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Resumo

Introdugé&o: O aumento da populagdo com sobrepeso tem elevado os riscos para
doencas como diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica e cancer de
endométrio, mama ou intestino. Na procura por alternativas para emagrecer, o
consumo de edulcorantes tem-se mostrado preocupante, em virtude de seu uso
indiscriminado, em diabéticos e principalmente por mulheres em idade reprodutiva. A
sucralose é um edulcorante descoberto recentemente, derivado da sacarose com
cloracdo de 3 radicais hidroxilicos. Justificativa: Estudos experimentais com
sucralose e seus produtos de hidrélise, por meio de diversas vias de administracédo e
doses, demonstraram alteracdes clinicas e histopatoldgicas nos sistemas digestorio,
imune e nervoso, bem como em bago e glandulas suprarrenais, e comprovada
toxicidade materno-fetal. Objetivo: Determinar as alteragbes morfométricas
induzidas pela sucralose no rim de fetos durante o periodo gestacional, bem como
repercussdes morfoloégicas nos pesos placentario e fetal e no comprimento do
corddo umbilical. Material e Métodos: Sucralose foi administrada via gavage (30
mg/kg de peso/dia), do 10° ao 14° dia de prenhez em 5 ratas (grupo tratado), e
mesmo volume de solugéo salina em 5 ratas pela mesma via (grupo controle). No
vigésimo dia de prenhez, todos os animais foram sacrificados para pesagem, com
retirada dos rins fetais e analise do peso da placenta e do comprimento do cordao
umbilical. Avaliaram-se o volume dos glomérulos e a morfometria dos nucleos das
células dos tubulos contorcido proximal e distal e tibulo coletor, com determinacéo
dos diametros maior, menor e médio; relacdo didmetro maior/menor, perimetro,
volume, area, relacédo areal/volume; excentricidade, coeficiente de forma e indice de

contorno. Resultados: O peso fetal e o comprimento do corddo umbilical do grupo
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tratado foram significativamente menores em relagdo ao grupo controle (valor:
p<0,01), embora sem significAncia estatistica em relagdo ao peso da placenta. A
média aritmética dos volumes dos glomérulos ndo apresentou diferenga estatistica
significante. Nos tubulos proximais, todos os parametros cariométricos do grupo
tratado foram significativamente maiores em relagdo ao grupo controle (valor-
p<0,01). Nos tubulos distais, houve aumento na maioria dos parametros
cariométricos, com significancia estatistica, no grupo tratado em relacdo ao grupo
controle, exceto para relagdo didmetro maior/menor, excentricidade e indice de
contorno. N&o houve significancia estatistica na comparacdo entre ambos 0s grupos
para os parametros cariométricos das células dos tubulos coletores. Conclusfes:
Sucralose causa reducédo do peso fetal e no comprimento do corddo umbilical. Nos
rins fetais, ocasiona alteragdes significativas em diversos parametros nucleares das
células do tubulo contorcido proximal e distal, 0 que sugere passagem de sucralose

pela membrana placentéaria e riscos de nefrotoxicidade.

Palavras-chave: 1. Edulcorantes; 2.Sucralose; 3. Placenta; 4. Cariometria; 5. Rim.
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Abstract

Introduction: The increase of overweight people has amplified the risks for diseases
like diabetes mellitus, systemic hypertension and endometrial cancer, breast or
intestine. In searching for alternatives to lose weight, consumption of sweeteners has
proved worrisome because of their indiscriminate use, especially in diabetics and
women of reproductive age. Sucralose is a sweetener discovered recently, derived
from the chlorination of sucrose to 3 hydroxyl radicals. Justificative: Experimental
studies with sucralose and its hydrolysis products, through various routes of
administration and doses, showed clinical and histopathological changes in the
digestive, immune and nervous systems, as well as in spleen and adrenal glands,
and proven maternal and fetal toxicity. Objective: To determine the histological
changes induced by sucralose in the kidney of fetuses during pregnancy, as well as
morphological effects on fetal and placental weights and the length of the umbilical
cord. Material and Methods: Sucralose was administered by gavage (30 mg/kg to
weight / day), from the 10th up to the 14th day of pregnancy in five rats (treated
group), and the same volume of saline solution in five rats by the same route (control
group). On the twentieth day of pregnancy, all animals were sacrificed and weighed,
with removal of the fetal kidneys and analysis of the fetal weight, placenta weight
and umbilical cord length. They were evaluated the volume of glomeruli and
morphometry of the nuclei of cells of proximal and distal convoluted tubules and
collecting duct, determining the major, minor and mean diameter; ratio between
major diameter and minor diameter, perimeter, volume, area, relation volume/area;
eccentricity, coefficient of form and index of contour. Results: The fetal weight and

length of the umbilical cord of the treated group were significantly lower in the control
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group (value: p<0.01), although not statistically significant compared to the weight of
the placenta. The arithmetic mean of the volumes of glomeruli showed no statistically
significant difference. In proximal tubules, all karyometric parameters of the treated
group were significantly higher in relation to the control group (value — p<0.01). Distal
tubules showed an increase in the most karyometric parameters, with statistical
significance in the treated group when compared to the control group, except for
major/minor diameter ratio, eccentricity and contour index. There was no statistical
significance when comparing both groups for the karyometric parameters of the cells
of collecting tubules. Conclusions: Sucralose causes reduction of fetal weight and
length of the umbilical cord. In fetal kidney, it causes significant changes in various
nuclear parameters of cells of the proximal and distal convoluted tubule, suggesting

transit of sucralose through the placental membrane and risks of nephrotoxicity.

Keywords: 1. Edulcorantes; 2. Sucralose, 3. Placenta; 4.Kariometry; 5. Kidney.
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1. INTRODUCAO

Com o ritmo agitado do dia a dia e 0 aumento do consumo de alimentos,
cresce rapidamente o numero de pessoas obesas, diabéticas, hipertensas e com
problemas cardiovasculares. @

Bebidas e alimentos industrializados cresceram ao gosto da populagéo,
refrigerantes e cervejas tiveram seu consumo triplicado, em detrimento de consumo
de frutas frescas e sucos naturais. ®

A obesidade é uma doenca complexa e multifatorial de regulacéo do apetite
e do metabolismo energético, envolvendo genética, fisiologia e bioquimica. A sua
etiologia é complexa e relacionada ao estilo de vida, hereditariedade, habitos,
desordens fisiolégicas e fatores ambientais, culturais, sociais e econdmicos.
Constitui um risco associado a um grande numero de doencas, dentre elas,
hiperlipidemia, hipercolesterolemia, diabetes, disfuncbes respiratorias, algumas
formas de cancer de endométrio, ovario, mama e intestino.®

Em razdo desses riscos, € consenso mundial que 0 excesso de peso precisa
de tratamento, pois tal excesso ndo deve ser visto apenas como uma questéo
estética, mas como uma doenca e/ou um agravante.

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), em 2005, a
populacdo mundial com sobrepeso era de 1.6 bilhdes e a de obesos de 400 milhdes;

estimativas predizem que, em 2015, ser4 de 2.3 bilhbes de sobrepeso e 700

milhdes de obesos.®
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Quadro 1. Porcentagem de pessoas do sexo masculino e feminino com sobrepeso
(IMC > 25 kg/m?) e obesidade (IMC > 30 Kg/m?) em 2005 e estimativas da
populacao para 2010

Brasil EUA
IMC Sexo

2005 2010 2005 2010
Sobrepeso M 38,7% 41,6% 39,1% 36,3%
>25 Kg/m2 F 35,2% 35,8% 30,8% 28,4%
Obeso M 8, 7% 12,4% 36,5% 44,2%
>30 Kg/m? F 18,3% 24.,5% 41,8% 48,3%

Fonte: WHO.®

A WHO estima que, em 2015, a populagéo de obesos do sexo masculino no
Brasil estara entre 15 a 29,9 % e do sexo feminino entre 30 a 44,9%, portanto nao
€ sO a populacdo brasileira que estda engordando; o planeta todo passa por esse
problema Nos Estados Unidos a previsdo é que a populacdo de obesos do sexo
masculino e feminino seja maior que 45%.“

Como vimos, dados recentes e estimativas da World Health Organization
mostram um crescimento importante, e classificam o problema do excesso de peso
como epidemia mundial.*”

Nesse cenério, existe uma preocupagdo crescente de as pessoas praticarem
dietas saudaveis, ricas nutricionalmente, porém, com baixo teor calérico e reducéo
de agUcares."”

A industria de alimentos, atenta a esse novo do mercado consumidor, vem

desenvolvendo produtos e tecnologias para producdo de alimentos de baixas
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calorias, mediante substituicdo do agucar por edulcorantes e/ou reducdo no seu teor
de gorduras.®

Segundo a legislacdo brasileira, o termo diet, estampado em alimentos ou
bebida, possui sentido amplo, ndo se aplicando apenas a alimentos isentos de
acucar ou de baixas calorias. S&o considerados dietéticos alimentos para dietas de
restricdo de aguUcares, gorduras, colesterol, s6dio e aminoacidos ou proteinas,
alimentos para dietas de controle de peso e para dietas enterais.®

Os produtos light, segundo portaria da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saulde, sdo caracterizados por reducédo de pelo menos 25% do valor
caldrico de determinado nutriente e/ou calorias em relagcdo ao alimento tradicional,
por substituicdo ou reducdo de alguns componentes.® Sabe-se que a energia total
dos alimentos é obtida através da determinacdo dos valores do teor de proteinas,
lipidios, carboidratos e etanol, e esse somatério fornece o valor calérico do total do
alimento. Desse modo, a redugdo ou substituicdo de um dos nutrientes fornece
diminuicao do valor calérico total dos alimentos.®

Segundo dados da Associagdo Brasileira de Industrias de Alimentos (2003), o
mercado diet/ligtht vem crescendo cada vez mais. A divulgacéo desses produtos
traz embutida a presencga de corpo bonito e, sobretudo saudavel, indo de encontro
aos apelos da sociedade, guiada por parametros de beleza. A presenca da inscrigéo
diet ou light no rétulo lembra o conceito de satde.?”

A venda desses produtos avanca sem restricdo, conquistando cada vez maior
ndimero de pessoas interessadas em usar o mais doce do aglcar, sem o 6nus de
engordar. Esse mercado registrou, em 1998, um faturamento de 1 bilh&o de ddlares;
em 2003, 2,3 bilhdes de dbélares e em 2005, 7 bilhdes de délares. No Brasil, esses

produtos representam 3 a 5% dos alimentos industrializados vendidos.®



5
Introducéo

Em consequéncia de um inicio de conscientizacdo da populagdo sobre os
riscos das doengas ocasionadas pelo sobrepeso e obesidade, além dos frequentes
apelos a favor da qualidade de vida através da alimentagdo adequada e néo
caldrica e da ideal obtengcdo de um corpo com formas perfeitas, os consumidores
buscam mudancgas nos hébitos de vida, alimentacdo balanceada e produtos que
possam auxiliar nesses objetivos. Como consequéncia, houve aceleragcdo do uso
das dietas light/diet e, junto com estas, dos adocantes. InUmeros edulcorantes ja
existem no mercado, quer puros ou associados, para se adequarem aos gostos e
sabores da populagéo.?

Os primeiros adocantes desenvolvidos apresentavam alguma limitagdo
técnica, como sabor amargo ou residual, pouca resisténcia a altas temperaturas,
baixa estabilidade em solucdo e pH acido, baixa solubilidade, perfil de sabor e
duracdo do estimulo e dulgor diferentes do acucar, e alguma resisténcia das
pessoas por dividas quanto a seguranga e toxicidade.™

Véarios novos edulcorantes estdo surgindo, sendo a sucralose um dos mais
recentes. A descoberta da sucralose permitiu solucionar a maioria dos problemas
anteriormente existentes.®

A sucralose foi descoberta acidentalmente em 1976 por Shashikant Phadnis,
estudante com graduacao internacional no King's College. Phadnis fazia parte de
uma equipe com pesquisadores do Queen Elizabeth College, da Universidade de
Londres, que buscavam sintetizar acUcares halogenados. Durante parte do
experimento, por dificuldade de interpretagdo de inglés, executou mal uma tarefa,

clorando o agtcar e experimentando-o."”
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Os cientistas Leslie Hough e Khan, continuaram avaliando os diferentes
efeitos adocantes dos derivados da sacarose, quando esta se encontrava ligada a
determinados halogénios.®

No entanto, o edulcorante sucralose obtido a partir da sacarose, e composta
de 1 molécula de glicose associada a outra molécula de frutose, onde se substituem
trés grupos hidroxilicos, da posi¢éo 4, 1 e 6 da sua molécula, por 3 atomos de cloro,
formando o composto de 4,1',6’ triclorogalactosacarose, também conhecido como 1,
6 - dichloro - 1,6 - dideoxy - 3 - D - fructofuranosyl - 4 - chloro - 4 - deoxy - a - D -
galactopyranosideo, resultando uma molécula de massa molecular 397,61 g/mol.
Muitas vezes, € utilizada a nomenclatura quimica abreviada de 4,1', 6'-
triclorogalactosacarose ou 4,1’, 6 - tricloro - 4,1’, 6™-trideoxi-galacto-sacarose. % O
termo galactosucrose foi proposto em 1989 para identificar esse derivado de

sacarose. Desde essa data, 0 uso desse composto se mostra promissor e ficou

conhecido com o nome de sucralose.®

Figura 1. Estruturas quimicas: A - sucralose (C1,H19Cl30g) € B - sucrose (sacarose -
C12H2,0,).19
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Estudos indicam a existéncia de dois produtos de hidrdlise da sucralose: o
4-CG (4-chloro 4-deoxy D-galactose) e 1,6-DCF (1,6-dichloro-1-6-dideoxy-D-
fructose). 19 Tais produtos sdo mais rapidamente absorvidos na administragao oral
que o composto sucralose de origem. O produto de hidrélise 4 -CG é excretado de
forma intacta, essencialmente na urina, enquanto 1,6-DCF segue dois caminhos
metabdlicos principais: redugéo para 1,6 dichloromannitol, excretado rapidamente e

de forma inalterada na urina, ou conjugado com glutatione.(”)

GH,0H
! 0
Y RV 2N,
V. | | |
I OH H I | \H OV[
H | I OH OHY, | | CH2CI
; [

A H OH {]HHB

Figura 2. Estrutura quimica dos produtos da hidrélise da sucralose: A-4-CG e B -
1,6 - DCF. ™

O consumo da sucralose vem aumentado em raz&o das caracteristicas desse
adocante: ndo caldrico, insipido, estavel em altas temperaturas e em meio acido, ndo
é hidrolisado mesmo durante a digestdo ou em seu metabolismo, pela extrema
estabilidade de suas ligacdes carbono-cloro®**® ser hidréfilo, com percentual de
solubilidade de 25%."" Segundo Binns™, apresenta importante caracteristica, ao
ndo interagir quimicamente com outros alimentos, sendo estavel na presenca de
etanol, podendo ser armazenada, por mais de um ano, mantendo 99% do sabor
original. Ainda preserva suas caracteristicas, mesmo durante pasteurizacéo,

esterilizac&o e cozimento a altas temperaturas.®®
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Outra caracteristica da sucralose é a nao interferéncia na utilizacdo e
absorcéo de glicose, metabolismo de carboidratos e secregéo de insulina. Portanto,
é uma substancia segura, podendo ser ingerida por pacientes com diabetes®, ndo
estimulando secrecdo de insulina, nem reduzindo a concentragcdo de glicose no
plasma®. Além disso, estudos clinicos concluiram que a sucralose ndo é
acidogénica nem nao cariogénica.”

