013) e De
Koning et al. (2011) constataram que o risco de desenvolvimento da diabetes tipo II foi maior
que o dobro em individuos com niveis elevados de consumo de bebidas artificialmente
adocadas comparado a ndo-consumidores. O risco de doenga arterial coronariana também foi
significantemente elevado em mulheres que consumiam mais de 2 porgdes (1 porcdo= 1
colher de chd) por dia ou mais de 2 por¢des de agucares por dia (FUNG et al., 2009). Segundo
um estudo realizado por Romano et al. (1990), alguns efeitos adversos causados pelo
aspartame incluem dor de cabe¢a, mudanga de humor, insonia e convulsdes. Além disso,
outros efeitos, incluindo confusdo mental, transtornos de personalidade, tonturas e

dificuldades visuais, ja foram relatados (PEPINO, 2015).

1.4 Aspartame

Atualmente, no Brasil, existem 15 edulcorantes aprovados para uso pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Um adogante artificial amplamente conhecido e
utilizado € o aspartame (figura 1), composto quimicamente pelos aminoacidos fenilalanina e
aspartato, ligados por meio de uma ligagdo peptidica, com a carboxila da fenilalanina
esterificada pelo metanol (L-alfa-aspartil-L-fenilalanina metil éster). Diferentemente de outros

adogantes artificiais, que sdo excretados em grande parte inalterados, o aspartame ¢é
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metabolizado no organismo ap6s a ingestdo. Seu poder adogante ¢ aproximadamente 200
vezes maior que o da sacarose.

Diversos estudos ja apontaram efeitos negativos no consumo diario de aspartame, que,
ao ser ingerido, forma, através de sua hidrolise no organismo, metabdlitos fenilalanina (50%
da massa do aspartame é convertido neste aminoacido), aspartato (40%) e metanol (10%)

(BURGERT et al, 1991).

Figura 1- Molécula de aspartame (L-alfa-aspartil-L-fenilalanina metil éster).

ASPARTAME

_ 107 METHANOL

507 ASPARTIC ACID
407 PHENYLALANINE

Fonte: https://aspartameffup.wordpress.com/2013/05/23/descricao/ adaptado.

O metanol, que representa, em massa, dez por cento dos metabdlitos do aspartame, &
posteriormente metabolizado para formaldeido. Ambos sdo toxicos para o organismo quando
acumulados, podendo causar problemas de visdo, dores de cabeca, tontura, ndusea, entre
outros (EKONG, 2008; ASHOK; SHEELADEVI; WANKHAR, 2014; ASHOK et al., 2015).
Além disso, o metanol e o formaldeido também sdo conhecidos por serem substincias
carcinogénicas ¢ mutagénicas (HUMPHRIES; PRETERIOUS; NAUDE, 2008). Diversos
estudos sobre a toxicidade do metanol proveniente da ingestdo de aspartame vem sendo
publicados e ha posicionamentos divergentes. Ashok et al. (2014) reportaram, através da
utilizacdo de ratos deficientes em folato tratados com metotrexato (a fim de imitar o
metabolismo do metanol), que o tratamento cronico com aspartame causou alteragdes no
comportamento dos animais, consideradas pela observacdo de ansiedade e alteracdo

locomotora, e sugerem que o metanol liberado apds a ingestdo de aspartame tem efeitos
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negativos no cérebro. Ja Rycerz et al. (2013) afirmam que o metanol contido no aspartame ¢
insuficiente para provocar alteragdes no SNC.

A fenilalanina, além de desempenhar um papel essencial na formagdo e metabolismo
de aminodcidos e na estruturagao de proteinas em todos os tecidos, desempenha um papel
importante na regula¢do dos neurotransmissores (CABALLERO; WURTMAN, 1988). Apds
sua ingestdo, parte da fenilalanina ¢ convertida em tirosina no figado, através da acdo da
enzima fenilalanina hidroxilase e depois em L-3,4-di-hidroxifenilalanina, dopamina,
noradrenalina e adrenalina (RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU, 2013). O restante ingerido
segue outra via e, para atravessar a barreira hematoencefalica, liga-se a um transportador de
aminoacidos neutros (TAAN); (HUMPHRIES; PRETERIOUS; NAUDE, 2008). Todos os
aminoacidos que podem atravessar a barreira hematoencefalica competem pelo transportador
para realizar a passagem. Sua afinidade ¢ proporcional a concentragdo de aminoécidos no
sangue. Portanto, concentragcdes mais altas de determinado aminoacido no sangue aumentam a
capacidade deste em se ligar a um transportador. O consumo de aspartame aumenta os niveis
de fenilalanina no plasma e gera uma sobrecarga do aminodcido (HUMPHRIES;
PRETERIOUS; NAUDE, 2008). Isso resulta na ligagdo da fenilalanina aos transportadores
que cruzam a barreira e, desse modo, a saturagdo de TAAN faz com que outros aminoacidos
necessarios para a sintese de proteinas e neurotransmissores ndo possam chegar ao cérebro.
Um dos aminoacidos ndo essenciais que utilizam a o transportador para atravessar a barreira
hematoencefalica ¢ a tirosina, que € necessaria para a sintese de dopamina. Um exemplo de
aminoacido essencial que também necessita do transportador ¢ o triptofano, envolvido na
formacdo de serotonina. Niveis mais baixos de serotonina na substdncia negra no
mesencéfalo, hipocampo e nucleo da rafe do tronco cerebral afetam o sono, a memoria, a
percepgao sensorial, a fungdo neuroenddcrina, o apetite ¢ o humor. Além disso, essa situagao
pode levar a possiveis disturbios de regulacdo da temperatura, depressdo e ansiedade em
adultos (RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU, 2013; HUMPHRIES; PRETERIOUS; NAUDE,
2008). A elevagao nos niveis sanguineos de fenilalanina apds a ingestao de aspartame ja foi
previamente documentada por Stegink et al. (1988).

O aspartato ¢ outro metabolito do aspartame que também tem seus niveis no sangue ¢
no encéfalo aumentados com o consumo cronico de aspartame (EKONG, 2008). Este se

caracteriza por ser um aminoacido ndo essencial e atuar como neurotransmissor no cérebro,
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sendo responsavel pela transmissdo de impulsos entre os neurdnios. E precursor de
aminoacidos como asparagina, glutamato e glutamina, que também desempenham fungdes
como neurotransmissores. Tanto a absor¢do quanto a liberacdo desses neurotransmissores
dependem de ions de célcio. O excesso dos neurotransmissores no meio extracelular causa
desregulacdo da concentracdo ionica nas células, e o aumento dos niveis de calcio intracelular
leva a liberagdo de quantidades substanciais de glutamato, causando hiperexcitabilidade dos
neurdnios. Esse fendmeno ¢ denominado excitotoxicidade, sendo aspartato e glutamato as
excitotoxinas (HAMILTON; ATTWELL, 2010). Essa estimulacdo continua das células
nervosas gera consequéncias como o esgotamento das reservas de ATP com resultante
acometimento das respostas fisioldgicas. Ha, em funcdo disso, um dano mitocondrial na
célula e alteragcdes do metabolismo energético. H4 também um dano na membrana celular,
sendo liberadas espécies reativas de oxigénio, causando estresse oxidativo e degeneragdo de
células nervosas e glia (RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU, 2013).

