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RESUMO

SILVA, Bruna Gongalves da. Efeito do consumo crénico do adogante natural stevia (S.
rebaudiana Bertoni) sobre parametros metabolicos e atividade mitocondrial do tecido
adiposo branco de camundongos obesos hiperalimentados durante a lacta¢do. 2019. 133 f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A obesidade ¢ definida como um acumulo de tecido adiposo corporal correlacionado
ao aumento de morbimortalidade. Com o objetivo de reduzir o consumo de calorias e
melhorar a forma fisica, a populagdo tem aumentado o consumo de adogantes ndo caldricos.
Os adocantes podem ser naturais ou artificiais, e sabe-se, hoje, que estes ndo sdo compostos
inertes e que alguns tipos apresentam correlagdo positiva com aumento da massa corporal e
obesidade. A Stevia rebaudiana Bertoni ¢ uma planta nativa da América do sul que apresenta
alto poder edulcorante, por este motivo € utilizada na produ¢do do adocante natural Stevia.
Estudos experimentais recentes mostram o papel positivo deste adogante sobre parametros
metabolicos devido a sua capacidade de ativar receptores de sabor doce (T1R2/T1R3)
presentes nas papilas gustativas e em outros orgdos, influenciando no processo de
adipogénese. Desta maneira, torna-se necessaria a investigacdo do efeito do consumo do
adocante natural Stevia sobre o metabolismo energético e sua relagdo com o processo de
adipogénese. Foram utilizados camundongos Swiss hiperalimentados. Para induzir a
hiperalimentagdo, as ninhadas foram reduzidas a 3 filhotes machos por lactante no 3° dia de
vida pos-natal (grupo hiperalimentado - GH). As ninhadas controles foram ajustadas em 6
filhotes por lactante (grupo controle - GC). Aos 90 dias de vida, os grupos controle e
hiperalimentado foram divididos em dois subgrupos, grupo controle e hiperalimentado que
receberam agua contendo 0,3% de Stevia (GC-ST e GH-ST) ou grupo controle e
hiperalimentado que receberam agua pura (GC-AG e GH-AG). Os animais foram sacrificados
aos 180 dias de vida. Avaliamos o consumo alimentar e hidrico pelos animais durante todo o
estudo. A composic¢ao corporal foi aferida por ressonancia magnética e verificamos o peso de
alguns tecidos, como: figado e tecido adiposo branco. Analisamos alguns parametros
bioquimicos, como: glicemia, triglicerideos e colesterol-total. Através da técnica de Western
Blotting e PCR, quantificamos o conteido de algumas proteinas da via de sinaliza¢do da
insulina e do metabolismo lipidico. O metabolismo mitocondrial foi analisado por
respirometria de alta resolugdo e dosagem de ATP. Os dados demonstraram que a
hiperalimenta¢do induz aumento da massa corporal, gordura epididimal e hiperglicemia nos
animais adultos. O consumo do adogante Stevia foi capaz de diminuir a massa corporal e
gordura epididimal no GH-ST, assim como melhorar a resposta glicémica e aumentar o
conteudo do receptor de insulina tipo 1 (IRS-1). Em contraste o GC-ST apresentou aumento
desses parametros antropométricos e aumento do percentual de gordura corporal, sem alterar
o conteudo de IRS-1. Assim, nosso trabalho sugere que o consumo cronico do adogante
natural produzido a base de Stevia promove alteragdes metabdlicas distintas de acordo com o
estado nutricional do animal, melhorando a homeostase glicémica e parametros
antropométricos em animais adultos hiperalimentados durante o periodo de lactacao.

Palavras-chave: Obesidade. Hiperalimentacdo. Adogante. Stevia. Tecido adiposo branco.



ABSTRACT

SILVA, Bruna Gongalves da. Effect of chronic consumption of stevia sweetener (S.
rebaudiana Bertoni) on metabolic parameters and mitochondrial activity of white adipose
tissue of ouvernutrition during lactation. 2019. 133 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Obesity is defined as an accumulation of body adipose tissue correlated with increased
morbidity and mortality. In order to reduce calorie consumption and improve fitness, the
population has increased the consumption of non-caloric sweeteners. The sweeteners may be
natural or artificial, and it is now known that these are not inert compounds and some types
have a positive correlation with increased body mass and obesity. Stevia rebaudiana Bertoni
is a South America native plant that has a high sweetening power, for this reason it is used in
the production of Stevia natural sweetener. Recent experimental studies show the positive role
of this sweetener in metabolic parameters due to its ability to activate sweet taste receptors
(T1R2/T1R3) present in the taste buds and other organs, influencing the adipogenesis process.
In this way, it is necessary to investigate the effect of Stevia sweetener consumption on
energy metabolism and its relation to the process of adipogenesis. Hyperalimentated Swiss
mice were used. To induce hyperalimentation, litters were reduced to 3 male offspring per
infant on the 3rd day of postnatal life (hyperalimentated group - OG). The control litters were
adjusted in 6 pups per infant (control group - CG). At 90 days of age, the control and
hyperalimentary groups were divided into two subgroups, (CG-ST and OG-ST) or control and
hyper-fed groups that received pure water (CG-WA and OG-WA). The animals were
sacrificed at 180 days of age. We evaluated food and water consumption by the animals
throughout the study. The body composition was measured by magnetic resonance imaging
and we verified the weight of some tissues such as liver and white adipose tissue. We
analyzed some biochemical parameters such as glycemia, triglycerides and total cholesterol.
Through Western Blotting and PCR, we quantified the content of some proteins of the insulin
signaling pathway and lipid metabolism. Mitochondrial metabolism was analyzed through
high resolution respirometry and ATP dosing. Data demonstrated that hypernutrition induces
an increase in body mass, epididymal fat and hyperglycemia in adult animals. Stevia
sweetener consumption was able to decrease body mass and epididymal fat in OG-ST, as well
as improve glycemic response and increase insulin receptor 1 (IRS-1) content. In contrast,
CG-ST showed an increase in these anthropometric parameters and an increase in body fat
percentage without altering the IRS-1 content. Thus, our work suggests that the chronic
consumption of the natural sweetener produced with Stevia promotes different metabolic
alterations according to the nutritional state of the animal, improving glycemic homeostasis
and anthropometric parameters in overnutrition adult animals during the lactation period.