No inicio de 1998, o Food and Drug Administration (FDA), ap6s avaliar 110
estudos em animais e humanos, aprovou a sucralose como aditivo alimentar em 15
variedades de alimentos e bebidas.® Em 1999, essa aprovacdo foi estendida
podendo ser utilizada como edulcorante de uso geral em todos os alimentos,
bebidas convencionais, suplementos vitaminicos dietéticos, dietas médicas, assim
como alimentos cozidos e assados.®*"

Baseada em suas propriedades térmicas, estabilidade em amplas variagfes
de pH, ndo interacdo quimica com os ingredientes e solubilidade, a sucralose pode
ser usada como adogante de mesa em formulacbes secas (para refrescos e
sobremesas instantaneas), em aromatizantes, conservantes, temperos, molhos
prontos, compotas, xaropes, panificados, sobremesas lacteas, vegetais enlatados,

produtos pasteurizados e outros alimentos.® ¥

Atualmente, segundo MacNeil, seu
uso é permitido em mais de 80 paises estando presente em mais de trés mil
produtos.*” No Brasil, esta presente na formulacdo de mais de 500 produtos. No
mundo, é consumida por milhares de pessoas diariamente.®

Em relacdo a sua farmacodinamica, no ser humano, a administracao oral de
sucralose, na razdo 1 mg/kg peso/dia, mostra que o tubo digestivo é a maior rota de

eliminacdo, com a média de 78,3% (69,4% a 89,6%), enquanto a urina elimina a

média de 14,5% (8,9 a 21,8%) dessa dose. Estudos indicam que a meia-vida da
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sucralose. No ser humano é de 13 horas.™”, sendo as variacdes dependentes das
diferencas individuais de absorcdo e excre¢do. Mesmo com administragdo em altas
doses, ndo houve aumento correspondente na média da eliminacdo urinéria,
sugerindo possibilidade de redug&o na absorgéo de sucralose.®®

Quando a sucralose é administrada em ratos, via endovenosa, na dose de 2 a
20 mg/kg de peso, sua excregao faz-se aproximadamente 80% pela urina e 9% a
16% pelas fezes; no entanto, quando administrada por via oral na dose de 10-1000
mg/kg, a excrecdo urinaria € menor que 5%, mostrando que a sucralose € pouco
absorvida no trato intestinal, sendo quase inteiramente excretada de modo
inalterado pelas fezes, de maneira rapida, nas primeiras 24 horas,
independentemente da dose e sexo dos animais.®”

John et aI.‘Zl), detectaram, em coelhas ndo prenhas, com administragdo oral,
excrecdo de sucralose em 22% na urina e 55% nas fezes. Nas coelhas prenhas a
excrecao foi de 22% na urina e 65% através do trato gastrointestinal.

Em outros estudos, os mesmos autores ??

investigaram a excre¢cédo e metabolismo
da sucralose em camundongos, utilizando a administragéo oral e endovenosa: com
a via endovenosa de 20 mg/kg peso/dia, a excrecdo preferencial foi a via urinaria,
com 70% nas primeiras 24 horas e 12% através das fezes, indicando alguma
excrecdo através da bile ou outra érea intestinal, talvez por outro mecanismo. Com
administragédo oral, na dose de 1000, 1500 e 3000 mg/kg peso/dia, a eliminag&o
ocorreu através da urina, respectivamente na média de 23%, 15% e 16%, indicando
gue 20% a 30% da dose oral foi absorvida. Esse estudo mostrou que, mesmo com o
aumento da administragdo de sucralose, ndo existe aumento correspondente da

absorcdo e consequente eliminagéo renal. A sucralose foi excretada de maneira

inalterada e representou mais que 80% a 90% na urina e fezes.



10
Introducéo

Na administracdo oral em céaes, a sucralose foi rapidamente absorvida, com
excrecdo urinaria na forma inativa, estando presente o acido glicurdnico conjugado
com sucralose, em doses pequenas, na proporcdo de 2% a 8% da dose
administrada. Na administragdo endovenosa, ocorreu predominio de excrecao
urinaria inalterada da sucralose, sendo detectado o &cido glicurénico, conjugado
com sucralose, em 15% a 20% da dose administrada.®

Segundo alguns estudos®®¥

, 0 perfil de eliminacdo em humanos é
semelhante ao encontrado em ratos, cdes e camundongos; porém a excregao
urinaria no rato é metade da encontrada no homem, enquanto a eliminacdo pelas
fezes € mais alta nestes animais. Concluiu-se, por estudos farmacocinéticos, que
85% da sucralose ndo é absorvida, sendo excretada intacta nas fezes, e os limites
de absorcao por difusdo passiva de aproximadamente 15% da dose consumida.®”

A revisdo de Grice e Goldsmith® demonstrou gue, em animais tratados com
mistura equimolar de produtos hidrolisados da sucralose, por 6 meses, embora
ocorresse um aumento focal na incidéncia de células claras no figado, ndo foram
verificadas evidéncias significativas da progressdo dessa lesdo para neoplasia,
quando comparado com o grupo controle. Estudos com sucralose e seus produtos
de hidrélise, mostraram diminuicdo do numero de linfécitos, em caes tratados, sem
significancia estatistica. Em ratos, as alterag6es com 2,5% e 5% de sucralose néo
sdo de toxicidade e seriam secundéarias a diminuicdo do consumo alimentar por
decréscimo da palatabilidade. Estudos em ratas indicaram um efeito adverso da
sucralose no sistema imune, com diminuigdo do numero de linfocitos e leucaocitos..

Fin e Lord® abordaram a possivel neurotoxicidade induzida pela utilizagdo

da sucralose, seus produtos de hidrélise e 6-cloro 6-deoxiglucose (6-CG). Tendo em

vista que estes trés produtos possuem semelhangas em suas estruturas, justifica-se
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a verificacdo da neurotoxicidade em espécies susceptiveis ao 6-CG -
comprovadamente neurotdxico. Administraram-se sucralose e seus produtos de
hidrélise em ratos e macacos na dose de 1000 mg/kg peso/dia, por 21 e 28 dias,
respectivamente, e analisando-se, por microscopia eletronica ou de luz, a estrutura
histopatoldgica e possiveis efeitos na ultraestrutura do SNC de ratos machos, ratas
e macacos machos. Neste estudo, ndo foram evidenciadas alteragdes no sistema
nervoso central induzidas pela sucralose e seu produto de hidrélise, o 4-CG. Esses
estudos, também ndo detectou e possibilidade da sucralose e seus produtos de
hidrélise serem metabolizados a 6-CG™92°2:29:  portanto  neurotoxicidade
semelhante a encontrada em estudos com 6-CG ndo devem ser esperadas.(zs)

Neste mesmo estudo(ZS), foi utilizado, como controle positivo, o 6-cloro 6-
deoxiglucose, administrado por gavage, na dose de 500 mg/kg peso/dia, prevendo
que alteragbes neurotdxicas induzidas seram encontradas, tais como lesdes
simétricas em nucleos profundo do cerebelo, cérebro e medula espinal e lesdes
neuroldgicas profundas envolvendo o SNC.

A possibilidade de formacdo de 6-cloro-6-deoxifrutose (6CF) a partir do
metabdlito de hidrélise da sucralose 1-6 DCF existe teoricamente. Entretanto, caso
seja produzido, sua quantidade seria pequena e desprezivel. O maior metabdlito do
1,6 DCF né&o envolve a formagdo de 6-CF ou qualquer outro componente
neurotéxico conhecido: trata-se da formac&o do Glutation conjugado ao 1,6 DCF,
formando o glutation conjugado, sendo que nenhum 6-CF é produzido.®”

2829 sugerem ocorréncia de linfoma em camundongos, com aparente

Estudos!
significancia positiva, na dose de 7,5 mg/ml, cujas andlises revelaram um aumento

das células com aberrages, o qual, todavia, ndo alcancou significancia estatistica.
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Goldsmith(3°), ao avaliar a toxicidade aguda, utilizou camundongos machos e
fémeas (16 g/kg/dia) e ratos machos (10 g/kg/dia), sendo administrado por 4-8
semanas, na concentracdo de 1, 2 e 5%. N&o se observaram efeitos teratoldgicos
significantes nas dietas com doses de 1 e 2%. A 5%, entretanto, houve diminui¢c&o
do consumo de alimentos, ganho de peso, conversdo alimentar deficiente e
alteragBes nos pesos absolutos e relativos de varios 6rgaos, incluindo bago e timo,
bem como altera¢des histopatolégicas do ceco. Ocorreram, também, com dieta a 5%
durante 4 semanas, diminuicdo do ndamero de linfocitos, aumento da excrecdo de
calcio e magnésio, todas as alterac6es sem significancia estatistica. Houve, porém,
significativa diminuicdo do volume urinario, com dose de 5%, tanto com 4 quanto
com 8 semanas.Acredita-se que muitos dos efeitos foram, provavelmente,
secundarios a diminuicdo do consumo de alimento ou ao consumo em larga escala
de dieta ndo nutritiva, de baixa absor¢géo e com substancia osmoticamente ativa.

No mesmo estudo, avaliando a toxicidade subcronica, administraram-se, por
gavage, doses de 750, 1500 e 3000 mg/kg peso/dia,em ratos machos e fémeas por
26 semanas, investigando-se as dietas e as suas respectivas toxicidades. Na dieta
de 3000 mg/kg peso/dia por 26 semanas houve aumento relativo do peso do rim,
assim como da distensibilidade e aumento do peso do ceco, com significancia
estatistica. Neste estudo, ndo se evidenciou toxicidade, apenas ocorreu diminuicdo
da palatabilidade e da digestibilidade nas dietas contendo altas doses de sucralose,
tendo como causa a diminuigdo do consumo de alimentos. Na administragdo aguda,
por 4 a 8 semanas, em concentragcdes de 1, 2,5 e 5%, n&o ocorreram efeitos
significativos toxicolégicos na concentragdo de 1 e 2,5%. Entretanto ocorreu

diminuicdo do consumo alimentar, reducdo do ganho de massa corporal e do peso
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de alguns o6rgédos (baco) e alteracdes histopatolégicas do timo, em ratas na
concentragao de 5%, por 4 a 8 semanas.

Semelhante estudo foi realizado por Man et al.Y para avaliacdo da
toxicidade crbnica e do potencial carcinogénico em ratos “Sprague—Dawley”. Nestes,
foi administrada sucralose nas doses de 0,3, 1,0 e 3,0 % durante a prenhez e nas
104 semanas seguintes. Para avaliacdo da toxicidade crbnica, os ratos foram
sacrificados com 52 semanas e 78 semanas, e para avaliagdo da carcinogénese
com 104 semanas. Concluiu-se que, entre os efeitos, nas doses de 1,0 % e 3,0 %,
ocorreu diminuicdo do peso corpéreo por menor consumo de alimentos devido a
reducdo da palatabilidade na dieta e a uma resposta fisiologica devido a alta
concentracdo de sucralose ndo digerida na dieta. Em relagdo aos achados néo
neoplasicos, observou-se hiperplasia epitelial da pelve renal em todas as fémeas do
grupo tratado, mineralizacdo da pélvis renal nas fémeas do grupo tratado com as
doses intermediéria e alta da sucralose (1% e 3%) e degeneracdo hemorragica na
cortical adrenal, em machos e fémeas tratados com altas doses do edulcorante.

Segundo revisdo de estudos, intitulados “Opinion of the Scientific Committee

on Food on Sucralose”®?

, com a administragdo cronica de uma dieta de 4500 mg/kg
peso/dia (2 anos), observou-se efeito Loel de diminuicdo de peso, aumento do
figado e diminuicdo do tamanho dos eritrocitos e nefropatia. Outro estudo com dieta
cronica de 150 mg/kg/peso/dia (2 anos), obteve-se efeito Loel com redugcdo de
ganho ponderal e menor ingestéo de alimentos. Na avaliagdo da biovariagdo mineral
em ratos, com dose de 2000 mg/kg peso/dia, houve diminuicdo de ganho ponderal,

reducdo da alimentacdo e aumento do tamanho do ceco. A administragdo por

gavage em ratos com dose de 2000 kg/kg peso/dia, por 2 a 13 semanas apresentou
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como efeitos: aumento do ganho de peso, aumento da intensidade da alimentagéao,
aumento do rim e diminuigdo do bago.

Em estudos de carcinogénese com camundongos, durante 2 anos, detectou-
se, ainda, um aumento da incidéncia de nefropatia cronica, quando comparado ao
grupo controle, havendo significAncia estatistica apenas nas ratas do grupo tratado
com alta dose de sucralose; no entanto, ndo se observou aumento de outras
patologias renais em ratos, cdes e primatas, que vinham alimentando-se com a
mesma dieta.®?

Em trabalhos com oncogénese, observou-se um aumento da incidéncia de
mineralizagéo renal, acompanhado de hiperplasia epitelial da pelve renal em fémeas
de ratos submetidas a tratamento com doses de 1 a 3% de sucralose.®?

Sabe-se que a susceptibilidade do animal & acdo de agentes teratogénicos €
dada de acordo com a época de diferenciacdo de cada 6rgao, determinando, assim,
um maior ou menor periodo critico. Em ratos, a organogénese acontece em um
periodo que vai desde a implantacé@o até o 8° e 9° dias, sendo que o rim inicia sua
diferenciagéo do 8° ao 9° dias da prenhez, estando completamente formado por
volta do 18° ao 19° dia.®¥

O rim fetal de ratos, pela semelhanca ao humano, é muito utilizado para
estudos que envolvam organogénese. E formado pelo néfron, que se compde de um
corpUsculo renal e 4 estruturas tubulares: tdbulo proximal, alca de Henle, tubulo
distal e ducto coletor.

A composi¢do do filtrado glomerular depende do endotélio capilar, que
segundo Aires ®®, & descontinuo, com inimeras fenestragdes com aspecto de rede,
permeavel a substancias de alto peso molecular, e ndo permitindo transito de

elementos figurados do sangue. Nessa barreira, existem fendas de filtragéo
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(poddcitos) e a membrana basal, sendo esta determinante das propriedades de
permeabilidade do glomérulo.®>*¥

Arteriola eferente

Arteriola eferente

Hlomerulares

Figura 3 Representacdo esquematica do corpusculo renal.
Fonte: Adaptado de Aires.®®

Apbs o filtrado sair da Capsula de Bowman, sera modificado pelo processo
de reabsorcdo nos tubulos proximais, localizados no cortex profundo e medular
externa, sofrendo novas reabsor¢cfes nas demais estruturas, até se transformar em
urina. Determinadas substancias, como aminoacidos e glicose, sdo totalmente
reabsorvidas nos tubulos proximais, mesmo que grande quantidades sejam filtradas
nos capilares glomerulares.