E interessante observar os metabdlitos do aspartame geram um desequilibro entre
neutrotransmissores e possibilidade de estresse oxidativo, que podem ser fatores relacionados
a indug¢ao do comportamento do tipo ansioso. (ASHOK; SHEELADEVI; WANKHAR, 2014;
ONAOLAPO; ONAOLAPO; NWOHA, 2017, HUMPHRIES; PRETERIOUS; NAUDE,
2008; RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU, 2013)

1.5 Comportamento do tipo ansioso em cies

A ansiedade ¢ uma doenca presente em cdes que normalmente possuem
comportamentos de hipervinculagdo ao dono e, na sua auséncia, tendem a apresentar
comportamento destrutivo, de vocalizagdo, isolamento e até depressdo. Estes sao classificados
como sintomas da ansiedade de separagdo, presente em cades sem predile¢do por raca; estudos
apontam, contudo, uma maior frequéncia em caes de rua recolhidos em canis de adogao,
sendo o terceiro problema de comportamento mais frequente da Clinica de Comportamento
Animal da Universidade de Cornell, nos Estados Unidos. Seus sinais costumam aparecer
ainda na fase de desenvolvimento (TAKEUCHI et al., 2001). Seu diagnostico normalmente €
clinico, pelo histérico do animal. O diagnoéstico € feito por um médico veterinario e seu

tratamento consiste em terapia e, em casos extremos, a associacdo de medicagdo como
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benzodiazepinicos. (DIAS et al.,, 2012). Um estudo de natureza experimental (SOARES;
PEREIRA; PAIXAO, 2010) realizado em Niteréi (RJ), com proprietarios que viviam em
apartamentos, revelou que 55,9% dos 92 cdes que participaram do projeto apresentaram

resultado positivo para o teste de diagnostico de ansiedade de separagao.

1.6 Objetivo

Neste estudo, aplicou-se uma pesquisa com o objetivo de conhecer os principais
habitos da alimentacdo de cdes no Brasil e aspectos comportamentais relacionados a
ansiedade nos mesmos. Além disso, na tentativa de entender como o consumo precoce de
acucar e de aspartame pode influenciar o comportamento do tipo ansioso € cognitivo durante
a pré-puberdade e a puberdade de animais, essa presente pesquisa também teve por objetivo,
em um modelo animal experimental, realizar uma avaliagdo de diferentes aspectos
comportamentais, além de correlacionar com possiveis alteragdes em pardmetros de estresse
oxidativo hipocampal usando ratos machos e fémeas, que foram submetidos ao consumo
cronico de aspartame e sacarose desde a pré-puberdade até a adolescéncia. O proposito do
trabalho € elucidar eventuais dividas de veterinarios e proprietdrios em relagdo ao uso de

alimentos adogados na alimentagao de seus caes de estimagao.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Metodologia

2.1.1 Questionario Online

Para realizagdo de um experimento ¢ necessario aprovagao previa do comité de ética.
Contudo, se o experimento for aplicado de forma a salvaguardar a identidade do informante, o
que ocorre em formuldrios preenchidos via internet, tal autorizagdo ndo ¢ requerida. Este foi o
procedimento adotado em parte desta pesquisa. Foi aplicado um questionario, via formularios
Google e divulgado via Facebook, com o objetivo de depreender os fatores que estdo

relacionados direta ou indiretamente com comportamento do tipo ansioso e sua relagdo com
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habito de ingestdo de alimentos que contém em sua formula agtcar ou adogantes artificiais. A
metodologia empregada nesta pesquisa seguiu os parametros indicados em Kenedy (2015)
com relacdo a propor¢do de sentencas distratoras e controle em relagdo as sentecas alvo: para
um numero 8 de sentengas alvo, criou-se 12 distratoras e 2 sentengas controle. As sentencas
alvo foram distribuidas em dois grupos: 4 referentes ao comportamento do tipo ansioso do
cdo; e 4 referentes a frequéncia de ingestao de alimentos que contém aclcar ou aspartame em
sua composicao. As questdes sobre ansiedade foram construidas com base em Soares et al.,
2010; ja as questdes referentes aos alimentos foram formuladas a partir de uma pesquisa
prévia da autora em rotulos de alimentos destinados a cdes e pela realizagdo de entrevistas
informais com pessoas conhecidas. A importancia das distratoras em um experimentos como
o que aplicamos ¢ de obter uma resposta mais confiavel, uma vez que ndo manipulada pelo
informante. O ideal para pesquisas desta natureza ¢ que o informante ndo tenha a ciéncia dos
fatores que estdo sendo investigados, ndo conduzindo, dessa forma, as respostas. Ja as
sentencas controle tém como finalidade avaliar o grau de aten¢do do participante no
preenchimento do questionario. Uma sentenga controle deve perguntar sobre algo que ndo dé
margem para mais de uma resposta e que seja de facil compreensdo; dessa forma, ¢ esperado
que qualquer participante, atento ao questionario, dé a mesma resposta. Os participantes que
responderam as sentencas controle diferentemente do esperado foram descartados na analise
estatistica. Antes da socializagdo do questiondrio via internet, foi aplicado uma versdo a
informantes, com o objetivo de avaliar possiveis problemas na construcdo do experimento.
Esse teste foi enviado pela pesquisadora para 8 participantes ndo vinculados a area da
pesquisa e sem conhecimento sobre o assunto a ser investigado pelas questdes do
questionario. A realizagdo desta etapa permitiu a correcdo de um dos contextos formulados
(ANEXO 1). O objetivo das sentencgas alvo era verificar se os cdes dos participantes ingeriam
alimentos que continham aglicar ou adogantes artificiais. A questdo 8 indagava se o
participante costumava dar gelatina aos caes; o resultado do piloto indicou uma resposta
negativa de todos os participantes para essa questdo. Por esta razdo foram inseridos os itens
sorvete e picolé juntamente a gelatina para a versdo final do experimento, seguido de uma
solicitagdao da indicagdo de qual das trés opcoes.

A versdo final do questionario (ver ANEXO 1) foi divulgada na rede social Facebook no dia

cinco de dezembro de 2017. O questiondrio ficou disponivel por um periodo de quatro dias e
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teve a participagdo de 638 informantes. Os dados foram organizados em planilha do excel,
separando as sentengas alvo das distratoras e das controle. Nesta etapa, foram descartados trés
participantes que haviam dado uma resposta ndo esperada para uma ou as duas sentengas
controle. Logo, foram considerados os dados de 635 informantes para este relatorio. A etapa

seguinte foi o tratamento estatistico dos dados. Para isso utilizou-se o programa SPSS®.