Key-words: Obesity. overnutrition. Sweetener. Stevia. White adipose tissue.
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INTRODUCAO

Obesidade

A obesidade ¢ definida, pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), como um
acimulo excessivo de gordura corporal correlacionado com aumento de morbidade e
diminui¢do da qualidade de vida do individuo. Dessa forma, acarreta prejuizos a saude, tais
como: metabolismo alterado do tecido adiposo, estresse oxidativo e disfungao mitocondrial,
aumentando o risco de doengas potencialmente fatais, incluindo dislipidemias, doengas micro
e macrovasculares, resisténcia a insulina, diabetes ndo-insulino-dependente (DM2),
hipertensdo arterial, dificuldades respiratorias, problemas dermatoldgicos e distarbios do
aparelho locomotor (Figura 1) (RIBEIRO FILHO et al.,, 2006; HRUBY; HU, 2015;
SEIDELL; HALBERSTADT, 2015; SONG et al., 2015; COLLINS; MENG; ENG, 2016;
HARPER; ZISMAN, 2016; DIAS et al., 2017; OMS, 2017; MELLO et al., 2018; ZAIOU;
AMRI; BAKILLAH, 2018).

Além das doencas ja listadas, aproximadamente 15 mil dos 596 mil casos de cancer
que foram estimados para 2016, estavam associados ao sobrepeso e¢ a obesidade (INCA,
2016). Vasta evidéncia cientifica comprova que o excesso de peso esta ligado a, pelo menos,
13 tipos distintos de cancer, como es6fago (adenocarcinoma), estdmago (cardia), pancreas,
vesicula biliar, figado, intestino (colon e reto), rins, mama (mulheres na pos-menopausa),
ovario, endométrio, meningioma, tireoide e mieloma multiplo (Figura 1) (KAHN; FLIER,
2000; PINHEIRO et al., 2004; BOEHM; CLAUDI-BOEHM, 2005; LOPEZ-ALARCON;
RODRIGUEZ-CRUZ, 2008; QUEIROZ et al.,, 2009; GALLAGHER; LEROITH, 2015;
ABENTE et al., 2016; MELO; PINHO, 2017; STRYJECKI; ALYASS; MEYRE, 2018;
KILOV; KILOV, 2018; KUSHNER; SCOTT, 2018; TSAl et al., 2018).

Desta maneira, a obesidade, por si s0, ¢ considerada uma doenca integrante do grupo
de doengas cronicas ndo transmissiveis (UPADHYAY et al., 2018), categorizada na 10*
revisdo da Classificagao Internacional de Doengas (CID-10), no item de doengas enddcrinas,
nutricionais e metabolicas, sendo E66 o cddigo relativo a obesidade (CID10, 1992; DIAS et
al., 2017). Dados da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM, 2016),
apontam que a perda de 5% a 10% do peso corporal pode ser capaz de reduzir a quantidade de
casos de complicagdes provocadas por esta doenga e, consequentemente, a mortalidade

causada pelas mesmas.
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Figura 1 — Processos através dos quais a obesidade leva a comorbidades

Diabetes mellitus tipo 2

Sinalizacdo de insulina
prejudicada e Céancer
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Legenda: SOP — sindrome do ovério policistico; DRGE — doenca do refluxo gastroesofagico; DHGNA — doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica; EHNA — esteato-hepatite ndo alcodlica; AVE — acidente vascular
encefalico; TG — triglicerideos;

Nota: Processos através dos quais a obesidade leva a comorbidades;

Fonte: Adaptado: UPADHYAY et al., 2018.

Falha cardiaca congestiva/
Doenca vascular e AVE

A obesidade ndo ¢ decorrente somente da alta disponibilidade de alimentos caldricos,
(LOPEZ-ALARCON; RODRIGUEZ-CRUZ, 2008; ABENTE et al., 2016; DIAS et al., 2017,
UPADHYAY et al., 2018), sua etiologia ¢ uma condi¢do cronica e multifatorial complexa,
dificil de ser definida (GRAHAM; MULLEN; WHELAN, 2015; HRUBY; HU, 2015; DIAS
et al,, 2017; UPADHYAY et al., 2018). De acordo com a literatura, ¢ uma doenca que
envolve aspectos ambientais, interacdo entre genética e predisposi¢do epigenética, nutrigao,
estilo de vida (PINHEIRO et al., 2004; COMPARE et al., 2016; UPADHYAY et al., 2018;
ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018), qualidade e tempo de sono (THEORELL-HAGLOW;
LINDBERG, 2016), alteragdo na microbiota gastrointestinal (GRAHAM; MULLEN;
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WHELAN, 2015) e, ainda, pode ser desenvolvida por aspectos psicoldgicos que resultam em
lutas continuas contra o excesso de peso por toda a vida (COLLINS; MENG; ENG, 2016).

Entretanto, a principal causa da obesidade € o desbalango energético positivo (DIAS et
al., 2017; HALL, 2018; MELLO et al., 2018), onde ocorre o desequilibrio cronico entre o
consumo de calorias e o gasto energético. Tal desequilibrio é capaz de resultar em acimulo
excessivo de energia e disfuncdo do tecido adiposo, podendo levar o individuo ao estado de
doenga metabodlica (SICHIERI, 1998; ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018). Portanto, o Guia
Alimentar para a Populacao Brasileira (2014), orienta a redugdo do consumo de alimentos
ultraprocessados, ricos em gorduras e/ou aglcares e com baixo teor de nutrientes, haja vista
que segundo o Ministério da Saude, os padrdes de alimentacdo, na maioria dos paises, estao
mudando, as pessoas estdo diminuindo o consumo de alimentos considerados in natura —
minimamente processados de origem vegetal — e aumentando a ingestdo de produtos
industrializados prontos para consumo causando, principalmente, desequilibrio na oferta de
nutrientes e ingestao excessiva de calorias (BRASIL, 2014).

O diagnéstico de sobrepeso e obesidade vem sendo realizado por meio do indice de
Massa Corporal (IMC), representado por: IMC = massa corporal (kg) / estatura (m?). Através
desse método de avaliagdo fisica é possivel classificar individuos adultos como obesos,
quando apresentam IMC igual ou superior a 30 kg/m? (PINHEIRO et al., 2004; COLLINS;
MENG; ENG, 2016; HARPER; ZISMAN, 2016; DIAS et al., 2017; UPADHYAY et al.,
2018). Segundo Kilov (2018), IMC superior a 40 kg/m? (obesidade extrema ou grave) ¢ capaz
de reduzir a expectativa de vida em 10 anos. Embora seja bastante utilizado, o IMC apresenta
baixa especificidade, visto que ndo leva em consideracdo a ampla variagdo que ocorre na
composi¢do corporal de individuos. Sendo assim, ndo ¢ avaliado como o melhor meio para
determinar composi¢do corporal e identificar risco elevado de satde, uma vez que esses
parametros sdo de extrema importancia para o diagnostico do estado nutricional (PINHEIRO
et al., 2004; ORTEGA; LAVIE; BLAIR, 2016; DIAS et al., 2017; RYAN; KAHAN, 2018).