Todo o tubulo contorcido proximal € revestido por epitélio clbico simples,
sendo que suas células tém nucleo redondo com citoplasma rico em mitocdndrias,
apresentando-se com duas membranas com permeabilidades e caracteristicas

diferentes de transporte, a membrana luminal ou apical a separa da luz do limen
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tubular, e a membrana peritubular ou basolateral a separa dos capilares

¢

peritubulares.
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Figura 4 Representacdo esquematica do epitélio (cubico simples) do tubulo
proximal — parte convoluta e reta.
Fonte: Adaptado de Aires.®®

7

A superficie da membrana basolateral ou peritubular € aumentada por
inUmeras dobras e prolongamento laterais. As células tubulares proximais tém
espacos intercelulares, com pontos de juncdes

No segmento S1 e S2, dos tubulos contorcidos proximais, as &reas da
membrana apical e basolateral sdo iguais, porém a altura da borda em escova é
menor em S2, além de a membrana basolateral ndo apresentar um numero tado
elevado de dobras. Em relagdo ao segmento S3, a borda em escova € extensa,
porém, as dobras basolaterais sdo pouco desenvolvidas. Portanto a diminuicdo das
digitacdes entre as células (segmento S3) faz com que 0s espacos intercelulares
sejam menores e, associada a diminuicdo no namero e tamanho das mitocdndrias,
determina que a reabsor¢cao de sddio e agua seja menor nessa regido em relagéo as
outras por¢ges.®>*%"39)

Desse modo, embora 0s 2 segmentos possuam mecanismos de transporte e

reabsorgcdo semelhantes, as diferengas se resumem apenas quantitativamente.
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Na segunda metade do tubulo proximal, o Na+ é reabsorvido com o Cl+
através da via transcelular e paracelular. O fluido que entra no segmento final do
tGbulo tem pouca glicose e aminoacido, porém tem alta concentragcdo de CL" quando
comparada com o inicio do tdbulo. A 4gua é reabsorvida através de gradiente
osmotico transtubular formado pela reabsor¢do de NaCl*, Glicose e amino&cido.

Portanto, baseado na estrutura histolégica das células epiteliais do tubulo
contorcido proximal que apresentam citoplasma rico em mitocondrias, aparelho de
Golgi ao redor do nucleo e ribossomos livres, bordadura em escova, membrana
basal aumentada e alargada, além de inUmeras dobras, esse segmento é sede
importante de reabsorcéo tubular que, em sua maioria, ocorre por transporte ativo
primério e secundério.

Possivelmente, baseada nas caracteristicas do segmento S1 em reabsorver
glicose e amino&cido e de a sucralose apresentar alta solubilidade em agua, conclui-
se que parte destas moléculas seja absorvida nesse segmento. 33039404142

Os tubulos contorcidos distais, em razao de suas caracteristicas com células
cubicas, apresenta poucas microvilosidades, na sua parte apical, e citoplasma com
inameras e largas mitocondrias, enquanto na sua parte final tem mitocondrias
menores e menos numerosas. Na sua parte basolateral, existem pregas que se
encaixam em células vizinhas. Esté dividido em 2 partes: o tubulo distal inicial tem
as mesmas caracteristicas da alca de Henle espessa, ou seja, reabsorve sddio,
cloreto, célcio e magnésio, porém é impermedvel a agua e uréia. J4 a parte final dos
tibulos contorcidos distais € compostas de células principais e intercaladas; as
principais secretam sédio e secretam potassio para o limen, enquanto as
intercaladas reabsorvem potassio e bicarbonato do limen e secretam hidrogénio

para o lumen. Em raz@o de sua baixa conduténcia, desfavorecendo o transporte
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passivo de ions, é classificado como segmento de baixa capacidade de transporte e

alto gradiente de concentracéo, reabsorvendo menores fracdes do filtrado.®>*

Figura 5 Representacdo esquematica do epitélio (cubico) do tabulo distal:
parte convoluta.
Fonte: Adaptado de Aires.®®

Os ductos coletores apresentam-se, no cortex, com células cubodides e
colunares a medida que caminha para a regidao medular. Cerca de 70% das células
sdo do tipo principais ou claras, responsaveis pela reabsorcao de sédio e secrecao
de potéassio, cerca de 30% sdo células intercalares ou escuras, que diminuem a
medida que alcangam a medula e apresenta muitas mitocondrias.

De um modo geral, os ductos coletores reabsorvem soédio e cloreto e
secretam amonia, podendo tanto secretar como reabsorver K, H+ e bicarbonato de
sbédio. A permeabilidade do ducto coletor a agua € controlada pelo ADH e, se
presente em niveis elevados, a agua € rapidamente absorvida para dentro do
intersticio medular, reduzindo o volume urinario e concentrando os solutos urinarios.
Diferentemente do ducto coletor cortical, 0 medular € permeavel a uréia, portanto um
pouco € reabsorvido para dentro do intersticio medular, ajudando a elevar a
osmolaridade nesta regido do rim, contribuindo com a capacidade do rim formar

urina concentrada. %"
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Os tubulos contorcidos distais, assim como o ductos coletores, reabsorvem
7% do cloreto de sédio filtrado, secretam quantidades variareis de potassio e
hidrogénio e reabsorvem uma quantidade variavel de agua (8 a 17%); dependendo
esta do horménio antidiurético, ambos sao classificados como segmento de baixa
capacidade de transporte e alto gradiente de concentragdo, reabsorvendo menor

fracdo do filtrado glomerular em relacédo ao tlbulo proximal.®>%*%")
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Figura 6 Representacdo esquematica das células do epitélio cubico: ducto
coletor.
Fonte: Adaptado de Aires.®®

Estudos recentes tém comprovado a associagédo da ingestdo de adogantes
com a nefrotoxicidade, hepatoxicidade ou retardo no desenvolvimento placentario e
fetal.“***"

Baseado-se na solubilidade da sucralose na agua?, e nos estudos de
MacNeil®® de que haveria passagem através da barreira placentéria, realizaram-se
estudos para avaliar os efeitos teratogénicos da sucralose e seus metabdlicos, em
diferentes doses e vias de administragcao.

Estudos teratolégicos na organogénese de roedores (ratas prenhas), do 6°
ao 15 ° dia de gestacéo, na dose de 500, 1000 e 2000 mg/kg peso/dia, e em n&o

roedores (coelhas prenhas), do 6° ao 19 ° dias de gestacdo, com doses de 175, 350
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e 700 mg/kg peso/dia), ndo detectaram alteragdes no desenvolvimento dos fetos,
confirmados apds necropsia. Houve apenas um leve aumento do consumo de agua
e distlrbios intestinais nas coelhas.“®

Em relag&o a reproducéo, estudos em coelhas e ratas com sucralose e ratas
com produtos da hidrélise da sucralose nédo evidenciaram efeito teratogénico nem
alteracdo da capacidade reprodutiva. No entanto, nos estudos em ratas, usando
produtos de hidrolise da sucralose em altas doses (270 mg/kg peso), existem
evidéncias de toxicidade materna. Na progénie, evidenciou-se pequena mudanga no
desenvolvimento, porém, essa dose é 40.000 vezes o valor maximo permitido nos
EUA (6,6 ug/kg peso/dia). Entretanto, estudos toxicolégicos gerais, conduzidos com
a sucralose e seus produtos de hidrolise, ndo evidenciaram efeitos adversos a ponto
de comprometer a satide humana. ™

Segundo estimativas ®*, associado as caracteristicas de que a sucralose é
um dos mais recentes edulcorantes e com alto poder dulgor, seu uso vem
aumentando gradativamente; desse modo, novos estudos s8o0 necessérios para
atestar a sua seguranga de consumo.

Considerando os dados estatisticos mostrando que o consumo mundial de
adocantes vem aumentando assustadoramente, inclusive por mulheres na idade
reprodutiva, aliados ao fato de existirem poucas informagdes sobre a seguranca de
seu uso, em especial da sucralose, constata-se a necessidade de mais estudos
sobre sua utilizagéo na gestagéo.

Esta pesquisa experimental propde estudo inédito, avaliando os possiveis
efeitos adversos da administracdo da sucralose no periodo da organogénese em

ratos, utilizando a técnica morfométrica. A despeito de existirem diversos trabalhos



21
Introducéo

isentando a sucralose de efeitos adversos, este estudo procura enfocar sua

utilizag@o na prenhez, uma vez que néo existem estudos especificos nessa situagao.
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1.1. Objetivos
1.1.1. Geral
Verificar as alteracdes morfométricas nos rins, assim com as repercussoes
nos pesos placentério e peso fetal e comprimento do corddo umbilical, induzidas
pela administragdo de sucralose, do 10° ao 14° dia de prenhez, na dose de 30

mg/Kg de peso/dia, em fetos de ratas

1.1.2. Especifico

Avaliar o desenvolvimento placentario, fetal e comprimento do cordédo
umbilical em fetos de ratas, submetidas a administragdo de sucralose;

Avaliar os pardmetros cariométricos dos nucleos das células dos tubulos
contorcidos proximais, tubulos contorcidos distais e ductos coletores, assim como,

os volumes glomerulares, nos fetos de ratas submetidos a ingestéo de sucralose.



2. MATERIAL E METODOS
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracteristicas e condi¢fes dos animais

Apbs aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Experimentagédo com Animais (CEEA) da Faculdade Regional de Medicina de S&o
José do Rio Preto (FAMERP), n°® 414.707, seguindo as orientacdes do COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal) para armazenamento, manipulacéo e
experimentacdo e sacrificio dos animais. De acordo com protocolo, os ratos foram
removidos do Biotério e alojados no Laboratério de Pesquisa do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da FAMERP. Foram utilizados ratos Wistar, fémeas e
machos, em numero de 14, sendo 10 fémeas e 4 machos. As ratas virgens com 50 a
53 dias de idade atingiram o peso entre 213 a 258 g (média 240 de kg) na época do
acasalamento. O animais foram alojados em gaiolas retangulares de fundo plastico,
com cama de maravalha, no Biotério do Departamento de Fisiologia, Bioquimica e
Farmacologia FAMERP, que possui condicdes constantes de umidade, com
temperatura de 20 a 25 graus e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais s&o
alimentados com racéo Labina (Purina) e agua “ad libitum” durante todo o periodo

do experimento.
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2.2. Determinacéo do 1° dia de prenhez da rata

Os animais atingiram as condi¢cdes ideais apés aclimatacdo, o que foi
avaliado pelo comportamento tranquilo. Os animais foram pesados e separados
previamente e separados aleatoriamente em 2 grupos de 5 fémeas cada, em gaiolas
previamente identificadas. Cada macho foi introduzido em uma caixa onde estavam
de 2 a 3 fémeas. O periodo de acasalamento ocorreu até que todas as fémeas dos
dois grupos estivessem prenhas. No periodo da manh&@ de cada dia, os animais
machos foram separados, e as fémeas avaliadas através de verificagdo da presenca
de espermatozoides no esfregaco vaginal obtido através de hastes flexiveis de
algoddo embebidas em solugéo fisiologica 0,9%, que foi repassada para uma lamina
e, posteriormente, observada através de microscépio 6ptico com 10 aumentos. Apos
a confirmacdo do acasalamento através da presenca de espermatozoides, foram
separadas dos machos, sendo este dia considerado o primeiro dia de prenhez.
Desse dia em diante, as ratas do grupo controle o do grupo tratado foram alojadas

em gaiolas individuais.

2.3. Tratamento

Todas as cinco fémeas prenhas do grupo tratado receberam, do 10° ao 14°
dias de gestacdo, a dose de 30 mg/kg peso/dia, do edulcorante sucralose (Linea
Sucralose®), sendo a dose diaria total administrada diretamente no estdémago do
animal por meio de canula de gavage (método gavage); posteriormente, foi injetado

mais 0,5 ml para lavagem da sonda. Esta dose do edulcorante sucralose foi 100 % a
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mais do que a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para um adulto humano, que € de 15
mg/kg peso/dia "?; foi realizada a equivaléncia ao peso dos ratos Wistar.

As fémeas do grupo controle receberam soro fisiolégico a 0,9%, por
gavage, com sonda géstrica, com as mesmas caracteristicas do grupo experimento,
seguido de 0,5 ml de Soro Fisiolégico a 0,9% para lavagem da sonda; desse modo
foram submetidas as mesmas condicdes de manipulacdo e volume géstrico, a

excecgéao da sucralose.

2.4. Técnica de disseccéo e pesagem

No 20° dia de prenhez, todas as fémeas (do grupo tratado ,e do grupo
controle), foram anestesiadas com éter (inalatério), e realizada uma ampla inciséo
no abdome para visualizacdo do utero. Durante o ato cirdrgico, e apds a exposi¢cao
do Gtero de cada fémea, incisaram-se 0s cornos uterinos (direito e esquerda), com a
retirada dos fetos. Esses fetos foram contados, por corno uterino, sendo observado:
namero de fetos vivos, mortos, malformacfes e sitios de reabsorcdo. Foram
obedecidos os critérios para essa avaliagdo: fetos vivos: presenga de movimentos
voluntarios ou quando estimulados; mortos: auséncia de movimentos, auséncia de
sinais respiratorios ou cianose de face e extremidades; e para as reabsorcdes, 0s
pontos caracteristicos.

As ratas méaes foram sacrificadas com dose excessiva de Thiopental, na
dose de 40 mg/kg de peso.

Em sequéncia, todos os fetos do grupo estudo e grupo controle foram
colocados em recipientes separados, baseados na rata mée (R), e seus respectivos

fetos (f), previamente identificados: grupo de estudo: (R1f1, R1f2, R1f3, R1f4, R2f1,
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R2f2, R2f3...) e grupo controle (R1f1, R1f2, R1f3, R1f4... , R2f1, R2f2, R2f3...); foram
entdo fixados com Alfac (85 ml de alcool a 80%), 5 ml de acido acético glacial puro
e 10 ml de formol a 10%), onde permaneceram por cinco dias para fixacdo. Apés
essa fixagdo, foram secados em papel filtro e pesados em balanca de preciséo
“Mettler H64". Apbs pesagem, os fetos, placentas e medi¢cdo dos corddes umbilicais
foram lavados e imersos em &lcool a 70% para conservacdo, em recipientes
individuais previamente identificados, conforme o nimero da fémea e nimero do
feto (R1-f1, R2-f2,..)).

Apés cinco dias imersos no alcool, foram selecionados um feto de cada rata
e retirado um dos rins (D ou E) através de uma incisé@o transversal na regido dorsal,
mais proximo a coluna cervical; assim, foram retirados cinco rins do grupo tratado e
cinco rins do grupo controle e foram armazenados em &lcool a 70%. Os fetos foram

novamente colocados na mesma solugéo de fixacao.

2.5. Técnica histologica

Os rins fixados foram desidratados, diafanizados e fixados em parafina,
sendo nos dois blocos (controle e tratado) realizados cortes de 5 um de espessura
cada e corados, posteriormente, com Hematoxilina-Eosina.“® Em uma sequéncia de
81 cortes, foram separados 9 cortes por bloco de 5 fetos (tratados) e 9 cortes por
bloco de 5 fetos (controle) e confeccionadas 3 laminas de cada grupo (controle e
tratado), Lamina 1: cortes 9-18-27; lamina 2: 36- 45- 54; e lamina 3: 63 - 72 - 81,

totalizando 6 laminas.