2.1.2 Avaliacdo dos efeitos de tratamento com aspartame e com sacarose durante a

peripuberdade em um modelo animal utilizando ratos Wistar de ambos os sexos

2.1.2.1 Animais

Conjuntamente, foi realizada uma pesquisa experimental, utilizando ratos Wistar
machos e fémeas de 21 dias — randomicamente selecionados, provenientes do Centro de
Produgdo e Experimentacdo Animal (CEPEA) do biotério Central do Departamento de
Bioquimica, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Este projeto ¢
parte de um projeto maior, ja aprovado pela CEUA/ UFRGS (32823). Os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica — UFRGS, em sala destinada a animais
em experimentacdo, permanecendo em caixas-moradia (4 animais por caixa), confeccionadas
em Plexiglas medindo 41 x 34 x 16 cm, com assoalho recoberto de maravalha, em um
ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, salas climatizadas (22°C + 2°C),
e com limpeza das caixas duas vezes por semana. Os animais foram mantidos com

alimenta¢ado padrao ad libitum.

2.1.2.2 Exposigao as solugdes

Os animais foram divididos em trés grupos (Figura 2), conforme a solugdo que iriam
receber na agua de beber: (1) controle (recebeu somente agua); (2) sacarose (45g/L); e (3)
aspartame (2g/L). As solucdes foram disponibilizadas desde o desmame (21 dias pos-natal), e

permaneceram até 55 dias de idade.
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Figura 2- Divisao dos animais em diferentes grupos aos 21 dias.
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Fonte: Propria autora, 2018.

As concentracdes das solucdes de sacarose e aspartame foram calculadas de forma que
contivessem valores equivalentes de dogura e se mantivessem dentro dos niveis de consumo
diarios considerados aceitaveis. Os componentes (sacarose € aspartame) foram solubilizados
em agua e oferecidos ad libitum. Da mesma forma, o grupo controle que recebeu somente
agua também a recebeu ad libitum.

O consumo das diferentes solugdes e da racdo padrao foi monitorado diariamente
desde o desmame até o término dos comportamentos, durante a adolescéncia. Os consumos
foram medidos por caixa-moradia, sendo os valores divididos pelo nimero de animais por
caixa. Além disso, os animais foram pesados uma vez por semana até o fim do experimento,

para controle do ganho de peso.

2.1.2.3 Avaliacao da fase do ciclo estral

O ciclo estral das fémeas foi avaliado através da retirada das ratas da caixa-moradia,
introdug¢do da ponteira fixada a uma micropipeta, contendo 50 pl de solucdo fisioldgica
(0,9%) na entrada da vagina do animal. A solug¢do dispensada dentro do canal vaginal ¢
coletada pela pipeta e colocada em lamina de vidro. A amostra ¢ imediatamente analisada em
microscopio Optico, para determinacdo da fase do ciclo estral. Este procedimento foi realizado
desde a abertura vaginal até o ultimo dia de tarefas comportamentais (figura 3). Também foi
avaliado o ciclo estral dos animais no dia do sacrificio, de forma a relacionar a influéncia

hormonal sobre os dados obtidos.
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Figura 3- Linha do tempo do desmame dos animais ao seu sacrificio.

(F | l l g

2& DESMAME + BO\I/BS 45\£\d//55
RANDOMIZACAO AREFA l

Fonte: Propria autora, 2018.

2.1.2.4 Tarefas comportamentais

Os animais foram submetidos as tarefas comportamentais apds atingirem 45 dias de

idade (periodo da adolescéncia); (figura 3).

2.1.2.4.1 Labirinto Y

Esta tarefa foi realizada para avaliar memoria espacial de curta duragdo. O labirinto Y
consiste em um aparato de madeira, pintado de preto, contendo 3 bracos fechados
lateralmente, colocado em uma sala com dicas espaciais de formatos diferentes nas paredes.
Na sessao de Treino, o acesso a um dos bragos (brago novo) foi bloqueado por uma porta de
guilhotina; o animal foi colocado na extremidade de um brago (brago fixo), de costas para o
centro do aparato, e pode explorar os dois bragos acessiveis, durante 5 minutos. A sessdo de
Teste foi realizada uma hora apds o treino. O rato foi colocado no brago fixo, de costas para o
centro do aparato, e foi dado livre acesso aos trés bragos por 5 minutos. Foram registrados o
nimero de entradas e o tempo passado em cada brago. A porcentagem de tempo que o animal
passou no braco novo, na sessdo de Teste, foi utilizada como indicativo da aquisicdo de
memoria espacial. Observagdes: O aparato foi limpo com uma solucdo de etanol a 30% e, em
seguida, seco com uma toalha de papel ap6s cada ensaio. Considerou-se entrada em um brago

quando o animal entrou com as 4 patas no bragco [CONRAD et al., 1996; PANIZ et al., 2014].
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2.1.2.4.2 Reconhecimento de objetos

Esta tarefa foi realizada para avaliar memoria declarativa de curta e de longa duracdo
[ANTUNES; BIALA, 2012]. O aparato consistiu em uma caixa de madeira revestida de
formica preta, com dimensdes 50 x 50 x 50 cm. Para habituag@o ao aparato, os animais foram
colocados neste por 20 minutos, durante 3 dias consecutivos. Na sessdo de Treino, 2 objetos
iguais (A e A’) foram fixados no aparato, equidistantes entre si e das paredes laterais, e os
animais puderam explord-los livremente por 5 minutos. Foi realizado um teste para avaliar
memoria de curta duracdo, 2 horas apds o treino, e um teste de longa duragdo, 24 horas apds o
treino. Nas sessoes de Teste, um dos objetos foi substituido por um novo objeto (B ou C), e os
animais foram colocados novamente no aparato por 5 minutos. As sessdes foram filmadas e
foi determinado o tempo de exploragdo dos objetos; uma porcentagem de tempo maior
explorando os objetos novos (B ou C) em relagdo ao objeto familiar (A) foi usada como
indicativo de memoria (observacao: foi contabilizado como tempo de exploracdo do objeto

toda vez que o rato cheirou, tocou ou aproximou-se a menos de 3cm do objeto).

2.1.2.4.3 Teste claro-escuro

Este teste foi realizado para avaliar o comportamento tipo-ansiedade nos animais. O
aparato claro-escuro (81 x 42 x 22 c¢m) foi dividido em dois compartimentos, sendo um deles
iluminado e o outro escuro, ligados através de uma abertura que permitia o livre acesso a
ambos. O animal foi colocado no centro do compartimento claro e, durante 5 minutos, se
avaliou o tempo de permanéncia em cada compartimento, o nimero de transi¢cdes € o tempo
para a primeira transicdo do compartimento claro para o escuro. Roedores, sendo animais
noturnos, preferem lugares menos iluminados, pelo que um aumento no tempo de
permanéncia no compartimento claro pode ser interpretado com uma reducdo nos niveis de

ansiedade [CRAWLEY; GOODWIN, 1980].
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2.1.2.4.4 Campo Aberto

O teste do campo aberto consiste de uma arena contendo uma area central, aversiva
para os ratos, e representa um modelo amplamente utilizado para a avaliagdao tanto da
atividade motora como de comportamentos relacionados a ansiedade [PRUT; BELZUNG,
2003]. O aparato consiste de uma arena de madeira com assoalho preto (50 x 50 cm, altura 50
cm). Com o auxilio do programa de avaliagdo de imagens ANY-MAZE®, foram analisados,
dentro dos cinco primeiros minutos dos animais no campo aberto, no primeiro dia da
habituagdo no aparato, o tempo de permanéncia, velocidade média, distdncia percorrida e
entradas no centro do aparato, assim como na periferia do aparato. Também foram medidos a
velocidade média total, a distancia total percorrida e os cruzamentos no aparato. A intensidade

luminosa no centro do campo aberto foi de 40 lux.