Acredita-se que o principal problema do excesso de peso seja a adiposidade
abdominal, pois esta representa excesso de gordura visceral (GV) metabolicamente ativa, que
envolve os orgdos e estd associada a desregulagdo metabdlica, predispondo os individuos a
doenca cardiovascular e condi¢des relacionadas (HRUBY; HU, 2015). De tal forma, foi
proposto que a circunferéncia abdominal, por si s0, seja um bom indicador de riscos a saude e,
de certo, mais eficaz que o IMC (SEIDELL; HALBERSTADT, 2015). Uma vez que a OMS
estabelece que a medida igual ou superior a 94 cm em homens ¢ 80 cm em mulheres indica

risco de doencas ligadas ao coragdao (OMS, 2017).
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A obesidade ¢ considerada como a maior desordem nutricional de propor¢do
pandémica, devido ao aumento da sua incidéncia nos ultimos 60 anos sendo, assim, um
problema mundial de saude publica (LOPEZ-ALARCON; RODRIGUEZ-CRUZ, 2008; DE
ANDRADE; PEREIRA; SICHIERI, 2010; FINUCANE et al., 2011; MARRA; BARBOSA,;
SICHIERI, 2011; GRAHAM; MULLEN; WHELAN, 2015; MELLO et al., 2018). Desde
1980, a prevaléncia de obesidade aumentou acentuadamente em todo o mundo (DESAIL
JELLYMAN; ROSS, 2015; OHKUMA; HIRAKAWA; NAKAMURA, 2015; SEIDELL;
HALBERSTADT, 2015; ABENTE et al., 2016; COMPARE et al., 2016; DIAS et al., 2017,
MELLO et al., 2018; KILOV; KILOV, 2018; KUSHNER; SCOTT, 2018; STRYJECKI;
ALYASS; MEYRE, 2018) e nos ultimos 50 anos nenhum pais mostrou redu¢do desta doenga
(HRUBY; HU, 2015; ORTEGA; LAVIE; BLAIR, 2016; UPADHYAY et al., 2018). Alguns
paises de renda elevada, apresentaram estatisticas estabilizadas, mas o mesmo nao ocorreu
nos paises mais pobres (SEIDELL; HALBERSTADT, 2015).

Segundo a OMS, atualmente, a obesidade afeta mais de um terco da populagdo
mundial. Existem no mundo mais de um bilhdo de adultos com excesso de peso e, pelo
menos, 300 milhdes destes sdo obesos (Figura 2) (LOPEZ-ALARCON; RODRIGUEZ-
CRUZ, 2008; COMPARE et al., 2016). Se a tendéncia de aumento permanecer, a proje¢ao
estimada para 2025, ¢ de que cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso; € mais
de 700 milhdes, obesos (OMS, 2017). Estima-se, ainda, que em 2030, 38% da populagdo
adulta do mundo tenha excesso de peso e outros 20% sejam obesos. Especificamente nos
Estados Unidos (EUA), essa porcentagem pode chegar a 85% dos adultos com excesso de
peso, neste mesmo periodo. Além disso, a prevaléncia de obesidade nos paises em
desenvolvimento continua apresentando uma tendéncia elevada, em dire¢do aos niveis dos
EUA (GRAHAM; MULLEN; WHELAN, 2015; HRUBY; HU, 2015), com excecao do Japao
e China que, apesar de serem desenvolvidos, ndo apresentam epidemia da obesidade, com
menos de 5% da populacao acima do peso (ORTEGA; LAVIE; BLAIR, 2016). Os indices de
obesidade em paises latinos americanos, como o México, sao de 18% em homens e 28,1% em
mulheres, j4 nos EUA, os homens apresentam 31% de obesidade e as mulheres 33,2%, na
Inglaterra, homens apresentam 22,3% e mulheres 23% (Figura 2) (LOPEZ-ALARCON;
RODRIGUEZ-CRUZ, 2008; COLLINS; MENG; ENG, 2016).

No Brasil, a situagdo também ¢ alarmante, a obesidade vem crescendo cada vez mais
e, de acordo com os dados nacionais, constatou-se que mais de 50% da populacdo estd acima
do peso. O sobrepeso no pais também aumentou nos ultimos dez anos, em 2006, 42,6% da

populagdo apresentava sobrepeso, ja em 2016, esse valor passou para 53,8%, sendo mais
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prevalente em homens, pessoas com mais idade e de menor escolaridade (POF, 2008-2009;
VIGITEL, 2017). Atualmente, o pais apresenta aumento na incidéncia de sobrepeso e
obesidade em todas as faixas etarias, em ambos os sexos € em todos os niveis de renda, no
entanto, esse aumento ¢ significativamente maior nas populacdes com renda familiar reduzida

(Figura 2) (PINHEIRO et al., 2004; SEIDELL; HALBERSTADT, 2015; DIAS et al., 2017).

Figura 2 — Prevaléncia da obesidade em 2016, entre adultos, maiores de 18 anos e de ambos
0S SEX0S

B 200-29.9%

<100% | 10.0-19.9% B <009 1 o aplicavel Sem dados

Legenda: EUA — Estados Unidos da América; < — menor; % - porcentagem; < — maior ou igual;
Nota: Prevaléncia da obesidade no mundo em 2016;
Fonte: Adaptado: OMS, 2017.

A crescente prevaléncia de sobrepeso e obesidade no Brasil ¢ no mundo tem
contribuido para a elevagdo da morbimortalidade. Em 2015, o IMC elevado contribuiu para
4,0 milhdes de mortes no mundo, o que representou 7,1% das mortes por qualquer causa
(KUSHNER; SCOTT, 2018) e, consequentemente, acarretou maiores custos para os setores
relacionados aos servigos de saude e aqueles indiretamente relacionados ao impacto sobre a
qualidade de vida e produtividade. Como todos esses fatores t€ém consequéncias econdmicas
relevantes, a obesidade tem se tornado um problema de saude publica com forte impacto na
economia do pais (ATELLA et al., 2015). O custo global com obesidade, e complicagdes
causadas pela mesma, chega a ser mais de 2 trilhdes de dolares, ou 2,8% do PIB global

(HARPER; ZISMAN, 2016; UPADHYAY et al.,, 2018; KUSHNER; SCOTT, 2018). A
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obesidade ¢ um dos principais encargos sociais globais, sendo apenas superada pelo
tabagismo, violéncia armada, guerra e terrorismo (KUSHNER; SCOTT, 2018).