28
Material e Métodos

2.6. Técnica morfomeétrica

Cariometria

O estudo morfométrico foi realizado através da técnica de cariometria““‘”,
permitindo obter dois parametros nucleares importantes, a saber: diametro maior (D)
e diametro menor (d).

Os cortes foram analisados sob microscopia Optica (microscopio binocular
modelo Zeiss, Jena® (West Germany), com utilizagdo da objetiva de imersdo (100
aumentos) acoplada a microcdmera, que permite a captura das imagens dos
diversos cortes, com aumento final de 1000 vezes. Esta imagem visualizada foi
selecionada e armazenada, e importada como figura para o programa Image Proé-
Plus®, que, através do aplicativo Ipwin 4, permite a obtencdo das medidas dos
diametro D e d, na unidade ym. Estas medidas permitiram avaliar a forma e volume
dos nucleos, assim como suas relagdes, podendo também determinar seu aumento,
diminuicdo e irregularidades através de pardmetros como: indice de contorno,

%031 "entre outros; dos nicleos das células do

coeficiente de forma e excentricidade'
epitélio dos tubulos contorcidos proximal, distal e tubos coletores, assim como
volume do glomérulos.

O numero de imagens nucleares obtidas foi de 50 imagens de cada estrutura
estudada, para cada um dos fetos, nos grupos controle e tratado, totalizando 1500
imagens, e 20 imagens de glomérulos, para cada feto, totalizando 200 glomérulos
entre controle e tratado.

Através dessas analises, puderam-se obter os dados de interesse para o

estudo, tanto patoldgicos, fisiolégicos, assim como estabelecer correlacdes entre

estruturas e funcdes, sejam elas normais ou alteradas.®?
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Parametros nucleares avaliados ©%
Diametro maior (D), Didmetro menor (d), Diametro médio (DM), Relag&o D/d,
Perimetro (P), Area nuclear (A), Volume (V), Relagdo V/A, Excentricidade (E),

Coeficiente de forma (CF) e indice de contorno (IC).

1 - Diametro Médio: M = (D.d)*?

2 - Relagéo entre diametros maior e menor: D / d
3 — Perimetro (um): P = (n/2) {[1,5(D+d)]-M}
4 — Area (um?): A=t M?/ 4

5— Volume (um?: V=n M3/ 6

6 - Relagdo V/IA:2M/3

7 - Excentricidade: E = [ (D + d)** (D - d)?]/D
8 - Coeficiente de forma: F = 4. n . (A/P)"?

9 - indice de contorno: 1 = P / (A)*?

Para os calculos das equacbes mateméticas desenvolvidas em fungcdo dos
diametros medidos, os resultados dos diametros foram exportados para uma
planilha eletronica no programa Microsoft Excel previamente programada para o
calculo dos diversos parametros nucleares a serem estudados, que automatiza os
referidos célculos.

Os dados obtidos para cada um dos grupos estudados foram avaliados por

métodos estatisticos descritos a seguir.
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2.7. Analise estatistica

A fim de se obter as comparacdes estatisticas dos resultados entre os
grupos controle e tratado, utilizou-se o teste estatisticos Mann-Whitney “U"®¥ nao
paramétrico, com amostras independentes, adequados para comparar grupos com
pequeno numero de amostras.

Na andlise estatistica, foi utilizado o programa de computador GraphPad
InStat, Windows—demo, versédo 3/2009 (San Diego, CA, E.U.A.)(SS). Através desse
programa, calcularam-se as médias (X), desvio padrdo (S), os intervalos de
confianga de 95%, valor de U (Mann-Whitney), e o valor da significancia p[U] em
andlise bicaudal, para cada um dos grupos, controle e tratado.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<
0,05.



3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS

3.1. Resultados morfologicos

Os resultados a seguir se referem as avaliacdes quantitativas dos pesos
fetal e placentéario (g) e comprimento do corddo umbilical (cm), sendo obtidos ap6s
a administragdo, em ratas prenhas, do edulcorante sucralose, na dose 30 mg/kg
peso dia, por gavage, do 10° ao 14° dias, a partir do diagndstico da prenhez.

Avaliou-se o peso dos fetos, das placentas e comprimento dos corddes
umbilicais, calculando-se as médias, desvio padrdo e o valor de [U] Mann-Whitney e
a significancia p[U] entre os grupos controle e tratados.®®

N&o houve malformagdes macroscopicas evidenciaveis.

3.1.1. Peso fetal

Verificou-se que as médias dos pesos corporais dos fetos dos animais
tratados com sucralose (1,108 g), apresentam-se diminuidas em relagdo as médias
do grupo controle (1,702 g). Notou-se diferenca estaticamente significativa entre os

grupos controle e tratado.
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Tabela 1. Valores médios dos pesos corporais de fetos de ratas controle e tratadas

com sucralose. Teste estatistico de Mann-Whitney

Peso corporal de fetos de

ratas (Q)
Feto Controle Tratado

1 1,386 1,089
2 1,440 1,270
3 1,948 1,259
4 1,581 1,216
5 2,153 0,707
X 1,702 1,108
S 0,334 0,236

p[U]: 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

3.2.1. Peso das placentas

O peso das placentas do grupo controle e tratado com sucralose, assim
como os resultados da analise estatistica, encontram-se representados na tabela 2.
Notou-se que a média dos pesos das placentas (gramas) dos animais tratados com
sucralose (0,225 g) apresenta-se diminuido em relagdo ao grupo controle (0,323g),

porém sem significAncia estatistica entre os grupos.
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Tabela 2. Valores médios dos pesos das placentas de fetos de ratas
controle e tratadas com sucralose. Teste estatistico de

Mann- Whitney

Peso das placentas de fetos de

ratas (Q)
Feto Controle Tratado
1 0,264 0,213
2 0,226 0,298
3 0,382 0,258
4 0,297 0,184
5 0,448 0,170
X 0,323 0,225
S 0,09 0,053
p[U]: 0,0952**

** Sem significancia estatistica.

3.1.3. Comprimento do cord&do umbilical

Os comprimentos dos corddes umbilicais dos grupos controle e tratados com
sucralose e seus resultados da andlise estatistica sdo mostrados na tabela 3. A
média dos comprimentos dos corddes umbilicais das ratas tratadas com sucralose
(1,55 cm) apresentou-se diminuida em relagdo ao grupo controle (1,83 cm),

mostrando diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
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Tabela 3. Valores médios dos comprimentos dos cordfes umbilicais de

fetos de ratas controle e tratadas com sucralose. Teste de Mann- Whitney

Comprimentos dos corddes
umbilicais de fetos de ratas

Feto (cm)
Controle Tratado

1 1,64 1,56
2 1,99 1,50
3 1,84 1,58
4 1,81 1,61
5 1,87 1,48
X 1,83 1,55
S 0,13 0,06

p[U]: 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p [U]< 0,01.
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3.2. Resultados cariométricos

3.2.1. Glomérulo

Foram observadas 20 estruturas glomerulares de cada lamina, do grupo

controle e tratado, totalizando 100 estruturas glomerulares do grupo controle e 100

estruturas glomerulares do grupo tratado,

respectivamente. Mediram-se sete

didmetros perpendiculares entre si, e em funcdo de suas meédias, calcularam-se

seus respectivos volumes em micrémeros cubicos (um°).

A tabela 4, apresenta a média dos volumes glomerulares, dos grupos

controle e tratados com sucralose, obtido através das medidas de 7 diametros de

cada glomérulo, para obten¢&o de seu volume.

Tabela 4. Valores médios do parametro: volume dos glomérulos de fetos de ratas

controle e tratadas com sucralose. Teste de Mann- Whitney

Volume
(m?)
Feto Controle Tratado
1 43093942.38  32410355.45
2 41244743.89 42919137.77
3 38398448.09 41491392.73
4 37495852.08 51928027.91
5 38770027.72  39137936.30
X 39800602.83 41577370.03
S 2306058.74 7052106.85
p[U]: 0,5476*

** Sem significancia estatistica.
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Notou-se um aumento no volume glomerular do grupo tratado em relagéo ao
grupo controle, conforme tabela 4, da ordem de quatro 4,3%, mas sem diferenca
estatisticamente significativa.

Apls a obtencdo dos pardmetros nucleares, a partir das medidas dos
diametros maiores e menores dos 50 nucleos de cada estrutura estudada (TCP,
TCD e DC) de cada animal do grupo controle e tratado, calcularam-se as médias
dos parametros obtidos de cada feto, tanto do grupo controle quanto do grupo

tratado, que serdo discutidos a seguir.

3.2.2. Tubulo contorcido proximal

A andlise cariométrica dos tubulos contorcidos proximais de fetos de ratas
dos grupos controle e tratado com sucralose sdo mostrados nas tabelas 5 a 8.

Os parametros encontrados, em relacdo aos diametros: D, d e DM, séo
mostrados na tabela 5. A média e desvio padrdo dos didmetros maiores se
apresentam no grupo controle: 8,88+1,04; e no grupo tratado: 10,34+0,21,
mostrando uma diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. No grupo
controle, o valor do diametro menor apresentou: 6,19+1,07; e no grupo tratado:
8,32+0,40, mostrando uma significancia estatisticamente significativa. Em relagéo ao
didmetro meédio, o grupo controle apresentou média e desvio padrédo: 7,81+0,23; ja 0
0 grupo tratado: 9,25+0,25, com diferenga estatisticamente significativa entre o

grupo controle e tratado.
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Tabela 5. Valores médios dos diametros maior, menor e médio dos nlcleos do
epitélio dos tubulos contorcidos proximais de fetos de ratas controle e

tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Diametro maior Diametro menor Didmetro médio
(um) (um) (um)

Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
1 7,03 10,11 4,36 7,89 7,66 8,90
2 9,23 10,64 6,14 8,42 7,50 9,44
3 9,40 10,16 6,67 8,86 7,89 9,48
4 9,30 10,42 6,85 7,96 7,95 9,08
5 9,45 10,35 6,96 8,48 8,08 9,35
X 8,88 10,34 6,19 8,32 7,82 9,25
S 1,04 0,21 1,07 0,40 0,23 0,25

P[U] 0,0079* 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

Os parametros, relacdo entre o diametro D/d, e perimetro médio, dos
nucleos das células do tubulo contorcido proximal estdo demonstrados na tabela 6.

Constatou-se que a média e desvio padrédo da relacdo D/d nos controles, é
de 1,48+0,11; quanto aos animais tratados com sucralose, essa relacdo € de
1,26+0,06. Com relagdo ao perimetro médio, nos controles o valor encontrado foi
de: 25,33%+0,57; nos animais tratados foi de 29,43+ 0,69. Em se comparando 0s
controles e tratados, em ambos o0s parametros, essa mostrou diferencas

estatisticamente significativa.
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Tabela 6. Valores médios da relacdo D/d e perimetro médio dos nucleos do epitélio
dos tubulos contorcidos proximais de fetos de ratas controles e tratadas

com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Relagéo D/d Perimetro Médio
(km)
Feto Controle Tratado Controle Tratado

1 1,64 1,30 25,24 28,42
2 1,54 1,28 24,43 30,08
3 1,43 1,16 25,47 29,93
4 1,39 1,32 25,55 29,04
5 1,38 1,23 25,97 29,69
X 1,48 1,26 25,33 29,43
S 0,11 0,06 0,57 0,69
p[U]: 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

Os parametros Area, volume e relacdo V/A dos tlabulos contorcidos
proximais em relagdo aos grupos controle e tratados serdo mostrados na tabela 7.
Verifica-se que a area nuclear do grupo controle, apresentou a média e desvio
padréo de, 48,48+2,83, enquanto essa relacdo nos animais tratados com sucralose
foi de 67,75+3,54; essa relagdo se mostra estatisticamente significativa. Em relacéo
a média e desvio padrdo do parédmetro volume, no grupo controle foi de 257,62+
22,14; nos animais do grupo tratado com sucralose, foi de 424,30+32,49. Entre os
grupos foi verificado diferenca estatisticamente significativa. Na avaliacado do tubulo
contorcido proximal, na relacdo do volume/area, a média e desvio padrdo no grupo
controle foi de 5,19+0,15; no grupo tratado com sucralose, essa relacdo foi de

6,17+0,17. Evidenciou-se uma diferenga estatisticamente significativa.
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Tabela 7. Valores médios dos parédmetros: area, volume e relacdo volume/area dos
nucleos dos tubulos contorcidos proximais de fetos de ratas controle e

tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Aregl Volume Relac&o V/A
(Hm?) (LM3)
Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

1 46,56 62,95 242,17 381,35 5,11 5,94
2 44,69 70,52 228,57 450,20 5,00 6,30
3 49,23 71,02 262,33 454,96 5,26 6,32
4 50,18 65,14 271,86 399,12 5,20 6,05
5 51,73 69,11 283,18 435,85 5,39 6,24
X 48,48 67,75 257,62 424,30 5,19 6,17
S 2,83 3,54 22,14 32,49 0,15 0,17

p[U]: 0,0079* 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

Observou-se, na tabela 8, a andlise dos pardmetros excentricidade,
coeficiente de forma e indice de contorno dos nudcleos das células dos tubulos
contorcidos proximais. Verificou-se que no parametro excentricidade no grupo
controle, a média e desvio padrdo de 0,69+0,06; no grupo tratado com sucralose foi
de 0,55+0,06. Em relacdo ao parametro coeficiente de forma, no grupo controle a
média e desvio padrdo apresentou-se com 0,94+0,02; enquanto no o grupo tratado
com 0,98+0,01. No parédmetro indice de contorno apresentou, no grupo controle,
3,66+0,04 e no grupo tratado com sucralose 3,59+0,02. Desse modo, pode-se
afirmar que, em relagdo aos parametros, excentricidade, coeficiente de forma e
indice de contorno, existe diferenga estatisticamente significativa, entre os grupo

controle e tratado.
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Tabela 8. Valores médios dos parametros: excentricidade, coeficiente de forma e

indice de contorno dos nucleos dos tubulos contorcidos proximais de fetos

de ratas controle (C) e tratadas (T) com sucralose. Teste: Mann-Whitney

Excentricidade

Coeficiente de forma

indice de contorno

e Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
1 0,77 0,59 0,91 0,97 3,72 3,60
2 0,73 0,57 0,93 0,97 3,68 3,60
3 0,68 0,45 0,95 0,99 3,64 3,56
4 0,63 0,59 0,96 0,97 3,63 3,61
5 0,64 0,54 0,96 0,98 3,63 3,58
X 0,69 0,55 0,94 0,98 3,66 3,59
S 0,06 0,06 0,02 0,01 0,04 0,02

p[U]: 0,0079* 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

3.2.3. Tubulo contorcido distal

As andlises cariométricas dos tUbulos contorcidos distais dos fetos de ratas

dos grupos controle e tratado com sucralose sdo mostrados nas tabelas 9 a 12.