2.1.2.5 Anélises bioquimicas

Para as analises bioquimicas, foram coletados o hipocampo dorsal ¢ o hipocampo

ventral dos animais submetidos aos tratamentos descritos acima.

2.1.2.5.1 Estresse oxidativo

Ensaios para determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes: para os ensaios de
atividade enzimadtica, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em tampao Fosfato de
Potéssio 5S0mM + EDTA ImM pH 7,4, na proporg¢ao 1:10 (W:V), e centrifugadas a 4 °C, 3000

rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi usado para os ensaios, conforme descrito abaixo.

2.1.2.5.2 Catalase

A atividade da catalase foi determinada com base na taxa de degradagdo do peroxido
de hidrogénio, que foi monitorada por analise espectrofotométrica a 240 nm, a temperatura
ambiente. As amostras (10 pL) foram pipetadas em uma placa de 96 pocos, as quais foi

adicionado 225 pL de tampdo com ou sem peroxido de hidrogénio; imediatamente apos, a
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placa foi incubada a 25 °C, por 3 minutos. Foi realizada leitura a 240 nm, por 8 ciclos com
intervalo de 26 segundos. A atividade da catalase foi calculada em termos de pmol de
peroxido de hidrogénio consumido por minuto por mg de proteina total, usando o coeficiente

de extin¢do molar 43,6 M-lcm™! [AEBI, 1984].

2.1.2.5.3 Glutationa Peroxidase

A atividade da Glutationa Peroxidase foi determinada usando o kit comercial
RANSEL (#RS504, Randox Laboratories Ltd., Reino Unido), de acordo com as instrugdes do
fabricante. A Glutationa Peroxidase catalisa a oxida¢dao da glutationa, que ¢ posteriormente
reduzida na presenca da Glutationa Redutase, usando NADPH como dador de eletrons. A
diminui¢do na concentracdo conhecida de NADPH foi monitorada por espectrofotometria a
340 nm, 25 °C, subtraindo-se a contribui¢do da oxidagao espontanea de NADPH. A atividade
da Glutationa Peroxidase foi expressa em nmol de NADPH oxidado por minuto por mg de

proteina na amostra [PAGLIA; VALENTINE, 1967].

2.1.2.5.4 Superdxido Dismutase

Para este ensaio, as amostras, previamente extraidas conforme descrito acima, foram
diluidas 50 vezes. A determinagdo da atividade da Superoxido Dismutase foi efetuada usando
o kit comercial RANSOD (#SD125, Randox Laboratories Ltd., UK), de acordo com as
instrucodes do fabricante. Xantina ¢ Xantina Oxidase foram adicionadas as amostras, de forma
a gerar radicais superoxido, que, ao reagir com INT, formaram um reagente de cor vermelha.
A presenca de Superéxido Dismutase na amostra inibiu a produ¢do do cromogénio, que foi
determinada por espectrofotometria a 492 nm, 37 °C. A atividade da Superoxido Dismutase,
inversamente proporcional a concentracao do cromogénio, foi expressa em miliunidades (mU)
por mg de proteina na amostra, sendo 1 unidade equivalente a 50% de inibi¢do da taxa de

reducdo do INT, nas condi¢des do ensaio. [DELMAS-BEAUVIEUX et al., 1995]
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2.1.2.5.5 Ensaios para determina¢do do contetido de espécies reativas de oxigénio € nitrogénio

a) Espécies reativas de oxigénio: o conteudo de espécies reativas de oxigénio foi
determinado pelo método da 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato [LEBEL;
ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992]. As amostras (20 pL, mesmas amostras usadas
para os ensaios enzimaticos descritos acima) foram pipetadas em uma placa de 96
pocos; apds, foi adicionado 80 pL de tampao de homogeneizacao e 100 pL. de DCFH»-
DA (reduzido; Sigma-Aldrich, Alemanha), no escuro. Este composto ¢ hidrolisado por
enzimas celulares e o DCFH; produzido ¢ oxidado por espécies reativas presentes na
amostra, produzindo DCF, que ¢ fluorescente. Foi feita uma curva padrao de DCF
(oxidado; Sigma-Aldrich, Alemanha). A placa foi incubada a 37°C, por 30 minutos,
protegida da luz, e a fluorescéncia do DCF foi medida por excitagdo a 488 nm e leitura
a 525 nm. A concentragdo da forma oxidada deste reagente nas amostras foi
proporcional ao seu conteudo de espécies reativas.

b) Espécies reativas de nitrogénio: o conteiido de espécies reativas de nitrogénio (6xido
nitrico) foi determinado pelo método da 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato, em células vivas, através da citometria de fluxo
[KOJIMA et al., 2001]. O tecido foi dissociado em 500 pL de solugdo salina
tamponada por fosfato (PBS) contendo colagenase IV (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
DNase (Sigma-Aldrich, Alemanha). As amostras foram filtradas através de um filtro
de nylon 40 um (BD Biosciences, USA). Em tubos de citometria, as células em
suspensdao (50 pL) foram incubadas com 1 uM DAF-FM Diacetate (#D-23844,
Molecular Probes, ThermoFisher Scientific, EUA), a 37 °C, durante 60 minutos, no
escuro. A citometria de fluxo foi realizada no citometro FACScalibur flow cytometer
(BD Biosciences, EUA); foram coletados 50.000 eventos por amostra. Os resultados
foram expressos como mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI), proporcional a

concentragdo de 6xido nitrico em cada amostra.

2.1.2.5.6 Ensaio para determinagdo do conteudo total de grupos tidis

O método para determinagdo do conteudo total de grupos tiol se baseia na reducao de
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acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTNB) pelos grupos tiol, gerando um composto de
coloracdo amarela (TNB), cuja concentracao foi determinada por espectrofotometria a 412 nm
[AKSENOV; MARKESBERY, 2001]. Os resultados foram expressos em nmol SH por mg de

proteina.

2.1.2.5.7 Determinagao do conteudo total de proteinas nas amostras

O conteudo total de proteinas nas amostras foi determinado pelo método de Lowry

[LOWRY, 1951], usando albumina sérica bovina para a curva padrao.