Apesar da epidemia da obesidade ser global, estudos mostram que alguns grupos
éticos apresentam maior susceptibilidade a expressar o fendtipo de obesidade, como os afro-
americanos ¢ hispanicos. Evidéncias cientificas sugerem que o fator genético ¢ responsavel
por cerca de 40% dos casos de obesidade (LOPEZ-ALARCON; RODRIGUEZ-CRUZ, 2008).
Acredita-se que a obesidade estabelecida na idade adulta seja um processo prospectivo com
inicio da infancia. Diante do exposto, sugere-se que alteragdes nutricionais no ambiente
intrauterino e poés-natal podem ser consideradas essenciais para o desenvolvimento da
obesidade e, também, no comprometimento de diferentes 6rgdos centrais e periféricos,
levando a uma comorbidade associada ao ganho de peso e a sindrome metabdlica (SM)

(Figura 3) (JAMES et al., 2004; HABBOUT et al., 2013).

Programaciao metabdlica e obesidade

A programacgdo metabolica ¢ definida como a influéncia de mudancas no padrio
fisiolégico ou ambiental, ocorridas em periodos criticos da vida que podem trazer
consequéncias duradouras ou permanentes, provocando alteragdes nos processos fisioldgicos
e, at¢ mesmo, dando origem a doengas (LUCAS, 1991; BARKER, 1995; HABBOUT et al.,
2013). O periodo de desenvolvimento que vai desde o pré-concepcional até a primeira
infancia (1000 dias p6s-natal) € o periodo da vida em que a atividade de imprinting do DNA ¢
mais ativa. As alteracdes epigenéticas t€ém efeitos duradouros sobre a expressao génica € sao
frequentemente induzidas pelo ambiente (SIMEONI et al., 2014).

Estudos demonstram que alteragdes nutricionais no periodo pré-concepcional,
gestacional, pos-natal e durante a lactagdo, causam modificagcdes metabdlicas importantes que
levam ao surgimento da obesidade (SRINIVASAN et al., 2003; ARMITAGE; TAYLOR;
POSTON, 2005; REILLY et al., 2005; TAYLOR, POSTON, 2007; SIMEONI et al., 2014;
ELLSWORTH et al., 2018; LI et al., 2018; MILLIKEN-SMITHA; POTTER, 2018). Por
possuir caracteristicas mais probabilisticas que deterministicas, o termo programagao
metabolica tem sido descrito como plasticidade ontogenética (GLUCKMAN; HANSON,
2007).

Um dos principais fatores de risco para obesidade da prole ¢ o estado nutricional dos
pais, onde o risco de obesidade da crianca € 2,5 a 4 vezes maior, se um dos pais for obeso e 10

vezes maior, se ambos os pais forem obesos, comparados a pais com IMC caracterizados
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como eutréficos. Tal aumento de risco pode ser explicado tanto por habitos obesogénicos
compartilhados entre a familia, quanto por fatores genéticos transmitidos para os filhos
(REILLY et al., 2005; STRYJECKI; ALYASS; MEYRE, 2018). No entanto, estudos
mostram que a genética apresenta maior impacto sobre o peso corporal do que o ambiente
(HINNEY; VOGEL; HEBEBRAND, 2010; STRYJECKI; ALYASS; MEYRE, 2018). O
estado nutricional, pré-concepcional dos pais, pode programar alteracdes metabodlicas na prole
(MILLIKEN-SMITHA; POTTER, 2018). Segundo Li et al. (2018), alimentar ratos machos
com dieta hiperlipidica antes do acasalamento foi capaz de prejudicar a tolerancia a glicose na
prole feminina.

O ambiente onde o embrido e o feto se desenvolvem também ¢ capaz de induzir
alteracdes fenotipicas a longo prazo. Desta forma, a qualidade do ambiente de
desenvolvimento em que os fetos e embrides sdo expostos ¢ capaz de induzir mudangas no
fenotipo das criangas ao longo da vida, tanto em termos morfologicos quanto metabdlicos
(LILLYCROP; BURDGE, 2011).

Gestantes obesas possuem menor adaptacdo as alteracdes metabodlicas da gestagdo
favorecendo, desta maneira, o surgimento de intercorréncias como a dislipidemia gestacional
(NASCIMENTO et al, 2018). Hillier e colaboradores (2007), através de uma analise de
estudo populacional multiétnico dos Estados Unidos, verificaram que o aumento da glicemia
durante o periodo gestacional estd associado com aumento do risco de desenvolvimento da
obesidade infantil, sugerindo que a programagdo metabolica ocorrida durante o periodo
gestacional poderia levar ao desenvolvimento da obesidade no futuro. Por sua vez, a
exposicao a obesidade materna também ¢ capaz de induzir alteragdes fisioldgicas no tecido
adiposo branco (TAB) da prole (ALFARADHI; OZANNE, 2011; ELLSWORTH et al.,
2018). Proles de maes obesas demonstraram hipertrofia dos adipocitos e aumento da
expressdo do PPARYy, assim como, redugcdo da expressdo dos adrenoreceptores 2 e 3,
indicativo de aumento na regulacdo da lipogénese e diminuicao da lipolise. O acumulo de
triglicerideos no figado também estd associado a modelos de hipernutrigdo materna
(SAMUELSSON et al.,, 2008). Shankar e colaboradores (2010) observaram que a
hipernutricdo materna altera a regulacdo de genes envolvidos na biossintese de lipidios
hepaticos, como a redu¢ao da SREBP-1 e reducao da expressao do PPARa.

Alguns estudos demonstram a associagao de marcadores do estresse oxidativo com a
obesidade, resisténcia a insulina e diabetes, pela interferéncia na sinalizagdo da insulina
(URAKAWA et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2007). A producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROS) pode ser o evento que precede o inicio da resisténcia a insulina e obesidade
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em resposta a nutricdo materna, como a elevagdo de genes associados com o estresse
oxidativo na placenta de maes obesas e no musculo esquelético de fetos (RADAELLI et al.,
2003; YAN et al., 2015). Estes dados sugerem que o estresse oxidativo pode ser um
mecanismo associado as alteracdes na expressao de genes, resisténcia a insulina e,
subsequentemente, alteracdes no fenétipo metabolico (Figura 3) (ALFARADHI; OZANNE,
2011).