Todos os parémetros, foram avaliados em relagdo as médias e seus

desvios padrdes. Analisando os parametros do didmetro maior, diametro menor e

didmetro médio estdo demonstrados na tabela 9. A média e o desvio padrdo do

parametro diametro maior, apresentam-se, no grupo controle com 10,07+0,62; no

grupo tratado, 12,650,43, demonstrando diferenca estatisticamente significativa de

entre os grupos. Em relacdo ao diametro menor, o grupo controle apresentou-se



42
Resultados

5,04+0,51, enquanto no grupo tratado com 6,71+0,19, mostrando uma diferenca
estatisticamente significativa. No parametro didmetro médio, as médias e desvio
padrdo foi de 7,29%0,22; enquanto no grupo tratado de 9,17+0,23, apresentando

uma diferenca estatisticamente significativa entre o dois grupos.

Tabela 9. Valores médios dos diametros maior, menor (um) e didmetro médio dos
nucleos do epitélio dos tubulos contorcidos distais de fetos de ratas

controle e tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Diametro maior Diametro menor Didmetro médio
Feto (Lm) (Lm) (Hm)

Controle  Tratado Controle  Tratado Controle  Tratado
1 10,64 12,52 541 6,55 7,56 9,00
2 10,18 12,99 4,92 6,54 7,03 9,19
3 9,00 13,01 4,21 6,87 7,12 9,41
4 10,24 12,76 5,45 6,95 7,44 9,37
5 10,28 11,98 5,22 6,62 7,28 8,88
Y 10,07 12,65 5,04 6,71 7,29 9,17
S 0,62 0,43 0,51 0,19 0,22 0,23

p[U]: 0,0079* 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

Em relacdo aos pardmetros perimetro médio e média da relagdo entre o
diametro maior/diametro menor, estao relacionados na tabela 10.

Verificou-se que a média e desvio padrdo do perimetro médio, no grupo
controle, foi de 25,17+0,52, sendo que, nos fetos tratados, essa média foi de
31,22+0,87, mostrando uma diferenca estatisticamente significativa. Quanto a
relagdo D/d, nos grupos controle foi de 2,05+0,11; nos animais tratados com
sucralose, essa média foi de 1,93+0,06. Embora existam diferencas entre 0s grupos

tratado e controle, estas n&o se mostrou diferenga estatisticamente significativa.
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Tabela 10. Valores médios da relagdo D/d e perimetro médio dos nucleos do epitélio
dos tubulos contorcidos distal de fetos de ratas controles e tratadas com

sucralose. Teste de Mann-Whitney

Perimetro médio Relagéao D/d
(km)
Feto Controle Tratado Controle Tratado

1 25,94 30,81 1,99 1,96
2 24,52 31,61 2,13 2,01
3 25,00 32,07 2,19 1,94
4 25,3 31,72 1,91 1,88
5 25,08 29,89 2,03 1,84
X 25,17 31,22 2,05 1,93
S 0,52 0,87 0,11 0,07
p[U]: 0,0079* 0.0952**

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.
** Sem significancia estatistica.

Em relagdo aos parédmetros &rea, volume e relacdo volume/area, apds
andlise dos nucleos das células dos tubulos contorcidos distais do grupo controle e
tratado com sucralose, estdo representados na tabela 11.

Detectou-se no parédmetro area nuclear, que a media e desvio padréo no
grupo controle mostrou 42,2342, 63; no grupo tratado, essa média foi de 66,57+3,24,
sendo que essa relagdo demonstrou diferenca estatisticamente significativa. Em
relagdo ao parametro volume, no grupo controle de 210,31+20,21; nos fetos
tratados: 413,76, com desvio padrdao de 29,44, apresentando diferenca

estatisticamente significativa de 0,0079. Na relagdo volume/area, no grupo controle,



44
Resultados

esta relacao foi 4,86+0,15; enquanto no grupo tratado, a relacéo € de 6,11+0,15,

mostrando diferenca estatisticamente significativa .

Tabela 11. Valores medios dos parametros: area, volume e relagédo
volume/area dos nucleos dos tubulos contorcidos distais de fetos de ratas controle e

tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Area Volume Relac&o V/A
2 3
(Lm?) (pm°)
Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

1 45,64 64,38 237,2 395,55 5,04 6,00
2 39,33 66,63 189,47 412,49 4,68 6,12
3 40,14 69,91 193,36 443,5 4,75 6,27
4 44,00 69,51 223,83 441,76 4,96 6,25
5 42,03 62,4 207,67 375,49 4,86 5,92
X 42,23 66,57 210,31 413,76 4,86 6,11
S 2,63 3,24 20,21 29,44 0,15 0,15
p[U]: 0,0079* 0,0079* 0,0079*

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.

Na tabela 12, demonstra-se a analise dos parametros excentricidade,
coeficiente de forma e indice de contorno dos nucleos das células dos tubulos
contorcidos distais.

No grupo tratado, o pardmetro excentricidade, apresentou média e desvio
padrdo de 0,85%0,02, sendo no grupo tratado com sucralose, mostrou 0,83+0,01.
Comparando-se 0s grupos controle e tratado, esse parametro apresentou-se sem
significancia estatistica. No parametro coeficiente de forma, o grupo controle

mostrou média e desvio padrdo de 0,83+0,02; no grupo tratado de 0,86+0,01. Esse
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parametro apresentou diferenca estatisticamente significativa. O indice de contorno
mostrou, no grupo controle, relagdo de 3,90+0,05, enquanto o grupo tratado
apresenta 3,84+0,03. Embora haja variagéo entre os grupos controle e tratado, nao

existe significancia estatistica.

Tabela 12. Valores médios dos parametros: excentricidade, coeficiente de forma e
indice de contorno dos nucleos dos tubulos contorcidos proximais de
fetos de ratas controle e tratadas com sucralose. Teste de Mann-
Whitney

Excentricidade Coeficiente de forma indice de contorno

Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

1 0,85 0,83 0,84 0,85 3,87 3,86
2 0,86 0,85 0,82 0,84 3,94 3,88
3 0,87 0,83 0,81 0,85 3,96 3,85
4 0,83 0,82 0,86 0,87 3,84 3,82
5 0,84 0,82 0,84 0,87 3,89 3,80
X 0,85 0,83 0,83 0,86 3,90 3,84
S 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05 0,03
p[U]: 0,0552* 0,0079* 0,0952%

* Diferenca estatisticamente significativa para p < 0,01.
** Sem significancia estatistica.
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3.2.4. Ducto coletor

As andlises cariométricas das células do ducto coletor dos fetos das ratas

dos grupos controle e tratado com sucralose sdo mostrados nas tabelas 13 a 16.

Tabela 13. Valores médios do diametro maior, diametro menor e didmetro médio
dos nucleos do epitélio dos ductos coletores de fetos de ratas controle e

tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Diametro maior Diametro menor Diametro médio
Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
(km) (Lm) (km) (km) (Lm) (km)
1 10,95 9,44 7,23 7,26 8,88 8,26
2 10,09 10,07 7,81 7,44 8,87 8,64
3 9,63 9,50 7,70 7,69 8,59 8,52
4 9,97 9,68 7,55 7,87 8,66 8,71
5 9,86 10,11 7,80 8,02 8,75 8,99
X 10,10 9,76 7,62 7,66 8,75 8,62
S 0,50 0,31 0,24 0,31 0,13 0,27
p[U] 0,4206** 0,8413 ** 0,4206**

** Sem significancia estatistica.

Os resultados dos parametros diametro maior, didametro menor e diametro
médio, com suas respectivas médias e desvios padrdo e p[U], tanto no grupo
controle quanto no tratado, estdo demonstrados na tabela 13. No parametro
diametro maior, a relagéo no controle de 10,10+0,50 e no grupo tratado 9,76+0,31. .
O didmetro menor apresentou no grupo controle média e desvio padrdo de

7,62+0,24, enquanto no grupo tratado 7,66+0,31. No parametro diametro médio, no



47
Resultados

grupo controle essa relagdo foi de 8,75+0,13, e no grupo tratado de 8,62+0,27.
Nestes trés parametros, demonstrou-se ndo haver significancia estatistica entre o

grupo controle e o tratado.

Tabela 14. Valores médios da relagdo D/d e perimetro médio dos nucleos do epitélio
dos ductos coletores de fetos de ratas controle e tratadas com sucralose.

Teste de Mann-Whitney

Relagéo D/d Perimetro médio

(km)
Feto Controle Tratado Controle Tratado

1 1,53 1,31 28,91 26,39
2 1,30 1,36 28,26 27,69
3 1,27 1,25 27,34 27,13
4 1,33 1,24 27,68 27,67
5 1,29 1,27 27,87 28,61
X 1,34 1,29 28,01 27,50
S 0,11 0,05 0,60 0,82
p[U]: 0,3095** 0,3095**

** Sem significancia estatistica.

Na tabela 14, estdo demonstradas as respectivas médias e desvio padrdo
entre os grupos controle e tratado, assim como o p[U]. No parametro relagéo entre
os diametros D/d, essa relagdo foi de 1,34+0,11, enquanto no grupo tratado de
1,29+0,05. No parametro perimetro médio, no grupo controle apresentou média e
desvio padréo de 28,01+0,60, no grupo tratado 27,50+0,82. Esses dados mostraram

ndo havendo significancia estatistica entre o grupo controle e tratado.
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Tabela 15. Valores médios dos parametros: area, volume e relacdo volume/area dos
nacleos dos ductos coletores de fetos de ratas controle e tratadas com

sucralose. Teste de Mann-Whitney.

Area Volume Relac&o V/A
(um?) (um?)
Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

1

62,4 54,16 374,77 304,09 5,92 5,51
2 61,96 59,56 368,84 353,6 5,91 5,76
3 58,45 57,59 340,49 333,21 5,73 5,68
4 59,25 60,16 346,14 355,93 5,77 5,81
5 60,67 63,79 360,43 386,39 5,83 5,99
X 60,55 59,05 358,13 346,64 5,83 5,75
S 1,70 3,54 14,59 30,44 0,08 0,18

p[UI: 0,5476** 0,5476** 0,4206**

** Sem significancia estatistica.

A tabela 15 apresenta os pardmetros area, volume e relagdo volume/area
dos nucleos dos ductos coletores. Comparando-se 0s grupos controle e tratado,
respectivamente, em relagdo as médias e desvio padréo, no parametro area, essa
relacdo em relagdo ao grupo controle foi de 60,55+1,70, no grupo tratado
59,05+3,54. O paradmetro volume, apresentou média e desvio padréo, no grupo
controle de 358,13£154,59, no grupo tratado 346,64+30,44. Em relacdo ao
parametro relagdo V/A, mostrou no grupo controle 5,83+0,08, no grupo tratado
5,75+0,18. Portanto n&o existe diferenca estatisticamente significativa entre o0s

grupos controle e tratado dos trés parametros estudados.
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Tabela 16 Valores médios dos parametros excentricidade, coeficiente de forma e
indice de contorno dos nucleos dos ductos coletores de fetos de ratas

controle e tratadas com sucralose. Teste de Mann-Whitney

Excentricidade Coeficiente de forma  indice de contorno

Feto Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado

1 0,74 0,60 0,93 0,97 3,67 3,60
2 0,61 0,65 0,97 0,96 3,60 3,62
3 0,56 0,53 097 0,98 3,59 3,59
4 0,63 0,54 0.97 0,98 3,61 3,58
5 0,58 0,57 0,97 0,97 3,60 3,59
X 0,62 0,58 0,96 0,97 3,61 3,60
S 0,07 0,05 0,43 0,01 0,03 0,02

p[U]: 0,3095** 0,4206* 0,3095**

** Sem significancia estatistica.

Os parametros excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno
foram analisados na tabela 16. Nesses parametros, foram avaliados as médias e
desvios padré@o dos grupos controle e tratado. Em relagédo a excentricidade, a média
e desvio padrdo no grupo controle foi de 0,62+0,07, enquanto no grupo tratado
0,58+0,05. O coeficiente de forma apresentou média e desvio padrdo, no grupo
controle de 0,96+0,43, no grupo tratado 0,97+0,01. Em relacdo ao indice de
contorno, essa relacdo no grupo controle foi de 3,61+0,03, no grupo tratado
3,60+0,02. Concluiu-se ndo haver significancia estatistica entre os grupos controle e

tratado dos parametros apresentados acima.
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4. DISCUSSAO

4.1. O animal de experimentacéao

Nos trabalhos de pesquisa, a utilizagdo de animais para experimentos
mostra-se indispensavel em diversas situacBes. Na &rea da saude, verifica-se a
importancia do uso desse recurso em determinadas ocasides, langamentos de
produtos advindos da industria farmacéutica, como forma de avaliar seus beneficios,
contra-indicagdes e efeitos colaterais, para que possam ser comercializados. Dessa
forma, procedimentos em animais se mostram necessarios para a analise de novas
técnicas no tratamento e/ou prevencdo de inUmeras doengas. A utilizagdo desse
recurso, que demanda sacrificio do animal, mostra-se perfeitamente aceitavel, visto
que a finalidade é obtencéo de beneficios a toda a humanidade.

Dessa maneira, € l6gico concluir que os meios cientificos, em muitas
ocasides, dependem da utilizagédo dos animais de experimentacéo e, somente desse
modo, podem-se reproduzir determinadas e complexas reagbes necessarias ao
aprendizado e andlise do funcionamento de novos medicamentos ou nNovos
procedimentos a serem adotados sem, todavia, expor um ser humano a riscos
desnecesséarios. Obviamente, tal atividade é regulamentada por normas do
Conselho Internacional de Ciéncias Médicas®®, a fim de que abusos sejam evitados
e, principalmente, a fim de que uma série de principios basicos, como a utilizagéo de
determinadas espécies em quantidades adequadas, venham a ser respeitados,

quando da realizac&o de pesquisas cientificas.®”
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Dada a preocupacgdo ética, o numero de animais utilizados nos estudos
experimentais deve ser reduzido ao minimo necessario e, a0 mesmo tempo,
suficiente, de maneira a permitir uma analise estatistica e fornecer resultados

cientificamente confiaveis e validos.®®

4.2. Método (morfometria e estatistica)

A morfometria, tem a finalidade de “medir estruturas anatbmicas” e/ou
“estabelecer dimensfes”. Apresenta-se como ferramenta indispensavel na coleta,
apresentacdo e andlise dos resultados, contribuindo com objetividade e preciséo,
além de permitir estabelecer relagfes entre as mais diversas estruturas anatdmicas
e suas respectivas fungdes, possibilitando o aperfeicoamento da capacidade de se
estabelecer diagnéstico e, e até mesmo, o prognostico de determinados processos
patolégicos.®%

A analise morfométrica foi utilizada de maneira a promover uma mensuracao
rapida e, ao mesmo tempo, isenta de maiores intervencbes por parte do
pesquisador. Essa andlise automatizada permite a obtencéo de dados importantes a
respeito da estrutura das células e tecidos através das medidas e da contagem das
mesmas, possibilitando, dessa maneira, o diagnéstico e progndstico de quaisquer
alteragdes, dentre as quais, tumores.®

A morfometria busca analisar alguns aspectos e parametros do nucleo das
células, tais como forma, tamanho e padrdo cromatinico. Esses aspectos sdo
fundamentais, quando se comparam células normais e células malignas. Por conta
disso, alguns autores consideram que a morfometria nuclear poderia ser utilizada

como parametro diagnéstico e também fornecer fatores progndsticos confiaveis.©®
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Em relagdo as alteragbes morfométricas, a cariometria possibilita a
comparacao de parametros nucleares distintos em 6rgaos e tecidos obtidos através
da microscopia Optica, tendo sido considerada uma técnica de fundamental
importancia, ou seja, € uma ferramenta consagrada a obtencéo de dados fisioldgicos
e patolégicos, viabilizando, dessa maneira, a analise conjunta e correlacdo
quantitativa entre estruturas/fun¢des normais ou alteradas.