2.1.3 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do programa SPSS Statistics 16.0 e
representados em graficos pelo Excel 2010. Os dados paramétricos com distribui¢do normal
foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias, usando como fatores sexo
e tratamento, seguida de teste post-hoc Tukey, quando adequado. Os valores foram
representados através de média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

2.2 Resultados

2.2.1 Medidas de consumo

As solugdes foram medidas diariamente e a ragdo de dois em dois dias. Os animais
tratados com sacarose tendem a comer menos ragdo, em relacdo ao grupo controle e
aspartame, pela compensacdo calérica da bebida adocada (dados ndo mostrados). O grupo
também consome uma quantidade maior de solugdo se comparado aos animais que tomam
apenas agua e aos animais que tomam agua adogada com aspartame (F(2,12)=33,834,
p<0,001). As fémeas do grupo sacarose (média=36,6 dias de idade) apresentam uma tendéncia
a atingir antes a puberdade pela média do dia da abertura vaginal inferior em relagdo aos

grupos aspartame (média=37,6 dias de idade) e controle (média=38,3 dias de idade).
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2.2.2 Questiondrio

A maioria dos caes cujos donos participaram do questionario tem entre dois e oito anos
(50,1%) e sao fémeas (57,1%). Em relagcdo ao fornecimento de alimentos adocados, 21,1%
comem iogurtes; 14,8% comem gelatina, picolé ou sorvete; 30,5% comem bolachas doces;
75,9% comem petiscos destinados a espécie e 14,2% ja receberam algum tipo de suplemento,
por um periodo médio de um més. Em referéncia a héabitos relacionados a comportamento do
tipo ansioso, 55,3% dos cdes manifestam alteracdes de comportamento como ofegacao,
isolamento ou até tentar impedir a saida do dono quando o proprietario pretende sair de casa.
Quando sozinhos, 23,1% dos cdes apresentam comportamento destrutivo, 13,4% latem em

excesso e 30,2% urinam em lugares indevidos.

2.2.3 Labirintoem Y

FIGURA 4- Graficos do teste da tarefa do labirinto em Y. Grafico A: nimero de entradas das fémeas
no novo braco; grafico B: numero de entradas dos machos no novo brago; grafico C: tempo de
permanéncia, em segundos, das fémeas no novo brago; grafico D: tempo de permanéncia, em
segundos, dos machos no novo brago.
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Os graficos A e B (figura 4) representam, respectivamente, o nimero de entradas das
fémeas e machos no terceiro braco do aparato em Y na fase de teste do experimento, realizada
uma hora ap6s o treino. Apesar de ndo haver diferenca significativa nas médias,
(F(2,56)=1,564; p=0,218) observa-se uma tendéncia a um menor numero de entradas em
fémeas do grupo aspartame em relagdo aos grupos controle e sacarose. Em contrapartida, o
grupo aspartame dos machos teve um maior numero médio de entradas em relagdo aos outros
grupos. Houve um efeito significativo do sexo aonde as fémeas, independentemente do grupo,
evidenciaram um maior numero de entradas no bragco novo, durante o teste (10,1+-0,5 vs.
8,1+-0,5; F(1,56)=7,432, p=,009).

Os graficos C e D apresentam, em segundos, o tempo total que os animais
permaneceram no braco novo no periodo do teste da tarefa (Figura 4). As fémeas tratadas com
aspartame apresentaram uma tendéncia a um menor tempo de permanéncia no braco novo
comparado aos machos com o mesmo tratamento e aos grupos controle e sacarose que
mostraram resultados similares (F(2,56)=0,302, p=0,741). Em relacdo aos machos, os trés

grupos apresentaram resultados similares.

2.2.4 Reconhecimento de Objetos

FIGURA 5- Graficos do teste da tarefa do reconhecimento de objetos. Grafico A: tempo de
exploragdo, em segundos, do objeto novo (copo) das fémeas; grafico B: tempo de exploragdo, em
segundos, do objeto novo (copo) dos machos.
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Na tarefa comportamental de reconhecimento de objetos foram analisados o tempo de

exploragdo nos objetos no treino (dois cubos) e o tempo de exploracao do objeto novo (copo)
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no teste, realizado 24 horas apds o treino. Como esperado, o tempo de exploracdo dos dois
cubos no treino foi similar entre os grupos (F(2,53)=0,952, p=0,392). Observa-se um tempo
de exploragao similar em ambos os grupo e sexos, no teste (F2,53)=0,293, p=0,748). Nota-se

que os animais exploraram igualmente ambos os objetos (figura 5).

2.2.5 Campo Aberto

As analises de velocidade média total, a distancia total percorrida (fig 6- A e B)
(F(2,50)=0,799, p=0,455) e os cruzamentos pelo aparato, em conjunto com o tempo de
permanéncia (fig 6- E e F) (F(2,50)=0,832, p=0,441), velocidade média, distancia percorrida e
entradas no centro do aparato (fig 1: Ce D) (F(2,50)=0,149, p=0,862), assim como na periferia
do aparato, mostraram-se similares em relacao aos diferentes grupos e sexos. Em ambos os
SeX0s, 0 grupo sacarose permaneceu por um menor periodo no centro do aparato em relagao
ao grupo aspartame, porém, esses dados ndo sdo estatisticamente significativos (figura 6- E e

F).



FIGURA 6- Graficos da tarefa do campo aberto. Grafico A: distancia total percorrida, em metros,
pelas fémeas durante cinco minutos; grafico B: distancia total percorrida, em metros, pelos machos
durante cinco minutos; grafico C: nimero de entradas das fémeas no centro do aparato; grafico D:
numero de entradas dos machos no centro do aparato; grafico E: tempo, em segundos, da
permanéncia das fémeas no centro do aparato; F: tempo, em segundos, da permanéncia dos machos
no centro do aparato.
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2.2.6 Claro-Escuro

FIGURA 7- Graficos da tarefa do claro-escuro. Grafico A: laténcia, em segundos, para fémeas
entrarem no compartimento escuro do aparato; grafico B: laténcia, em segundos, para machos
entrarem no compartimento escuro do aparato; grafico C: tempo de permanéncia das fémeas no
compartimento claro do aparato; grafico D: tempo de permanéncia dos machos no compartimento
claro do aparato; grafico E: frequéncia de exibi¢do da postura de andlise de risco das fémeas; E:
frequéncia de exibicdo da postura de analise de risco dos machos.
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Observa-se, embora estatisticamente insignificante (F(2,52)=0,901, p=0,412), uma
maior laténcia para entrada no compartimento escuro pelos machos do grupo controle, em
relacdo aos grupos sacarose e aspartame, que foram semelhantes. (Figura 7- B). Em relagdo ao
tempo que os animais permanecem no claro também ndo foram observadas diferencas
significativas, (F(2,52)=0,969, p=0,386) apesar de um menor tempo do grupo sacarose nos
machos em relacao aos outros (figura x C e D). Observa-se um efeito oposto em relacao aos
sexos € 0s grupos controle e aspartame no numero de ‘SAP’, porém, esses dados ndo sdo
significativos do ponto de vista estatistico (F(2,52)=1,990, p=0,147) (figura 7- E e F).

Outras varidveis analisadas na tarefa comportamental claro-escuro também nao
apresentaram diferencas significativas e foram elas: a laténcia para explorar o compartimento
claro, o nimero de entradas no compartimento claro, nimero de rearings no compartimento

claro.