Figura 3 — Potenciais mecanismos envolvidos na programacao materna e pds-natal
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Legenda: EROS — espécies reativas de oxigénio; miRNA — microRNA; NPY — neuropeptideo Y; POMC — gene
propiomelanocortina; PPARy — receptores ativados por proliferador de peroxissoma; PPARa —
receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma; SREBP-1 — proteinas de ligagdo ao elemento de
regulagdo do esterol; PI3K — enzima fosfatidilinositol-3-cinase; AKT/ PKB — proteina quinase B;

Nota: Mecanismos envolvidos na programagdo materna e pds-natal, causando obesidade, diabetes do tipo 2 e

sindrome metabodlica;

Fonte: Adaptado: ALFARADHI; OZANNE, 2011.

Inimeros mecanismos fisiologicos e metabdlicos ndo estdo completamente

desenvolvidos ao nascimento e estes processos de maturacdo continuam logo apds esse
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periodo (GLUCKMAN; HANSON, 2007). Estudos com roedores demonstraram que até o 16°
dia de vida pods-natal, o circuito neuronal ndo estd totalmente maduro (LILLYCROP;
BURDGE, 2011). O periodo poés-natal também ¢ conhecido como “janela critica para a
programacao”, onde o desenvolvimento da prole ainda pode ser influenciado, por se
caracterizar como um periodo de continuo crescimento e desenvolvimento (ALFARADHI;
OZANNE, 2011; ELLSWORTH et al., 2018). Desta forma, inimeros estudos suportam a
hipotese de que alteragdes nutricionais e hormonais durante o periodo gestacional e pos-natal
podem induzir modificagdes metabdlicas a longo-prazo e aumentar a susceptibilidade a
doengas metabdlicas na vida adulta (MOURA et al., 1997, GARCIA-SOUZA et al., 2008;
TREVENZOLI et al., 2010; LISBOA et al., 2012; FIDALGO et al., 2013; ELLSWORTH et
al., 2018). Modelos animais de hipernutricdo durante a lactagao acarretam em aumento de
peso que pode variar de 10 a 40% (ELLSWORTH et al., 2018). Plagemann e colaboradores
(1992) descreveram o modelo de redugdo de ninhada durante o periodo da lactagdo. Eles
demonstraram que a reducdo da ninhada no terceiro dia de vida era capaz de promover
aumento da adiposidade, desenvolvimento de hiperleptinemia e hipertensao em ratos adultos
alimentados com dieta comercial padrao apds o desmame (Figura 4).

O modelo de hipernutri¢ao durante o periodo da lactacdo ja estd bem estabelecido em
nosso grupo. Ao longo dos ultimos anos, demonstramos que animais hipernutridos durante a
lactagdo apresentam alteracdes na fisiologia que sdo prejudiciais a longo prazo, como
aumento da secre¢do de insulina e dos niveis de GLUT-2 nas ilhotas pancreaticas, hipertrofia
do ventriculo esquerdo com prejuizo na sinalizacdo da insulina, alteracdo da sinalizacdo da
grelina via GHSR/PI3K e AKT no coracao (Figura 4) (MARTINS et al., 2008; CUNHA et al.,
2009; MOREIRA et al., 2009; LACERDA-MIRANDA et al.,, 2012), alteracdes na
hemodinamica cardiaca e deposicao de colageno (VIEIRA et al., 2015) em proles na idade
jovem e/ou adulta (120 dias) (BERNARDO et al., 2016), prejuizo na via de sinalizacdo da
insulina em adipdcitos de ratos (RODRIGUES et al., 2007), e hipogrelinemia, acompanhada
de aumento da regulagdo da via de sinalizacdo de grelina no TAB de camundongos jovens
(SOARES et al., 2012).

O desenvolvimento da hiperfagia no periodo da lactagdo (CUNHA et al., 2009) e na
idade adulta (RODRIGUES et al., 2011), observada na prole de maes obesas e em proles
hiperalimentadas no inicio da vida, sugerem alteragdes persistentes nas vias de sinalizagao
que controlam a ingestdo alimentar e gasto energético através da sintese de neuropeptidios

orexigénicos e anorexigénicos no hipotdlamo, integrando-os com sinais periféricos do estado
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nutricional. A desregulagdo na expressdo hipotalamica desses neuropeptidios estd associada

com a obesidade (Figura 3) (ALFARADHI; OZANNE, 2011).

Figura 4 — Efeitos fisiopatologicos da hiperalimentagdo durante a lactacdo em roedores
Legenda: TAG — triglicerideos; TAB — tecido adiposo branco; TAM — tecido adiposo marrom; UCP-1 —
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Nota: Efeitos da hiperalimentacdo durante a lactagdo sobre os principais tecidos dos roedores;

Fonte: Adaptado: HABBOUT et al, 2013.

A regulacdo da alimentagdo a longo e curto prazo ¢ exercida pelos niveis circulantes
de grelina, leptina e insulina. A leptina, hormonio produzido nos adipdcitos, tanto de seres

humanos quanto de roedores, age como fator de sinalizacdo no tecido adiposo e no sistema
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nervoso central (SNC), reduzindo a ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético,
através da inibicdo dos neuronios orexigé€nicos produtores de NPY/AgRP e ativacdo dos
neurdnios anorexigénicos produtores de a-MSH (EGUCHI et al., 2008). No modelo de
hipernutricdo por reducdo de ninhada, foi descrito que animais jovens (21 dias) apresentam
hiperleptinemia (PEREIRA et al., 2006; PLAGEMANN et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2011), apesar de ndo apresentarem alteracdo no conteudo de Ob-R e na via de sinalizag¢do da
leptina hipotalamico (RODRIGUES et al., 2011). Na idade adulta esses animais apresentam
resisténcia a hipotalamica leptina, caracterizada pela redugao no conteudo de JAK2 e menor
fosforilagdo de STAT3, principais proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da leptina.
Apesar da reducdo da sensibilidade a leptina, os animais adultos ndo apresentam alteragdes
nos niveis plasmaticos de leptina e no conteudo de Ob-R (Figura 4) (RODRIGUES et al.,
2011).

Por sua vez, a insulina também apresenta papel neurotréfico na regulagdo da ingestio
alimentar ¢ demonstrou envolvimento na formacdo de sinapse, morfogénese dendritica e
plasticidade (ALFARADHI; OZANNE, 2011). Além disso, a insulina apresenta feedback
negativo sobre os neuronios do ntcleo arqueado (predominantemente nos neurdnios NPY e
AgRP), emitindo um sinal de saciedade. Este efeito ¢ reduzido no periodo pos-natal em ratos
hiperalimentados, sugerindo resisténcia a insulina induzida durante o desenvolvimento da
prole e que persiste na vida adulta (DAVIDOWA, PLAGEMANN, 2007).