Além disso, a utilizagcdo da morfometria como instrumento de analise e
estudo em alguns tumores (prostaticos e renais), permitindo muitas vezes seu
diagnéstico precoce e até mesmo o progndstico, contribuindo dessa maneira, para
as pesquisas nas mais variadas areas de abrangéncia da anatomia patolégica,
comparando estruturas anatbmicas e fungbes e auxiliando na visualizagdo de

52;60; 67-68

alteracdes celulares. ) No rim, a morfometria é utilizada para estudar lesdes

dos tubulos, alteragdes no diabetes insulinodependente(sg), além de carcinomas
renais.’”
Esta pesquisa procurou manter em foco e sob andlise o efeito toxicologico da
sucralose sobre os rins fetais, administrando a sucralose as ratas em periodo de
gestacdo. Avaliou-se também, o peso fetal, peso placentario e comprimento do
cordao umbilical. Em relacao ao rim fetal, priorizou-se a toxicidade renal, através das
alteragGes nos parametros cariométricos dos epitélios dos tubulos proximais, distais
e ductos coletores de fetos de ratos. Foram estimados, ainda, os diametros maiores
e menores dos glomérulos renais.®?

Inmeros trabalhos s&o desenvolvidos no Programa de Pds-graduacédo da
Faculdade de Medicina de Sado José do Rio Preto, utilizando esta técnica,
basicamente avaliando efeitos dos varios edulcorantes, antibiéticos e citostaticos

existentes em diversos tecidos e 6rgdos de animais de experimentagao. 77 73)
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Em relacdo a estatistica, € uma ciéncia que tem por objetivo explicar a
frequéncia da ocorréncia de determinados eventos, tanto em estudos observacionais
qguanto em experimentos através de planejamento, coleta, analise e interpretagcéo de
dados, objetivando, ao final, o estabelecimento de conclusées. 4574

Nos diversos métodos estatisticos, é de fundamental importancia determinar
duas vertentes, o calculo do tamanho da amostra e a andlise estatistica, visando
testar hipoteses entre duas ou mais variaveis, que sé@o utilizados para responder as
perguntas clinicas ou de pesquisa; também se mostram diretamente envolvidos nas
técnicas de amostragem, pois, com alguma frequéncia, faz-se necesséaria a
utilizagdo da matemética para determinar se uma amostra é ou ndo representativa.

Nesta pesquisa, utilizou-se a Estatistica Inferencial, conjunto de técnicas
analiticas utilizadas para se identificarem e caracterizarem relagbes entre
variaveis.®47479

O método estatistico utilizado foi o Teste N&ao-Paramétrico, jA que as
amostras representam um pequeno universo e ndo obedecem a uma distribuigéo
normal (simétrica) em torno da média. Como os grupos avaliados no presente
estudo sdo de distribuicdo “assimétrica” e sem homogeneidade na sua variagcéo
(trata-se, pois, de grupos independentes), o teste indicado para a andlise estatistica
foi 0 Mann-Whitney, utilizado para comparacdo de pequenos grupos®’. Para as
andlises estatisticas, foi utilizado o auxilio do programa de computador GraphPad
InStat, for Windows: vers&o 3/2009 — demo: San Diego, CA, E.U.A.).®®

H& necessidade de se conhecerem quantos campos microscopicos precisam

ser analisados para que a amostra tenha representatividade. Esta metodologia foi

desenvolvida por Williams, em 1977, e relatada por Reis et al., em 2002.%7®)
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A média acumulada, proposta por Williams, calcula a média dos eventos que
se querem avaliar e estabelece o nimero de variacdo aceitavel. Calcula-se o
namero de eventos do fenbmeno estudado em cem campos aleatorios,
representativos de todo a peca histologica. No calculo da média acumulada, soma-
se 0 numero de eventos que se estdo estudando e divide-se a quantidade de
campos (fator de divisdo). A centésima média acumulada sera equivalente a "100%".
Aplica-se a regra de trés e calculam-se as porcentagens das demais médias de cada
campo.

Observa-se que, a partir da 502 medida, os valores ficaram entre 95 e 105%.
Pode-se afirmar que, pelo célculo da média acumulada de Williams, a partir da
avaliacdo de 50 campos a amostra tem significancia de p<0,05. Assim, pode-se
concluir que contar 50 campos aleatérios tem a mesma significAncia de contar 100
ou mais campos.’® Em decorréncia dessa comprovagdo, neste trabalho, foram
capturadas imagens de 50 nucleos de cada estrutura histolégica do rim (TCP, TCD e
TC) e 20 glomérulos de cada feto selecionado, sendo 5 tratados e 5 controle,
totalizando 1700 imagens. Desse modo, e de acordo com o raciocinio da média
acumulada de Williams, os 5 rins obtidos de fetos tratados com sucralose e 5 fetos
do grupo controle terdo satisfeito o tamanho da amostra necesséria, para que esta
pesquisa tenha validade. Assim, esta pesquisa satisfaz o preceito de que se deve

utilizar o minimo de animais necessarios para que os resultados sejam vélidos."®7""
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4.3. Placenta, peso fetal e corddo umbilical

4.3.1 Placenta e peso fetal

Na andlise estatistica, constatou-se que a média do peso das placentas dos
animais tratados com sucralose foi de 0,225g, enquanto do grupo controle de 0,323
g, desse modo apresentou-se diminuida em relagdo ao grupo controle, No entanto,
embora a média dos pesos das placentas do grupo tratado com sucralose se

encontre diminuida em cerca de 30%, porém sem significAncia estatistica entre o

grupo.

Sabe-se que a placenta € um oOrgdo multifuncional, responséavel pelo
crescimento e bem-estar fetal, além de ser responsavel pelo controle de varios
mecanismos que contribuem para a passagem de substancias de um para outro
compartimento, dependendo da fase da prenhez. Sua principal funcdo é
proporcionar a troca de produtos metabdlicos entre o sangue materno e o fetal, além
da producdo de hormbnios. Ademais, a placenta se destaca por ser responséavel
pela difusdo de nutrientes e oxigénio do sangue materno para o feto e difusédo de
produtos de excrecao de volta para a mae.®5™®

As vilosidades coridnicas representam quase que a totalidade da placenta
fetal, sendo suas células responséaveis pelo transporte materno-fetal de nutrientes e
residuos de excregdes fetais. Dessa forma, essa é a regido de contato mais intimo
entre mae e feto, conhecido no ser humano como placenténio.

A membrana placentdria ndo pode ser comparada a uma membrana

semipermeével inanimada, existente entre duas circulagbes a equilibrar,

obedecendo a leis fisico-quimicas, a concentracdes dos fluidos que a circundam. E
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uma membrana, que interfere, ativa e seletivamente, nas composi¢des plasmaticas.
Sua caracteristica dindmica condiciona a intervencdo no transito de substancias nos
dois sentidos. Tem propriedades diferenciadas, porém, obedecendo a principios
gerais de equilibrios osméticos e oncéticos.™

Além das citadas, existem outras fun¢des placentarias de controle entre os
tecidos fetais e materno, responséveis pelo bem-estar fetal através do controle do
transito materno-fetal. Juntamente com a bolsa amniética, a placenta desenvolve
importante protecdo mecénica, além de servir como barreira & passagem de
produtos que possam induzir a malformagdo, como hormdnios, virus, anticorpos e
produtos medicamentosos. A passagem de substancias quimicas através de
diferentes meios de transporte pode expor o feto aos efeitos dessas substancias.
Por conta disso, mostra-se de fundamental importancia a anélise da permeabilidade
e espessura placentéria.®*®

A espessura da membrana placentaria depende da fase da prenhez: quanto
mais inicial, maior é a sua espessura, e menor é sua permeabilidade a determinadas
substancias. Com o evoluir da gestagéo, existe uma redugdo de sua espessura
ocorrendo maior permeabilidade com maior difusdo placentaria. Portanto, a
designacdo de barreira a placenta mostra-se inadequada, pois quase todas as
moléculas, em velocidades variadas, transitam em um ou outro sentido. 798489

A passagem transplacentaria de glicose e acucares ocorre por difusdo
facilitada, sendo seu transportador o Glut; (sinciciotrofoblasto), principalmente na
membrana microvilosa e, em menor grau, na membrana basal. Essas substancias
transitam apds conjugar-se com molécula carreadora, Glut;, cuja afinidade para a

substancia € a mesma em ambos os lados (fetal e materna) da membrana,

formando o complexo: substancia+molécula carreadora Glut;; desse modo; difunde-
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se mais rapidamente de um lado da membrana para outro, do que a difusdo
simples. Os amino&cidos sdo transportados contra gradiente de concentragéo,
portanto com dispéndio de energia (transporte ativo), também atuando proteinas
carreadoras presentes nas microvilosidades da membrana placentéaria.®®

Agua e eletrdlitos sdo transportados livremente entre mie e feto, quer por
difuséo simples, quer por ultracentrifugagéo.

Portanto, embora a sucralose seja um dissacarideo formado por uma
molécula de glicose associada a frutose, com cloragéo seletiva de 3 grupos hidroxila,
além de envolver a substituicdo no carbono 4 e 6 - (C12H22011 — C12H19Cl30g),
outros fatores se mostram importantes na permeabilidade da membrana placentéria
a sucralose; e estéo relacionados com a farmacoldgia da sucralose, tais como sua
alta solubilidade na agua.®® Um importante estudo, de MacNeil®® sugere que existe
passagem de sucralose através da membrana placentéria, sendo esses dados de
fundamental importancia na demonstragdo da existéncia, nesta pesquisa, de fluxo
materno-fetal da sucralose.

Pesquisas sobre o uso de adogantes durante o periodo gestacional tém sido
realizadas em diversos paises, em razao de seu uso cada vez mais habitual e
frequente. Sabe-se que a maioria dos adocantes passa através da barreira
placentéria, podendo ocasionar efeitos toxicos no feto. Varias pesquisas atestam o
efeito téxico do ciclamato de sédio no rim“? e figado fetal®, assim como a
toxicidade do ciclamato de sédio na placenta fetal®® e do aspartame na placenta
fetal, corddo umbilical e figado fetal.*”

Neste trabalho, conforme mostra a tabela 1, verifica-se que a média do peso
corporal dos fetos dos animais tratados com sucralose foi de 1,108 g. Este peso,

obtido no grupo submetido a influéncia da sucralose, mostrou-se inferior & média do
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peso dos fetos dos animais do grupo controle, que foi de 1,702 g. A diferenca da
média de peso dos fetos entre os dois grupos resultou em uma diferenca
estatisticamente significativa.

Através dos resultados obtidos neste trabalho, onde se demonstrou que a
administragdo de sucralose, ocasiona diminuicdo do peso fetal e redugdo do
comprimento do corddo umbilical, pode-se inferir que provavelmente houve efetiva
passagem do edulcorante sucralose através da membrana placentaria, resultado
também observado no trabalho de MacNneil.®

Vérias pesquisas com outros edulcorantes apontaram resultados
semelhantes, mostrando que a placenta € permeavel a maioria dos adogantes,
ocasionando diminuigdo do peso placentario, do tamanho do corddo umbilical, assim
como do peso fetal, além de efeitos toxicolégicos em tecidos e érgaos. 3454771

Trabalhos recentes, que levaram em consideragéo os efeitos morfométricos
com administracdo de ciclamato de sédio e do aspartame em ratas prenhas,
evidenciaram a ocorréncia de alteragfes nucleares na camada esponjosa da
placenta, com papel enddcrino importante durante a gravidez, desse modo podendo
levar & diminuicdo do estrdégeno, responsavel pelo crescimento e multiplicacdo
celular fetal, concorrendo, dessa maneira, para alteragdes no crescimento do feto.

De um modo geral, a ingestdo de adogantes parece ter efeito todxico sobre a
placenta, provocando altera¢des ndo so6 nas funcdes placentarias, como também no
peso fetal."V

Sabe-se, também, que administracdo e/ou ingestdo de substancias, assim
como a ocorréncia de algumas doengas, podem provocar a liberagdo de inUmeras

substancias sollveis e radicais livres de oxigénio na circulagdo materna. Essas

substancias, uma vez liberadas, causariam uma disfuncdo endotelial sistémica,
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podendo ocasionar um menor desenvolvimento placentario com consequente
diminuic&o do seu fluxo sanguineo, resultando, ao final, em hipdxia fetal e restricao
de crescimento fetal (crescimento intra-uterino retardado). O resultado da liberagéo
dessas substancias ocasionariam um menor desenvolvimento fetal, além de seu
baixo peso.

Resultados semelhantes sdo encontrados em humanos, mais
especificamente nas toxemias gravidicas (Doenca Hipertensiva Especifica da
Gravidez), que possivelmente decorrem de infartos placentarios com menor
crescimento da placenta com sinais de sofrimento, por constricdo das arteriolas do
sistema viloso terciario, ocasionando, também, diminuicdo placentaria e fetal 789

Portanto, a administracdo de sucralose do 10° ao 14° dia de prenhez,
associada a provavel permeabilidade da placenta, ocasionou uma diminuicdo do
peso da placenta (tabela 2), possivelmente por altera¢des circulatdrias e enddcrinas

da mesma, com diminuicdo do fluxo sanguineo e menor desenvolvimento

placentério, com consequente diminuicdo do peso do feto (tabela 1).

4.3.2. Cordao umbilical

Nesta pesquisa, a média do comprimento do corddo umbilical (tabela 3), das
ratas tratadas com sucralose foi de 1,55 cm, tamanho inferior a média do
comprimento do corddo umbilical apresentada no grupo controle, de 1,83 cm. Essa
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle e tratado.