2.2.7 Estresse Oxidativo

A figura 8 representa os graficos da analise do estado redox no hipocampo dorsal das
fémeas. No grafico A, que representa a atividade da catalase, observa-se uma diminui¢ao
significativa da atividade da enzima no grupo aspartame em relagao ao grupo controle (p=
0,042) e uma tendéncia a diminuicdo da enzima no grupo sacarose em relagdo ao grupo
controle (p=0,098). A razao SOD/ CAT+GPx esta representada pelo grafico D e exibiu uma

tendéncia a um aumento da razao no grupo sacarose em relagdao ao grupo controle (p= 0,085).
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Figura 8- Graficos de parametros do estresse oxidativo do hipocampo dorsal das fémeas. Grafico A:
atividade da catalase; grafico B: atividade da GPx; grafico C: atividade da SOD; grafico D: razdo
entre SOD/ CAT+ GPx; grafico E: niveis de tidis.
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Figura 9- Graficos de pardmetros do estresse oxidativo do hipocampo ventral das fémeas. Grafico A:
atividade da catalase; grafico B: atividade da GPx; grafico C: atividade da SOD; grafico D: razdo
entre SOD/ CAT+ GPx; grafico E: niveis de tidis.
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A figura 9 representa os graficos da analise do estresse oxidativo no hipocampo

ventral das fémeas. Observa-se, no grafico C, uma forte tendéncia a diminui¢do na atividade
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da SOD no grupo sacarose em relacdo ao grupo controle (p=0,056). Também ha uma
tendéncia a diminuigdo da razao SOD/ CAT+GPx, observada no grafico D, do grupo sacarose
em relacdo ao grupo controle (p=0,088). O grafico E representa os niveis de tiois, que estao
diminuidos no grupo aspartame em relagdo ao grupo controle (F(2,19)=6,218, p=0,008) ¢ uma
forte tendéncia a diminui¢do dos niveis de tidis do grupo aspartame em relagdo ao grupo
sacarose (p=0,061).

A figura 10 representa os graficos da andlise do estresse oxidativo no hipocampo
dorsal dos machos. Houve um aumento significativo, representado no grafico B, da atividade
enzimatica da GPx no grupo sacarose, relacdo ao grupo controle (p=0,042). Observam-se,
também, alteragdes nos nivel de tidis, ilustradas no grafico E. Seus niveis diminuiram
significamente no grupo aspartame em relacdo ao grupo controle (p=0,042) e percebe-se uma
tendéncia a diminui¢ao dos niveis no grupo sacarose em relacdo ao grupo controle (p=0,07).

A figura 11 representa os graficos da analise do estresse oxidativo no hipocampo

ventral dos machos. Nao houve alteragdes estatisticamente significativas.
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Figura 10- Graficos de pardmetros do estresse oxidativo do hipocampo dorsal dos machos. Gréfico A:
atividade da catalase; grafico B: atividade da GPx; grafico C: atividade da SOD; grafico D: razao
entre SOD/ CAT+ GPx; grafico E: niveis de tiois.

# CONTROLE SACAROSE ® ASPARTAME

A B

4 X *

CATALASE GPX

(@)
O

)18

2 o1 1
1 )05
(/] ~
SOD RAZAO SOD/ CAT+GPX
E
#

40 1 *

30

20

10

0 -

TIOIS

Fonte: Propria autora, 2018.



37

Figura 11- Graficos de pardmetros do estresse oxidativo do hipocampo ventral dos machos. Grafico
A: atividade da catalase; grafico B: atividade da GPx; grafico C: atividade da SOD; grafico D: razdo
entre SOD/ CAT+ GPx; grafico E: niveis de tidis.
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Figura 12- Graficos da técnica de citometria de fluxo no hipocampo dorsal e ventral das fémeas.
Grafico A: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas com DCF no
hipocampo dorsal; grafico B: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas
com DAF no hipocampo dorsal; Grafico C: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das
amostras incubadas com DCF no hipocampo ventral; grafico D: Mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas com DAF no hipocampo ventral.
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Fonte: Propria autora, 2018.
Observa-se uma diferenga significativa do grupo aspartame em relacao aos niveis de
oxido nitrico (F(2,19)=4,762, p=0,021), se comparados com o grupo controle (p=0,02). Nao

foram encontradas outras diferencas significativas nas fémeas (figura 12).



Figura 13- Graficos da técnica de citometria de fluxo no hipocampo dorsal e ventral dos machos.
Grafico A: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas com DCF no
hipocampo dorsal; grafico B: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas
com DAF no hipocampo dorsal; Grafico C: Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) das
amostras incubadas com DCF no hipocampo ventral; grafico D: Mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) das amostras incubadas com DAF no hipocampo ventral.
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Nao foram encontradas diferengas significativas com a técnica de citometria de fluxo

no hipocampo dos machos (figura 13).

2.3 Discussio

O aspartame ¢ um adogante artificial amplamente usado em bebidas e alimentos para
humanos e alguns petiscos para caninos. Sua absor¢do no intestino ¢ seguida por sua
metabolizacdo em fenilalanina, dcido aspartico e metanol [RYCERZ; JAWORSKA-ADAMU,
2013]. O presente estudo teve como objetivo usar um modelo animal (ratos) para relacionar a

ingestdo cronica de aspartame (que também ¢ fornecido a cdes de estimacdo através da
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ingestdo de alimentos destinados a humanos e também proprios para espécie que contém o
adogante) com o surgimento de alteragdes cognitivas e comportamento do tipo ansioso. Neste
modelo foram realizados testes apos a ingestdo cronica didria de aspartame, para avaliar
memoria de curta e longa duragdo, locomog¢do e ansiedade, além da andlise de espécies
reativas de oxigénio e possivel estresse oxidativo no hipocampo dorsal e ventral. O
hipocampo ¢ uma estrutura cerebral reconhecida por atuar na aprendizagem e memoria
espacial, além de estar relacionado com comportamento e emog¢des. Contudo, experimentos
realizados concluiram que essas funcdes do hipocampo estdo desigualmente distribuidas entre
eixo ventral e dorsal, sendo o primeiro relacionado com comportamentos relacionados a
ansiedade, enquanto o hipocampo dorsal apresenta papel preferencial na aprendizagem
espacial e na memoria (MOSER; MOSER; ANDERSEN, 1993; FANSELOW; DONG, 2010;
JUNG; WIENER; MCNAUGHTON, 1994; GAGE; THOMPSON, 1980; ONAOLAPO;
ONAOLAPO; NWOHA, 2017).

Dentre os resultados, os mais significativos foram observados na avaliacio do estresse
oxidativo em que o uso de aspartame induziu diminuicdo na atividade da glutationa
peroxidase, uma enzima anti oxidante e no conteudo de tidis totais sugerindo maior
vulnerabilidade a agressdes por agentes oxidantes. Também foram observados efeitos sexo- e

estrutura-especificos. Abaixo serdo discutidos os resultados.