Todos estes achados demonstram que o periodo gestacional e pds-natal tem papel
critico na indu¢do do desenvolvimento da obesidade. Neste campo, existem evidéncias de que
processos epigenéticos sdo mecanismos pelos quais a nutrigdo no inicio da vida pode
aumentar a susceptibilidade a obesidade na idade adulta (Figura 3). O termo epigenética
significa “além da genética” e refere-se aos processos que induzem alteragdes hereditarias na
expressdo do gene sem alterar a sequéncia de nucleotideos (LILLYCROP; BURDGE, 2011).
Os trés principais processos epigenéticos sao: metilacdo, desmetilacio do DNA e
modificagdes das histonas e de RN As nao-codificantes, tais mecanismos regulam a expressao
do gene sem alterar a sequéncia do DNA. Os genes podem ser up ou down regulados de
acordo com as influéncias que recebe, normalmente a metilacdo do DNA promove regulagao
negativa ¢ a desmetilagdo, regulacdo positiva do gene. Os grupos metila envolvidos no
processo de metilacdo, bem como varios cofatores das enzimas correspondentes (DNA-
metiltransferases) se originam tipicamente no ambiente nutricional (SIMEONI et al., 2014).

A metilacdo do DNA esta relacionada ao silenciamento de genes que normalmente

ocorre nas ilhas CpG (nucleotideos de citosina e guanina ligados por fosfato) que estdo
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associadas aos promotores génicos (LILLYCROP; BURDGE, 2011). Os desreguladores
endocrinos afetam, marcadamente, os pequenos RNAs ndo-codificantes, como micro-RNAs,
que sao capazes de interferir no mRNA e afetar a sintese de proteinas (SIMEONI et al., 2014).

As alteragdes epigenéticas nao afetam a sequéncia de DNA do gene, mas sdo
preservadas ao longo do processo da mitose, € podem ser transmitidas transgeracionalmente
ao longo de vérias geracdes. Os gametas maternos e paternos podem carregar marcas
epigenéticas pré-adquiridas que serdo preservadas no epigenoma da prole em
desenvolvimento (SIMEONI et al., 2014).

As mudancas epigenéticas sao fortemente influenciadas pelo ambiente, como o tipo de
alimenta¢do. Animais submetidos a hipernutri¢do no inicio da vida apresentam hipermetilagao
da pro-opiomelanocortina (POMC), um gene essencial para a regulacdo do peso corporal que
resulta em alteragdes na homeostase do apetite e de energia e aumento da prevaléncia da
obesidade na vida adulta (PLAGEMANN et al., 2009). A hipermetilacdo do receptor de
insulina hipotaldmico também foi observada na prole com ninhada reduzida, acarretando em

resisténcia a insulina hipotalamica, hiperfagia e obesidade em ratos jovens (PLAGEMANN et

al., 2010).

Tecido adiposo branco

Para melhor compreensdo da relacdo entre obesidade e suas complicagdes cronicas,
torna-se necessario explorar diversos aspectos, levando em consideracdo o tecido adiposo e
sua unidade celular, o adipdcito, como sendo o nucleo dessa fisiopatologia.

O tecido adiposo ¢ um regulador critico da homeostase energética, atuando como
reservatorio calorico. Existem dois tipos principais de tecido adiposo: tecido adiposo branco
(TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM). Os dois tecidos sdo distintos no que diz respeito a
funcionalidade, niveis morfoldgicos e moleculares (ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018).

O TAB ¢ um 6rgao enddcrino que, durante o seu desenvolvimento, ¢ formado a partir
de células mesenquimatosas, os lipoblastos, que apresentam multiplas goticulas lipidicas em
seu citosol. Contudo, a medida que amadurece as multiplas goticulas lipidicas se coalescem
formando uma tnica inclusao citosélica, que ocupa todo o citosol da célula, correspondendo
de 80% a 95% da massa celular (PINTO, 2014) sendo assim, o TAB maduro ¢ denominado
como tecido adiposo unilocular, pois contém goticulas lipidicas grandes e unicas, sendo capaz
de estocar energia excedente, principalmente na forma de triacilglicer6is (TAG), ao passo que

o TAM ¢ caracterizado por goticulas lipidicas multiloculares e elevado contetido
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mitocondrial, capaz de dissipar energia na forma de calor (termogénese). A nivel molecular,
C/EBPa e C/EBP foram identificados como reguladores da diferenciacdo do TAB ¢ TAM,
respectivamente (ABENTE et al., 2016; ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018).

O tecido adiposo branco possui distribui¢do generalizada pelo organismo, envolvendo
e infiltrando-se por quase toda a regido subcutanea, 6rgdos e visceras da cavidade abdominal.
Neste contexto, o TAB ¢ descrito como o principal reservatorio de energia do organismo,
desempenhando um papel importante na regulagdo da homeostase energética, como
sensibilidade a insulina, controle do apetite, balanco energético, imunidade, angiogénese,
pressdo arterial e metabolismo lipidico, através de proteinas bioativas, secretadas pelos
adipocitos, as citocinas, que s3o chamadas de adipocinas (ou adipocitocinas). O TAB contém
matriz de tecido conjuntivo (fibras coldgenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma
vascular, nodulos linfaticos, células imunes (leucdcitos, macrofagos), fibroblastos e pré-
adipocitos (células adiposas indiferenciadas) (JENSEN, 1997; FONSECA-ALANIZ et al.,
2006; FISCHER-POSOVSZKY; WABITSCH; HOCHBERG, 2007; PINTO, 2014; ABENTE
etal., 2016).