Portanto, nesta pesquisa, demonstrou-se que a administracdo de sucralose
acarretou menor desenvolvimento fetal intra-uterino, com provavel diminuicdo dos

movimentos fetais e consequente reducdo do cumprimento do cordado umbilical.®®
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Semelhantes resultados foram encontrados, em recentes trabalhos, com
edulcorantes, demonstrando que o comprimento do corddo umbilical é usado como
indicador de movimentacgéo fetal, ou seja, seu cumprimento é influenciado pela boa
movimentacédo fetal e pelo espa¢co adequado de cavidade uterina. A diminuicdo do
espaco ou a diminuigdo dos movimentos acarretardo a diminuigdo da elasticidade e
consequente reducdo do tamanho do mesmo. Todos esses trabalhos concluiram
pela diminuicdo do peso do feto, além da reducdo do comprimento do corddo
umbilical. (43;45-47;71;90)

Na literatura, diversas outras pesquisas, com diversas outras substancias,
mostraram esses mesmos efeitos, dentre as quais se pode destacar: Brandini(gl),
que avaliou o efeito de exposi¢cdo da gestante ao éalcool e seus efeitos no cordao
umbilical; Oliveira®?, que, em sua tese, estudou 0 mesmo efeito do alcool e suas
alteragcbes no palato, lingua e glandula submandibular de fetos de ratos,
demonstrando a diminuicdo do tamanho do corddo umbilical; Calvano®, que
estudou o tamanho do corddo umbilical e sua correlacdo com a utilizac&o de alcool,
Barron®, que avaliou o efeito do alcool, na gestacéo, sobre o tamanho do cord&o
umbilical. Além desses, outros trabalhos foram realizados, cujos resultados obtidos
indicaram a ocorréncia de efeitos sobre o tamanho do corddo umbilical, tais como o
de Cunha®, com administracéo de altas doses de Vitamina A; Led0®®, que utilizou
restricao protéica durante a gravidez; Lopes®”, com administracdo de metilmerciirio;
Oliveira®®, que utilizou a hiperterminia e observou seus efeitos na placenta e
corddo umbilical; e Liedtke®?, que, em 1995, utilizou a administracdo de

ciclofosfamida em ratas prenhe e realizou avaliagcdo morfométrica. Em todas essas

pesquisas, verificou-se a redugéo do tamanho do corddo umbilical.
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Portanto, a ocorréncia do corddo umbilical de tamanho reduzido se mostra
associada a diversas condi¢cdes e exposi¢goes intra-uterinas que podem diminuir o
desenvolvimento do Utero, assim como a atividade do feto, incluindo oligoamnio,
ruptura de membrana e anomalias estruturais do Gtero. %102

Existem diversas substancias, dentre elas os B bloqueadores, que também
estdo associadas a diminuicdo do comprimento do cord&o umbilical.*®®

Embora a patogénese do corddo umbilical curto permaneca obscura, é
conhecido que a sua extensdo é fator importante para a compresséo intra-uterina.
(100;102)

Outros estudos tém descrito complicagGes associadas ao cordao umbilical
curto, incluindo descolamento de placenta, trabalho de parto prolongado e estresse
fetal.**¥

Conclui-se que a diminuicdo do peso da placenta e fetal possivelmente
ocorreram por retardo no desenvolvimento da placenta, com consequente menor
crescimento fetal intra-uterino por conta da diminuicdo da cavidade uterina,
reafirmado pela diminuicdo do comprimento do cord&o umbilical no grupo tratado. E
descrito que o corddo umbilical cresce na medida da atuacdo de forgas tensoras,
que dependem do movimento fetal e do espaco disponivel durante o
desenvolvimento. Essa diminui¢do ocorreu por restricdo dos movimentos fetais, com
consequente menor desenvolvimento fetal.®¥ Desse modo, pode-se inferir que a

diminuicdo do cordado umbilical constatada neste estudo ocorreu por diminuicdo de

movimentacéo fetal durante a gestagao.
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45. Rim fetal

Para estudos que envolvam a organogénese, o rim de ratos e camundongos é
muito utilizado, pois é um excelente modelo experimental classico, baseado em suas
caracteristicas anatdmicas e seu facil manuseio, ele vém sendo utilizados para
experimentos a partir da década de 50 e 60, pois seu desenvolvimento € muito
proximo as condigbes presenciadas no ser humano, com a formacdo em série dos
pro-nefrons e meso-néfrons, que sdo estruturas vestigiais do tubo nefrogénico de
carater transitorio, e dos meta-néfrons, formando o rim funcional apés o0 nascimento.

Inimeras substéncias podem alterar tanto seu crescimento quanto seu
desenvolvimento funcional anatémico/embrionério, e por intermédio de moléculas
reguladoras, podem desencadear interferéncias na morfogénese renal. %% ¢)

O termo toxicologia € utilizado para estudar efeitos adversos de substancias
quimicas sobre os organismos. Conforme a época da administracéo, poderdo causar
efeitos adversos e até malformagfes congénitas. A agdo teratogénica de uma
substancia depende: 1. da fase do desenvolvimento embrionéario, que determina a
susceptibilidade a fatores teratogénicos: se age nas primeiras fases do
desenvolvimento, consequentemente lesa a maior parte das células do embrido,
levando a morte ou as potencialidades reguladoras do embri&o compensam a perda,
sem anomalias aparentes; 2. do efeito teratogénico, que por sua vez depende do
gendtipo — instabilidade genética; 3. do agente teratogénico, que age de modo
especifico em um aspecto particular do metabolismo: muitos agentes agem de modo

caracteristico quando aplicados a diferentes espécies. Nesta pesquisa, foi

administragéo de sucralose na dose de 30 mg/kg de peso, via gavage, do 10° ao 14°
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dia de prenhez, teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos no
desenvolvimento das estruturas do rim fetal.

Qualquer substancia ou agente fisico, quer em excesso, quer em falta durante
toda a vida fetal, pode induzir perturbagdes na estrutura e/ou fungéo estudada; séo
conhecidos como agentes teratogénicos, podendo, desse modo, induzir morte,

reabsorgdes, malformacdes e até reducdo do peso fetal.*%”

O edulcorante sucralose é uma substancia quimica e, como tal, pode ser
classificado como agente potencialmente teratogénico, ou seja, quando o embrido é
exposto a ele e, eventualmente, dependendo da dose, podera apresentar algumas
alteragdes, tal como ocorreu com a talidomida: amelia, focomelia, atresia intestinal e
malformagBes cardiacas; quinino: surdez congénita e aminopterina, anencefalia,
meningomielocele, hidrocefalia e fenda labial; e/ou agentes supostamente
teratogénicos, como: progestagenos sintéticos, cortisona, anticonvulsivante. %9

O periodo embriogénico da rata Wistar inicia-se no 5° dia apds a prenhez
(linha primitiva) e termina 8 a 9 dias apos (14° a 15° dias apds — sperm day), sendo
este o periodo de maior susceptibilidade a agentes potencialmente teratogénicos.
Em ratos, a nefrogénese inicia-se do 8° ao 9° dias de vida, e os rins comegam a
ascender por volta do 15° ao 16° dia.®41%%110

Em humanos, a nefrogénese inicia-se durante a quinta semana de gestagao
culminando entre a 322 e a 362 semana."

O presente estudo avaliou os potenciais efeitos nefrotoxicos, utilizando a
técnica morfométrica, determinados pela sucralose nas estruturas renais: glomérulo,
tubulo contorcido proximal, tibulo contorcido distal e tibulo e ducto coletor.

Justifica-se este estudo, pois, além de inédito, trata-se de um adocante com

caracteristicas de alta solubilidade da sucralose na agua®®, o que facilitaria sua
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passagem pela membrana, corroborada pelo estudos de MacNeil®" Trata-se de um
edulcorante recente, pouco estudado, mas cujo consumo vem aumentando,
basicamente em alimentos e refrigerantes diet/light .

Conhecendo-se que a IDA da sucralose em humanos € de 15 mg/kg
peso/dia™® e baseando-se nos estudos de MacNeil ®® de que haveria difusdo da
sucralose ou de seus metabodlicos pela membrana placentaria, véarios autores
realizaram investigacdes para avaliar seus possiveis efeitos teratoldgicos deste, com
diferentes dosagens e vias de administragcdo. Neste trabalho, utilizou-se sucralose
na dose de 100%, acima do preconizado pela IDA, 30 mg/kg dia, via gavage.

Segundo estudos em animais, assim como no homem, concluiu-se que o
perfil de eliminacdo da sucralose em humanos € semelhante ao encontrado em

z

ratos, cdes e camundongos, porém a excregdo urinaria no rato € metade da

z

encontrada no homem, enquanto a eliminagdo pelas fezes é mais alta nesses

animais.®%%%

Desse modo, os estudos farmacocinéticos mostraram que, se
administrada via endovenosa, 80% sao excretados pela urina e 15% a 20%,
eliminados pelas fezes; ao contrario, se administrado por via oral, 85% da sucralose
nao é absorvidos, sendo excretados intactos nas fezes, e os limites de absorgéo por
difusdo passiva se aproximam de 15% da dose consumida.®?

Em relagdo aos seus metabdlitos, 4—-CG e o 1,6—DCF, resultados da hidrolise
da sucralose, estudos indicam que sdo mais rapidamente absorvidos. O 4-CG é
excretado de forma intacta na urina, enquanto o 1,6-DCF segue dois caminhos
metabdlicos principais: redugéo para 1,6 dichloromannitol, excretado rapidamente e

de forma inalterada na urina, ou conjugado com glutatione.™"
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45.1. Glomérulo

A estrutura do rim é formada, em média, por 1 milhdo de néfrons, que
diminuem com a idade e ndo podem ser regenerados. Cada néfron é formado por
um corpusculo renal, composto por um glomérulo capilar envolto pela cdpsula de
Bowman, além de uma estrutura em forma tubular. O glomérulo renal (figura 3) €
formado por grupo de capilares enovelados a partir da arteriola aferente, que se
subdivide em 20 a 40 capilares, sustentados por células mesangiais, cuja fungcéo é
fagocitar; possui, também, receptores hormonais; no final, as algcas capilares se
unem e formam a arteriola eferente do glomérulo.

O filtrado glomerular ultrapassa a barreira de filtragdo endotelial, formado por
fendas de filtragdo (poddcitos) e membrana basal, a qual determina tanto as
propriedades de permeabilidade do glomérulo, quanto a composicao do filtrado.®

Uma vez o filtrado glomerular presente na Capsula de Bowman, o fluido é
desprovido de elementos celulares e quase livre de proteinas®”, tendo composicéo
de sal e moléculas organicas, como glicose e aminoacidos, muito semelhantes ao
plasma. Portanto, a taxa de filtracdo glomerular é que permite ao rim remover
produtos indesejaveis, cuja maioria é pouco reabsorvida nos ttbulos renais.®®

O presente estudo avaliou o volume dos glomérulos (tabela 4) e demonstrou
ndo haver diferengcas estatisticamente significativas entre os grupos controle e
tratado.

Estudos realizados com outros edulcorantes, como os de Arruda®*?, em
cujo experimento foi administrado ciclamato de sédio na dose 60 mg/kg peso em

ratas prenhas por via intraperitonial do décimo ao décimo quarto dia de prenhez,

com sacrificio das ratas e obtencdo dos fetos, e cujos rins, apdés obtidos e
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analisados pelo estudo morfométrico, mostraram, em relacao ao volume dos nucleos
das células dos glomérulos, haver diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle e tratado, sugerindo nefrotoxicidade, ocasionada pelo edulcorante
ciclamato.

113,114

Em dois estudos, Martins )administrou por sonda orogastrica,

aspartame na dose de 14 mg/kg de peso, do 9° ao 11° dias de prenhez, com
aspartame a temperatura ambiente e aspartame aquecido a 40°. Em relacéo ao
parametro volume dos nucleos das células dos glomérulos, entre o grupo controle e
0 tratado, a temperatura ambiente, o grupo tratado com aspartame diluido a
temperatura de 40° apresentou diferenga estatisticamente significativa, o que levou a

conlcuir haver nefrotoxicidade.

45.2. Tubulo renais

O filtrado, a partir da cépsula de Bowman, flui para o tubulo contorcido
proximal, e deste para a alga de Henle, localizada na medular renal, sendo esta
formada por uma segmento descendente e ascendente, cuja que a maioria é
conhecida como segmento fino da al¢a de Henle. Parte desta alga retorna & cortical,
suas paredes se tornam espessas, e ele passa a ser conhecido como segmento
espesso do ramo ascendente.

O epitélio cubico simples, que reveste os tabulos proximais, contém células
com nucleo redondo, sendo seu citoplasma rico em mitocéndrias e contém aparelho
de Golgi ao redor do nucleo; essas células, mostradas na figura 4, separam a luz
do lamen tubular dos capilares peritubulares, cujo citoplasma contém ribossomas

livres, presenca de microtibulos e inimeros canaliculos no polo apical da célula. A
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membrana apical possui extensas éareas de microvilosidades, cuja funcdo é
multiplicar a superficie de tracas das membranas em até 20 vezes. A membrana
basolateral ou peritubular € aumentada por inUmeras dobras e prolongamentos
laterais. 5119

A sucralose, uma vez filtrada nos glomérulos e tendo passado para a
primeira por¢éo do TCP (S1), tendo sido em parte reabsorvida principalmente nesta
porcdo (S1) onde as microvilosidades da membrana Iluminal s&o mais
desenvolvidas, disponibiliza maior é&rea para reabsor¢do de substancias.
Provavelmente por mecanismos semelhantes ao de glicose e aminoacidos,
basicamente o transporte ativo secundério, onde a energia liberada pela proteina
transportadora de membrana presente em grande quantidade na borda em escova,
que ao transportar outra substancia (difusdo passiva) cria um gradiente
eletroquimico para o interior das células, e desse modo fornece energia para o
transporte ativo simultdneo de glicose, aminoacidos e outros solutos através da
membrana luminal.

Esse mecanismo possibilita, desse modo, o transporte de solutos, enzimas,
ions e substancias que passam para o liquido intersticial, fazendo com que estes
sejam quase totalmente removidas desse segmento.®¢*9)

E muito provavel que parte da sucralose seja removida por esse mecanismo
e/ou outros mecanismos ativos, a pinocitose. Caso a primeira por¢ao do TCP deixe
de reabsorver, os outros segmentos (S2 e S3), que também realizam essa atividade,
porém com menor intensidade, até por suas limita¢des histoldgicas (tais como altura
da bordadura menor, menor nimero de dobras da membrana basolateral, associado
a diminuicdo do numero e tamanho das mitocdndrias), compensam essa

funcdo.6:119
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Na literatura cientifica atual, ndo h& referéncias a artigos que analisaram
alteracdes cariométricas em estruturas renais (Glomérulo, TCP, TCD e DC) com a
administragéo de sucralose.

Uuma vez reabsorvida para o interior das células, a sucralose, altera o
metabolismo celular destas, modificando sua estrutura nuclear, demonstrada nesta
pesquisa, através de mudancgas nos parametros nucleos das células dos tubulos
contorcidos proximais, apresentando diferenga estatisticamente significativa
(p<0,01). Tais alteragbes ocorreram tanto nos parametros cariométricos
relacionados ao tamanho do nudcleo (diametro maior, didmetro menor, diametro
médio), como na relacdo D/d, volume, area e relacdo V/A. Em relacdo aos
parametros excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno, relacionados a
forma do nucleo, também se encontram alterados, quando se comparam 0 grupo
controle e o tratado.

O tamanho do nucleo reflete o estado funcional das células. Ao se comparar
células em repouso com células em plena atividade fisiol6gica, estas se apresentam
com aumento do seu volume nuclear. Este aumento deve-se, provavelmente, a
descondensagdo génica para transcricdo (DNA/RNA) e aumento das atividades
nucleares para sintese de ribossomos, visando a sintese protéica, indispensavel
para as atividades metabdlicas. Portanto as alteracdes detectadas nesta pesquisa,
confirmadas pelos aumentos de todos os parametros nucleares, refletem, muito
provavelmente, um metabolismo celular aumentado, ocasionando modificacbes na

sintese de DNA, RNA e/ou proteinas relacionadas a manutengéo do ciclo celular.