2.3.1 Estresse Oxidativo

No hipocampo dorsal, observamos efeitos sexo-especificos da administragdao de
bebidas adogadas, pois tanto o aspartame quanto a sacarose apresentaram efeitos diminuindo a
atividade de certas enzimas antioxidantes. Nas fémeas, houve diminui¢do da catalase com
aumento da razdo SOD/cat+gpx. Esse aumento pode sugerir um desequilibrio com maior
produgdo de perdxidos (pela atividade da SOD) (FUKAI; USHIO-FUKALI 2011; ASHOK et
al., 2015), que deveriam ser destoxificados pelas atividades da CAT e da GPx, cujo conjunto
esta diminuido. Assim, e possivel que perdxidos se acumulem e, pela reagdo de Fenton e de
Harber-Weis, tenhamos aumento da producao de radical hidroxila, como mostrado na figura

14.
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Figura 14- Fontes e geracdo de diferentes espécies reativas de oxigé€nio. CAT:
catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; SOD: superdxido
dismutase; RH: membrana lipidica; R.: radical alquila.
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Fonte:OLAWALE, 2015.

Por outro lado, no hipocampo dorsal de machos, também observamos efeitos que
podem aumentar vulnerabilidade a eventos oxidativos, com redu¢do da atividade da GPx
(BLUM; FRIDOVICH, 1985) no grupo aspartame em relagdo ao grupo que recebeu sacarose.
Interessante ¢ que os tidis totais nesses grupos (aspartame e sacarose) estdo diminuidos em
relacdo ao controle. Os tidis (-SH) diminuem quando s3o oxidados produzindo grupos
dissulfeto (-S-S-). Isso pode modificar estruturalmente proteinas, levando a alteracdo em sua
atividade, e também pode diminuir a atividade antioxidante da glutationa, um tripeptideo que
contém um residuo de cisterna que ¢ utilizado pela glutationa peroxidase para redugdo de
perdxidos. Assim, a diminui¢do dos tidis totais pode ser interpretada como um aumento do
status oxidativo da célula (GROITL; JAKOB, 2014).

A diminuic¢do nos niveis de 6xido nitrico visualizado no hipocampo ventral das fémeas
sugere uma maior vulnerabilidade da estrutura, uma vez que o 6xido nitrico esta relacionado a
regulacao de varios processos comportamentais, cognitivos € emocionais, de transmissao e
plasticidade sinédptica, por modular os niveis de diversos neurotransmissores no sistema
nervoso central, como serotonina ¢ dopamina (PALUMBO et al., 2007, WEGENER, 2003;
DIAS, 2006).
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Assim, embora via mecanismos bioquimicos distintos, tanto machos quanto fémeas
apresentaram possivel maior susceptibilidade a danos oxidativos no hipocampo dorsal apds
tratamento com aspartame.

No hipocampo ventral, por sua vez, apenas encontramos efeitos nas fémeas. Houve
reduc¢do da atividade da SOD e da razdo SOD/cat no grupo tratado com sacarose. Por sua vez,
no grupo aspartame, houve reducdo dos tiois totais. Esses dados sugerem uma maior
susceptibilidade a danos oxidativos no hipocampo ventral de fémeas que recebem essas
bebidas adogadas, quando comparadas aos machos.

O hipocampo ndao ¢ uma estrutura homogénea em sua formacdo (GAGE;
THOMPSON, 1980). Nadel et al. (1968), descreveu que lesdes em diferentes regides do
hipocampo podem produzir efeitos comportamentais discrepantes. Estudos mostram que o
hipocampo dorsal parece estar mais relacionado com fungdes cognitivas, como memoria e
aprendizagem espacial (BANNERMAN, 2004; FANSELOW, 2010). Moser et al. (1993)
constataram que lesdes no hipocampo dorsal promoveram um prejuizo no aprendizado na
tarefa do labirinto aquatico de Morris e lesdes da mesma gravidade no hipocampo central nao
levaram a prejuizos na tarefa. Uma explicagdo pode ser pela expressdo génica no hipocampo
dorsal se correlacionar com as regides corticais envolvidas no processamento da informagao,
enquanto os genes expressos no hipocampo ventral se correlacionam com as regides
envolvidas na emocdo e no estresse (amigdala e hipotalamo) (FANSELOW, 2010). O
hipocampo ventral parece estar relacionado a comportamentos do tipo ansioso, emogdes,
medo e estresse (BANNERMAN, 2004; FANSELOW, 2010). Sua proje¢ao para o cortéx pré-
frontal pode estar relacionado a influéncias no sistema dopaminérgico (BANNERMAN,
2004). Além disso, Gage et al. (1980) sugeriram, apds um experimento, que um maior nimero
de terminais nervosos que acumulam noradrenalina e serotonina esta presente no hipocampo
ventral.

Os diferentes resultados nas estruturas dorsal e ventral sugerem que os possiveis
prejuizos causados pelos tratamentos utilizados, com aumento do status oxidativo da estrutura

e sua vulnerabilidade podem ser heterogéneos em relacao a sua localizagao.
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2.3.2 Labirintoem Y

A tarefa do labirinto em Y é amplamente usada em testes de memoria espacial curta
pelo rapido acesso a memoria do rato. Essa vantagem pode ser importante em casos de lesdes
ndo permanentes ao hipocampo, como casos de estresse cronico. Outro fator positivo da tarefa
¢ o fato de que o aparato permite que o rato explore novos ‘ambientes’. Portanto, um rato que
ndo recebe recompensa ou estimulos aversivos, tem uma grande tendéncia, devido ao seu
instinto, a explorar novas areas. Nao foram observadas mudancas significativas em relagdo a
exploracdo do novo brago no teste, sugerindo que o consumo cronico de sacarose ou
aspartame nao causaram prejuizos na memoria espacial de curta duragdo. Entretanto, houve
um efeito sexo-especifico, evidenciando um maior nimero de entradas das fémeas no brago
novo, o que sugere uma maior atividade exploratoria em relagdo aos machos. Além disso, foi
observada uma tendéncia a um menor indice das fémeas do grupo aspartame, em relagdo ao
tempo total que os animais permaneceram no bragco novo no periodo do teste, se comparado
aos machos e ao grupo controle e sacarose das fémeas, o que sugeriria prejuizo na memoria
desses animais.

Contudo, o tempo de exploracdo do novo brago nos grupos controle foi similar ao
tempo de exploragdo dos outros bragos no teste, o que leva a um questionamento sobre a
aplicagdo da tarefa no periodo da adolescéncia, pois, nesse grupo, que ndo recebe nenhum
estimulo estressor para perda de memoria, os indices de exploracdo deviam ser maiores, pela
natureza instintiva do rato de explorar ambientes desconhecidos (CRAWLEY; GOODWINN,
1980).