Os adipocitos sao as unicas células especializadas no armazenamento de lipidios em
forma de TAG, no citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas
células possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos
graxos (lipogénese) e estocar triacilglicerodis em periodos que a oferta de energia ¢ abundante,
e para mobiliza-los, através da lipdlise, quando ha déficit caldrico, gerando assim substratos
para o metabolismo energético através da B-oxidacdo. A regulacdo desses processos ocorre
por meio de nutrientes e sinais aferentes dos sistemas neurais e hormonais, dependentes das
necessidades energéticas do individuo (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; BODIS; RODEN,
2018). Atualmente, sabe-se que os adipdcitos recebem influéncia de diversos sinais, como a
insulina, cortisol e catecolaminas, e, em resposta, expressam e secretam uma ampla variedade
de moléculas bioativas, que atuam a nivel local (autdcrina e/ ou pardcrina) e sist€émico
(endocrino), algumas destas sdo: interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fatores de crescimento, adiponectina, resistina, leptina, inibidor de atividade de plasminogénio
1 (PAI-1) e lipoproteina lipase (LPL) (Figura 5). As adipocinas liberadas pelos adipdcitos
possuem capacidade de atuar como um sinal auto-regulador e regulador do metabolismo de
outros tecidos e, por vezes, correlaciona-se com diabetes, sensibilidade a insulina, e ainda
atuam como imunoreguladores (KERSHAW; FLIR, 2004; RIBEIRO FILHO et al., 2006;
GOOSSENS, 2008; MELLO et al., 2018).
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Figura 5 — Representagao esquematica do tecido adiposo como um 6rgao enddcrino
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Fonte: Adaptado: RIBEIRO FILHO et al, 2006.

A obesidade ¢ capaz de modificar a produgdo de adipocinas. O aumento excessivo do
numero de adipocitos e do tecido adiposo, propriamente dito, € capaz de prejudicar o fluxo
sanguineo e causar, consequentemente, hipoxia, que esta relacionada a necrose e infiltragcao de
macrofagos neste tecido. Os macrofagos, quando infiltrados no TAB, formam estruturas que
cercam os adipocitos, levando a superproducdo de adipocinas, que incluem mediadores pro-
inflamatérios, como TNF-qa, interleucina-1p (IL-1B) e IL-6. A nivel sistémico, a secrecao

alterada de adipocinas pode acarretar em aumento da ingestdo de alimentos e redugdo do
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gasto energético por meio do hipotdlamo, bem como diminuicdo da sensibilidade a insulina a
nivel muscular e hepatico (MELLO et al., 2018).

Desta maneira, a obesidade pode ser vista como uma inflamagdo cronica de baixo
grau, detectada pela elevacdo de marcadores inflamatérios e citocinas, e pela presenca de
macrofagos infiltrados no TAB. Esta inflamagdo se expande tornando-se uma inflamacao
sistémica que contribui para o inicio e progressao de distirbios metabolicos associados, como
a resisténcia a insulina, DM2, hiperlipidemias e aterosclerose (MELLO et al., 2018).

O actmulo de lipidios leva a hipertrofia dos adipdcitos, que induz a ativagdo de vias
pro-inflamatoérias, especialmente pelo fator nuclear kappa B (NFkB). Além de aumentar o
numero de macrdofagos, a obesidade induz um estado pro-inflamatdrio destas células. Desta
forma, os macrofagos ativados secretam adipocinas pro-inflamatdrias de maneira abundante
(MELLO et al., 2018).

O TNF-a, ¢ uma citocina que, inicialmente, foi relacionada a caquexia, no entanto hoje
tem sido associada a fisiopatologia da obesidade e resisténcia a insulina, haja vista que,
estudos tém demonstrado que o aumento da expressao do TNF-a em individuos obesos
favorece a sensibilidade a insulina. Esta citocina ¢ produzida principalmente por macréfagos e
parece ser um importante contribuinte para a desregulacdo de adipocinas nos adipécitos.
Individuos obesos produzem adipocinas em maior quantidade, em resposta ao TNF-a. Esta
hiperresponsividade ¢ mediada pelo TNF-a-receptor-1 (TNFR1) e pela hiperativacao da via
NF«B. O TNF-a induz a liberacdo de acidos graxos através da lipdlise. Os acidos graxos
saturados, por sua vez, ligam-se ao receptor do tipo Toll 4 (TLR4) na superficie de adipdcitos
e macrofagos, e ativam a sinalizagdo NFkB, aumentando a produg¢do de TNF-a e outras
citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1 e IL-6 (PINTO, 2014).

No tecido adiposo, o TNF-a causa os seguintes efeitos genéticos: a) supressdao de
genes relacionados a sintese de proteinas responsdveis pelo armazenamento de acidos graxos
nao esterificados e na captagao de glicose; b) repressao de genes relacionados a transcrigao de
fatores ligados a adipogénese e lipogénese, a0 mesmo tempo em que modifica a expressao de
diversos fatores liberados por adipdcitos, tais como adiponectina e IL-6. O TNF-o também
pode interferir na sinalizagdo da insulina de forma indireta, j& que promove aumento da
concentracgao sérica de acidos graxos nao esterificados (PINTO, 2014).

Além disso, o consumo de determinados alimentos, por si sO, pode ter um efeito
imediato na circulagdo de marcadores inflamatorios, uma vez que apds a ingestdo de uma
refeicdo rica em gordura ¢ identificado um aumento transitério destes marcadores na

circulacao sanguinea. Elgazar-Carmon e colaboradores (2008) demonstraram que uma dieta
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rica em gordura estd relacionada com a infiltracdo de neutr6filos no TAB de camundongos,
por tal motivo, a dieta mais amplamente estuda atualmente com intuito de indugdo da
inflamacao, ¢ a dieta rica em acidos graxos saturados.

A leptina, produzida principalmente pelo tecido adiposo branco (PINTO, 2014). Age
de maneira endocrina (SALTIEL; KAHN, 2001). Estudos demonstraram que animais
incapazes de produzir leptina sdo trés vezes mais obesos que animais que produzem tal
adipocina (PINTO, 2014).

Os niveis circulantes de leptina correlacionam-se positivamente com a quantidade de
gordura corporal, sendo assim, individuos obesos apresentam hiperleptinemia, sugerindo uma
condicdo de resisténcia tissular a leptina. Tal aumento ¢ atribuido a modificagdes no receptor
de leptina ou, ainda, a deficiéncia no sistema de transporte na barreira hematoencefalica,
denominado resisténcia a leptina (SALTIEL; KAHN, 2001; PINTO, 2014). Glicocorticoides,
estrogenos, citocinas inflamatorias e quadros de infeccdo aguda aumentam os niveis de
leptina, enquanto que baixas temperaturas, estimulacdo adrenérgica, hormonio do
crescimento, hormonios tireoidianos, esterdides androgénicos, melatonina e o tabagismo
parecem diminuir os niveis de leptina. A insulina apresenta relagdo diretamente proporcional
com os niveis de leptina (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A adiponectina, também conhecida como AdipoQ ou Acrp30, ¢ um hormdnio
produzido pelo tecido adiposo branco e em 1995 foi descrita como a proteina mais abundante
do TAB, expressa exclusivamente em adipdcitos diferenciados. A concentragdo plasmatica de
adiponectina apresenta rela¢do inversamente proporcional com adiposidade, resisténcia a
insulina e doengas cardiovasculares (FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006; PINTO, 2014).
Estudos demonstram que o tratamento agudo com adiponectina em camundongos foi capaz de
reduzir a resisténcia a insulina, dcidos graxos livres no plasma, contetido de TAG do musculo
e figado, além de aumentar a expressao de genes envolvidos na oxidagdo de 4cidos graxos e
do gasto energético (YAMUCHI et al, 2001). Modificacdes em adipdcitos maduros (didmetro
e volume) ocorrem em reposta a ativagao de suas agdes metabodlicas — lipogénese e lipdlise —
tais alteracdes variam de acordo com a necessidade de incorporagdo ou liberacdo de lipidios
que depende, entre outros fatores, do estado nutricional do individuo, gasto energético, da
influéncia de hormonios (catabdlicos e anabdlicos) e da atividade de enzimas envolvidas
nesse processo (JENSEN, 1997).