(120-122)

112

Ha trabalhos semelhantes com morfometria, onde Arruda **? administrou,

por via intraperitonial, ciclamato de sodio na dose 60 mg/kg peso, do décimo ao
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décimo quarto dia de prenhez, com sacrificio das ratas e obtencédo dos fetos, dos
quais foram tomados os rins e, apos realizado o estudo morfométrico em relagdo ao
tibulo contorcido proximal em rim fetal, encontrou diferenca estatisticamente
significativa no diametro maior, diametro menor, diametro médio, volume, area,
perimetro e relac@o volume/éarea.

113, 114) trabalhando com rim fetal, também utilizou a

Estudos de Martins, ¢
morfometria, trabalhando com o edulcorante aspartame a temperatura ambiente e
aquecido e diluido a temperatura de 40°, que foi administrado em ratas prenhas na
dose de 14 mg/kg peso, do 9° ao 11° dias da prenhez. Em relagdo ao grupo controle
e tratado com aspartame a temperatura ambiente, houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo a mediana, area, relagéo volume/area e perimetro. Quando
comparado o grupo controle com o grupo tratado com aspartame aquecido e diluido
a 40°, houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) nos parametros média
dos diametros, volume, area, perimetro e média volume sobre area. Este trabalho
sugere haver nefrotoxicidade entre os grupos controle e tratado em alguns
parametros, quando avaliados por cariometria.

Portanto, nesta pesquisa, foi possivel, através da técnica morfométrica,
demonstrar, de forma inédita, haver alteracbes de todos os parametros
morfométricos dos nucleos de células do tubulo contorcido proximal nos fetos de
ratas submetidas a ingestao de sucralose. Esta pesquisa sugere que tais alteractes
foram induzidas pela sucralose, com fortes indicios de nefrotoxicidade.

Apos o filtrado alcancar a alga de Henle, localizada na medular renal e
constituida por um segmento descendente e ascendente, cuja maior parte é

conhecida como segmento fino da al¢a de Henle, parte dessa alca retorna a cortical,

e suas paredes se tornam espessas; €o segmento espesso do ramo ascendente.
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No final da alga de Henle ascendente espessa existe um segmento curto, a
méacula densa, sendo uma dependéncia do tdbulo contorcido proximal, cuja funcéo é
controlar a filtracdo do néfron, a partir da qual o liquido do filtrado entra no tubulo
contorcido distal convoluto, cujas paredes estdo préoximas ao glomérulo, arteriola
aferente e eferente do qual faz parte. A jungdo dessas trés estruturas forma o
aparelho justa glomerular, principal local de controle filtragdo glomerular, pela
secrecdo de renina, controlando, desse modo, o ritmo de filtragcdo glomerular e
regulacdo da pressdo arterial sanguinea. Em continuidade ao aparelho
justaglomerular, segue o tubulo distal final, segmento de conexdo e coletores
medulares.® 3

Na sua parte convoluta, as células do tubulo contorcido distal sdo cubicas;
na sua parte apical, apresenta-se com poucos microvilos e citoplasma com inimeras
e largas mitocondrias; a sua parte final tem mitocondrias menores e menos
numerosas. Na sua parte basolateral, existem pregas que se encaixam em células
vizinhas.

A estrutura celular desse segmento esti representada na figura 5, e sua
avaliacdo morfométrica mostrou alteracdes nucleares com diferenga estatisticamente
significativa nos seguintes parametros: diametro maior, diametro menor, diametro
médio, volume, area, perimetro, relacdo V/A e coeficiente de forma. Em relagéo aos
parametros relagdo D/d, excentricidade e indice de contorno, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa, sugerindo haver agédo da sucralose, com alteracdes
toxicas dos nucleos das células desse segmento, provavelmente por um aumento
do metabolismo celular induzido pela ag&o da sucralose. % 3¢

Trabalho com metodologia semelhante, com o edulcorante ciclamato de

sédio em rim fetal evidenciou alteragcbes nos nucleos dos tubulos distais, com
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diferenca estatisticamente significativa, nos parametros didmetro maior, menor,

volume, area, perimetro, relacéo volume/area*!?,

Semelhante pesquisa com aspartame em rim fetal*34

, com avaliacdo por
morfometria e estereologia, detectou altera¢ges nos parametros nucleares, quando
se compararam 0S grupos controle e tratado com aspartame a temperatura
ambiente; houve significancia estatistica no diametro maior, diametro menor,
diametro médio, relacdo entre os diametros, volume, area, perimetro, relacédo
volume/area, excentricidade, coeficiente de forma e indice de contorno. Se
comparado o grupo controle com o grupo tratado com aspartame aquecido, mostrou
diferenca estatisticamente significativa em todos os parametros, a excegao da
excentricidade, indice de contorno e coeficiente de forma.

Ao tubulo distal, localizado na cortical, seguem-se o ducto coletor cortical,
gue, ao se juntarem em grupo de 8 a 10 dutos, formam um ducto maior. Este, ao se
dirigir para a medular, recebe o nome de ducto coletor medular, que vai aumentado
em numero e calibre e termina na pélvis renal. Em cada rim existem 250 grandes
ductos coletores, e cada um é responsavel pela coleta de 4 mil néfrons. ©5 39

Os ductos coletores apresentam-se com ceélulas cubdides (tabela 6) no
cortex; a medida que caminham para a regido medular, passam a apresentar células
colunares, aumentando seu didmetro. Apresentam dois tipos de células, as
principais ou claras (70%), responséaveis pela reabsor¢do de sodio e secrecdo de
potassio, e as células intercalares ou escuras, que significam 30%.

Nesta pesquisa, com a administracdo da sucralose por gavage, ndo houve
alteragcdes nos parametros nucleares avaliadas por morfometria (tabela 13 a 16)

comprovando que, no ducto coletor, ndo existem efeitos toxicos da sucralose,

confirmando a literatura que mostra que este segmento do néfron é, basicamente,
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responsavel pela reabsor¢cdo de &gua, permitindo que o fluido tubular entre em
homeostase com o intersticio.®®

Pesquisa com edulcorante ciclamato de so6dio no rim fetal mostrou
alteracdes nos parametros nucleares, das células do ducto coletor: diametro maior,
menor, diametro médio, volume, area, perimetro, relacdo volume/area, com
diferenca estatisticamente significativa **?

Semelhante pesquisa, com administracdo de aspartame no periodo
organogénico, e comparados 0s grupos controle e o grupo tratado com aspartame a
temperatura ambiente, houve alteragdo, com diferenca estatisticamente significativa
somente do parametro volume; no entanto, ao se compararem 0s grupos controle e
tratado com aspartame aquecido, alteraram-se o0s parametros diametro maior,
didmetro médio, volume, &rea, perimetro, relacdo volume/area e indice de contorno,
com diferenca estatisticamente significativa. (***14

Tais alteragbes nos parametros nucleares nao seriam esperadas, pois 0s
ductos coletores reabsorvem apenas sddio e cloro e secretam aménia. No entanto
eles podem tanto reabsorver como secretar potassio, hidrogénio e bicarbonato. Sua
funcdo mais importante é reabsorver agua sob acdo do hormdnio antidiurético,
determinando que o fluido tubular entre em equilibrio osmético com o intersticio.®®

O ineditismo desta tese, embora desejavel, traz dificuldades para a
argumentacdo comparativa na sua discussédo, por nao haver trabalhos, em
morfometria, com o0 edulcorante sucralose; portanto, como se percebe nesta
discussédo, esta pesquisa procura comparar morfometria na sucralose com

morfometria em outros edulcorantes, além do efeito da sucralose em diversas

estruturas renais, avaliadas clinicamente e/ou histopatologicamente.
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A seguir, serdo mostrados diversos estudos com sucralose. Na utilizagéo de
produtos de hidrélise da sucralose em ratas, na dose de 270 mg/kg de peso, existem
evidéncias de possivel toxicidade materna, com menor desenvolvimento fetal,
somente em doses muito acima das recomendadas. No entanto, nenhum desses
experimentos evidenciou significancia estatistica, a ponto de comprometer a saude
humana.®

Fin e Lord® avaliaram a possivel neurotoxicidade com sucralose, produtos
de hidrélise e 6 CG, utilizado por ter estrutura semelhante ao 4CG (metabdlico da
sucralose), com doses de 1000 mg/kg peso diario por 21 a 28 dias. Nao
evidenciaram nenhumas alteragbes no SNC, mostrando, também, n&o existir
possibilidade da sucralose e do metabdlico 1-6 DCF serem metabolizados a 6CG.
Portanto, nos trabalhos que apresentam resultados sugerindo nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, nenhum deles apresentou diferenga estatisticamente significativa.

Outros estudos com camundongo, durante um periodo de 2 anos,
mostraram um aumento de nefropatia cronica, com diferenga estatisticamente
significativa somente nos camundongos do grupo tratado com altas doses de
sucralose, porém sem alteragbes em ratos, cdes e macacos, alimentados com a
mesma dose.*?  Avaliando a oncogénese em ratos submetidos a tratamento com
dose de 1% a 3% de sucralose, detectou-se um aumento da incidéncia de
mineralizagcdo renal, com hiperplasia epitelial da pelves renal.?’ Avaliando-se a
toxicidade aguda em camundongos machos e fémeas com dieta de 5% de
sucralose, administrada por via oral durante 4 semanas, houve diminuicdo de
linfocitos, aumento da excrecdo de célcio e magnésio sem diferenca
estatisticamente significativa , porém com diminuicdo significativa do volume

urinario, possivelmente secundario & diminuicdo do consumo de alimento ou



75
Discussao

consumo em larga escala de dieta ndo nutritiva, de baixa absorgdo e osmoticamente
ativa.®”

No mesmo estudo, avaliando a toxicidade subcronica, administraram-se, por
gavage, doses de 750, 1500 e 3000 mg/kg peso/dia em ratos machos e fémeas por
26 semanas, investigando-se as dietas e suas respectivas toxicidades. Na dieta de
3000 mg/kg peso/dia por 26 semanas, parece haver aumento relativo do peso do
rim, assim como da distensibilidade e peso do ceco 3

Mann(3l), administrando, doses de 0,3%, 1% e 3% de sucralose, por 52 a 78
semanas, em ratos “Sprague Dawley” para avaliacdo da toxicidade cronica e
potencial carcinogénico, respectivamente, encontrou, nas fémeas do grupo tratado
com dose intermediaria, mineralizag&@o e hiperplasia epitelial da pélvis renal, além de
degeneragdo hemorragica na cortical adrenal, em machos e fémeas tratadas com
altas doses.

Um dos trabalhos da “Opinion of the Scientific Commitee on Food
Sucralose”, com dieta cronica de sucralose, por 2 a 13 semanas, detectou ganho de
peso, aumento do rim e diminuigdo do bago. Portanto, carece-se de trabalhos que
avaliem a estrutura glomerular de filtragcdo, mais especificamente o glomérulo, com
a administracdo de sucralose.®?

Em estudos de carcinogénese realizados com camundongos durante 2 anos,
Lord e Newberne®® detectaram, ainda, um aumento da incidéncia de nefropatia
cronica, quando comparado o grupo tratado com o grupo controle, mostrou diferencga
estatisticamente significativa apenas nas ratas do grupo tratado com alta dose de
sucralose.

Mann®?, trabalhando com toxicidade cronica e potencial carcinogénico em

relagdo aos achados n&o neoplésicos, observou um aumento da incidéncia de
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mineralizagéo e hiperplasia epitelial da pelve renal em fémeas de ratos submetidas
a tratamento com doses de 1 a 3% de sucralose.

Nesta pesquisa, a técnica da morfométrica foi de grande utilidade para
demonstrar alteragdes nos parametros nucleares das estruturas renais, induzidas
pela sucralose no rim fetal em desenvolvimento. Pelos resultados, pode-se sugerir
que houve alteragbes nas diversas estruturas desse 0Orgdo, além de permitir a
conclusdo de que existe passagem de sucralose através da membrana placentéria,
semelhante ao detectado por MacNeil.®®

Pbéde-se, também, demonstrar que a sucralose altera o peso fetal, peso
placentario e comprimento do corddo umbilical, além de alterar o metabolismo
celular das células do tubulo contorcido proximal e distal, sugerido através da
alteracdo dos parametros nucleares, principalmente do volume. Este estudo
demonstra, também, que a utilizacdo do edulcorante sucralose em doses acima da
recomendada, no periodo embriogénico, podera causar efeitos toxicolégicos em
diversas estruturas do corpo humano, especialmente o rim. Portanto seu uso deve
ser restringido durante a gestacédo, principalmente no periodo embriogénico.

Deve-se ainda, demonstrar, através de novas pesquisas, 0 mecanismo pelo
qual o edulcorante sucralose determina alteragdes nucleares nas estruturas renais,
além de redugcdo do peso fetal, placentario e diminuicdo do corddo umbilical,
detectadas neste estudo, além de avaliacgdo mais acurada das alteracdes
histopatoldgicas desses nucleos. Trabalhos futuros poderdo demonstrar se 0s
efeitos causados pela sucralose nos fetos sé@o definitivos ou temporarios. Devemos
também, no futuro avaliar se o edulcorante sucralose pode agravar a nefropatia

diabética.
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Cabe salientar que pesquisas em humanos se fazem necessarias, uma vez

que a excrecao urinaria de sucralose, no humano, é o dobro que a observada nos

19,24

ratos™®?¥, sugerindo que os efeitos téxicos no homem possivelmente poderédo ser

menores.
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5. CONCLUSOES

O edulcorante sucralose administrado “via gavage” em ratas do 10° ao 14°

dias de prenhez, na dose de 30 mg/kg de peso, causa:

v' Redugdo no peso fetal e comprimento do corddo umbilical, com

diferenca estatisticamente significativa (p<0,01);

v' Aumento de todos os parametros cariométricos dos nucleos das

células dos tubulos contorcidos proximais (didmetro maior, menor,
relagdo D/d, perimetro, volume, &rea, relacdo V/A, excentricidade,
coeficiente de forma e indice de contorno) assim como a maioria dos
pardmetros dos tubulos contorcidos distais (diametro maior, menor,
médio, perimetro, volume, area, relacdo V/A e coeficiente de forma),
nos fetos submetidos a ingestdo de sucralose, com diferenca

estatisticamente significativa (p<0,01).

Essas alteragdes sugerem:

1. Passagem da sucralose pela membrana placentaria, com efeitos sobre o

2.

sistema reprodutivo;

Indicios de efeitos nefrotéxicos.
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Apéndice 1. Aprovacio na Comissio de Etica na Experimentacéo

Animal (CEEA — FAMERP)

Comissdo de Etica ra

premeiee i | Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

m Comissédo de Etica na Experimentagdo Animal CEEA
FAMERP

FAMERF Autarguia Estadual - Av. Brig Faria Lima 5416 CEP 15090 000 FAX 2376404 SR P - 5P

COMISSAQ DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O projeto de pesquisa intitulado “Efeitos da Sucralose no rim fetal de ratos:
Estudo morfométrico. " (Protocolo FAMERP n® 414707) sob responsabilidade do
Prof. Dr. Reinaldo Azoubel, por cumprir com 0% principios éticos exigidos em
expermentagdo animal, foi aprovada pela CEEA-FAMERP

S&o José do Rio Preto, 02 de Agosto de 2007,

Profa. Dra. Patricia Maluf Cury
Presidente CEEA - FAMERP