Um estudo realizado com ratos adultos constatou uma piora da memdria espacial de
curta duragdo nos grupos tratados cronicamente com aspartame através do teste de Morris
Water-maze (ABDEL-SALAM et al., 2012). Por outro lado, Tilson et al. (1991) realizaram a
mesma tarefa e afirmam que ratos tratados cronicamente com aspartame nao tiveram prejuizo
na memoria se comparados ao grupo controle. Esta divergéncia pode ser devido ao fato de
que na primeira pesquisa foram utilizados camundongos e a dose era 5 vezes maior do que na

pesquisa de Tilson, feita com ratos.
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2.3.3 Reconhecimento de Objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos é amplamente usada em testes de memoria de
curto e longo prazo, apresentando mais de um formato, os quais relacionam-se a distintas
estruturas encefalicas envolvidas nos processos de memoéria (ANTUNES; BIALA, 2012;
BROADBENT, 2010).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos na exploragdo do objeto novo no
teste, 0 que sugere que os animais tratados cronicamente com aspartame ou sacarose nao
apresentaram prejuizos na memoria de reconhecimento a longo prazo. Entretanto, em ambos
os grupos, incluindo o controle, o tempo de exploracdo do objeto novo ¢ similar ao objeto
familiar, indicando que os animais ndo aprenderam adequadamente a tarefa. Esse indicio leva
a hipdtese de que os animais nessa idade, assim como no labirinto em Y, ndo estdo aptos a
realizacdo dessa tarefa. Ambas as tarefas foram padronizadas, como relatado na literatura,
para animais adultos (CONRAD et al., 1996; ANTUNES; BIALA, 2012) e os animais mais
jovens podem apresentar comportamento mais ativo, o que poderia prejudicar seu

desempenho em tarefas que envolvem grande nivel de atengao.

2.3.4 Exposicao ao Campo Aberto

O campo aberto ¢ um modelo popular para a visualizagdo do comportamento do tipo
ansioso em roedores (PRUT; BELZUNG, 2003). O grupo aspartame (machos e fémeas) teve
uma tendéncia a permanecer mais tempo no centro do aparato, em relacdo ao grupo sacarose
nas fémeas e em relacdo ao grupo sacarose € ao grupo controle nos machos, sugerindo um
efeito ansiolitico, visto que ratos tendem a caminhar perto das paredes, evitando o centro do
ambiente (KULESSKAYA; VOIKAR, 2004). Contudo, para comprovar essa tendéncia, seria

necessario aumentar o n de animais.

2.3.5. Transi¢oes Claro-Escuro

A tarefa do claro-escuro é baseada no modelo de aversdo dos ratos a ambientes claros,

por serem animais com habito de exploracdo noturna (CRAWLEY; GOODWIN, 1980).
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Animais com alto nivel de ansiedade tendem a evitar o compartimento claro e passar maior
tempo no compartimento escuro do aparato (HEREDIA et al., 2014). Contudo, os resultados
da atual pesquisa ndo apresentaram significancia na investigacdo do comportamento do tipo

ansioso através da tarefa.
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3. CONCLUSAO

Através do questionario aplicado foi possivel observar um frequente fornecimento de
alimentos contendo aglicar e aspartame para cies e que comportamentos do tipo ansioso sao
comuns entre os animais. Os resultados da pesquisa experimental indicam um possivel
desequilibrio do status oxidativo do hipocampo consequente da ingestdo cronica de aspartame
na fase da infancia ¢ adolescéncia de ratos. As alteragdes vistas no estresse oxidativo foram
sexo-especificas, sugerindo uma maior vulnerabilidade a eventos oxidativos em fémeas. Além
disso, houve um efeito estrutura-especifico, onde o hipocampo dorsal pareceu mais atingido, o
que indica prejuizos na aprendizagem espacial, de tarefas cognitivas e memoria. Tarefas
comportamentais para avaliagdo cognitiva devem ser padronizadas para a aplicagdo na
adolescéncia, pelo mau desempenho do grupo controle nos testes do labirinto em Y e
reconhecimento de objetos. O aspartame ndo pareceu gerar efeitos significativos em relacao a
ansiedade, porém pode-se observar uma tendéncia a um efeito ansiolitico no grupo. Para

comprovar a tendéncia, seria necessario o aumento do n.
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APENDICE A- Questionario online sobre habitos dos cies e seus proprietarios no Brasil

Habitos de caes e seus proprietarios
no Brasil

«QObrigatorio

Qual a idade do seu cao? *
(O entre 0-2 semanas

(O entre 2-3 semanas

entre 3-12 semanas

entre 3 meses-1 ano

entre 1-1,5 anos

entre 1,5-2 anos

entre 2-8 anos

O OOO0OO0OO0

maior que 8 anos

Qual o porte do seu cao?
(O Pequeno

O Médio

(O Grande

(O Gigante

Qual o sexo do seu cao? *
O Macho

(O Fémea

Vocé costuma dar banana para o seu cao? *
(O Frequentemente

() Raramente

(O Nunca
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Vocé costuma dar iogurte para o seu cao? *
() Frequentemente

(O Raramente

(O Nunca

Seu cao destroi moveis/ objetos na sua auséncia? *
O sim
O Nao

Vocé costuma dar frango para o seu cao? *
(O Frequentemente

(O Raramente

O Nunca

Vocé costuma dar gelatina, sorvete ou picolé para o seu cao? *
(O Frequentemente

(O Raramente

(O Nunca

Se sim, qual dos alimentos?

Seu cao esta com as vacinas atualizadas? *
O sim
O Nao

Seu cao se alimenta todos os dias? *
O sim
O Nao

Seu cao tem contato com outros caes? *
O sim
O Nao

Seu cao tem costume de andar em circulos? *
O sim
O Nao
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Vocé costuma dar arroz para o seu cao? *
(O Frequentemente

(O Raramente

(O Nunca

Seu cao late excessivamente na sua auséncia? *
O sim
O Nao

Vocé costuma dar biscoitos doces para o seu cao? (ex.bolacha
Maria) *

(O Frequentemente

(O Raramente

(O Nunca

Vocé costuma dar biscoitos salgados para o seu cao? (ex. Club
Social®) *

(O Frequentemente

(O Raramente

(O Nunca

Vocé mantém controle anti-pulgas na sua residéncia? *
O sim
O Nao

Voceé costuma dar ragdes na apresentagao pastosa/ latas/
sachés para o seu cao? *

(O Frequentemente

(O Raramente

O Nao
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Vocé costuma dar petiscos proprios para a espécie para o seu
cao? (ex. bifinho Keldog®/ DentaStix Pedigree®) *

(O Frequentemente

(O Raramente

O Nao

Seu cao reage a brincadeiras? *
O sim
O Nao

Seu cao ja dormiu dentro de uma geladeira? *
O sim
O Nao

Seu cao altera o comportamento quando vocé se prepara para
sair de casa? (ex. impede sua saida/ se isola/ fica ofegante)

O sim

O Nao

Seu cdo ja fez uso de algum suplemento vitaminico/
probiético? (ex. Glicopan®) *

O sim

O Nao

Se a resposta para a Gltima pergunta foi 'sim’, qual o nome
comercial do suplemento e por quanto tempo foi utilizado?

Seu cao urina em lugares inapropriados quando esta sozinho
ou preso? *

O sim
O Nao

Vocé costuma dar ossos bovinos para o seu cao? *
() Frequentemente

(O Raramente

O Nao
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