O tecido adiposo branco ¢ capaz de se expandir através da hiperplasia (aumento do
nimero de adipocitos) e hipertrofia (aumento do tamanho dos adipdcitos) (QUEIROZ et al.,

2009). Esta classificacao torna-se importante no prognostico € manejo da obesidade, sendo a
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obesidade hiperplasica considerada a de mais dificil controle (SPALDING et al., 2008;
ABENTE et al., 2016).

O TAB se distribui em diversos depositos no organismo, anatomicamente
classificados como tecido adiposo visceral (TAV) e tecido adiposo subcutaneo (TAS), este €
compreendido em profundo (TASP) e superficial (TASS) (Figura 6) (BODIS; RODEN,
2018). O TAS ¢ principalmente representado pelos depositos abaixo da pele nas regides
abdominal, glutea e femoral. O TAV refere-se ao tecido depositado proximo ou mesmo no
interior das visceras da cavidade abdominal, sendo bem exemplificado pelas gorduras
mesentérica, omental e retroperitoneal. O tecido adiposo visceral ¢ mais sensivel as
catecolaminas, por apresentar maior quantidade de beta adrenoceptores (Bl e [32)
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006; PINTO, 2014).

A Thipertrofia dos adipdcitos intra-abdominais ¢ caracterizada por um estado
hiperlipolitico devido a resisténcia a acdo antilipolitica da insulina (MITTELMAN et al,
2002). Tal acdo ¢ agruvada pelo TNF-a, que reduz a fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina (IRS-1) e da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), além de aumentar os niveis de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que ativa a lipase hormonio sensivel (LHS). O TNF-
a, ¢ considerado um dos fatores que contribui para o aumento da lipolise associada a
obesidade (ARNER, 1995).

O aumento da liberacao de acidos graxos (AG) pelos adipocitos hipertroficos para a
circulagdo acarreta em prejuizos ao metabolismo de 6rgdos, como: figado, pancreas e coracao,
visto que a deposi¢do ectopica de gordura ocasiona aumento da producdo hepatica de glicose,
apoptose das células  pancreaticas e resisténcia a insulina no coragdo e musculo esquelético

(Figura 1) (DESPRES; LEMIEUX, 2006).
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Figura 6 — Deposigao ectopica de gordura sobre os tecidos

Acumulo de TAV disfuncional

Alteragdo do metabolismo de AG

: ) Liberacdo de adipocinas alteradas
Tecido adiposo

visceral (TAV)

Tecido adiposo
subcutaneo (TAS)

Deposigdo de gordura no figado e
alteragdo da fun¢io hepatica

Legenda: TAV — tecido adiposo visceral; TAS — tecido adiposo subcutaneo; AG — acidos graxos;

Nota: Representacao esquematica do TAV e do TAS e consequéncias da deposigao ectopica de gordura sobre os
tecidos;

Fonte: Adaptado: DESPRES, 2006.

Estudos descrevem que a resposta a essas disfun¢des metabodlicas ocorre de maneira
hierarquica, onde o tecido adiposo e o figado agem como desreguladores primdrios do sistema
metabolico, ja o musculo esquelético e o pancreas respondem de maneira secundaria. O papel
primario do tecido adiposo ocorre devido a sua atuagdo na regulagdo metabdlica, como sua
capacidade de produzir hormdnios que modulam efeitos sobre a ingestao alimentar, balanco e
homeostase energética (MUOIO; NEWGARD, 2006).

Estudos mostram que o TAB ¢ inervado pelo sistema nervoso simpatico (SNS), o qual
desempenha um papel critico no metabolismo dos lipidios em adipdcitos. Diante do exposto,
existem, atualmente, inumeras evidéncias indicando que os sinais do circuito neuroenddcrino
controlam a massa de gordura corporal, modulando o armazenamento ou oxidagdo dos 4cidos

graxos. Algumas vias do SNC regulam o metabolismo dos adipocitos independente da
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ingestdo de alimentos, sugerindo que tais vias possuem mecanismos alternativos que regulam

a homeostase da energia (MUOIO; NEWGARD, 2006).

Metabolismo dos adipdcitos

A principal fonte de energia para diversos tecidos e 6rgdos, como musculo e figado,
sao os acidos graxos de cadeia longa (AGCL). A maior parte dos tecidos possui uma reserva
pequena de armazenamento de lipidios, desta maneira o fornecimento de AG torna-se
continuo para a producdo de energia, a partir, principalmente, do tecido adiposo branco
(KERNER; HOPPEL, 2000). As principais acdes do tecido adiposo branco sdo processos
metabolicos que resultam em biossintese, incorporagdo e armazenamento TAG na goticula de
gordura intracitoplasmatica — lipogénese — e acdes que promovem a hidrolise do TAG
armazenado, liberagdo de acidos graxos livres (AGL) e de glicerol — lipolise — (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006).

Os é4cidos graxos livres circulam ligados a albumina plasmatica ou, ainda, ligados
covalentemente ao nucleo de triacilglicerol das lipoproteinas circulantes, uma vez que
apresentam baixa solubilidade em agua (MERKEL; ECKEL; GOLDBERG, 2002). O
adipdcito necessita de uma fonte de glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P) e de um complexo de
AGL formado com a coenzima A (CoA) para a biossintese de TAG. O glicerol-3-P ¢ obtido
como um dos produtos da via glicolitica, a partir da biossintese de acetil-CoA ou da captacao
de acidos graxos livres provenientes de lipoproteinas (quilomicrons e VLDL) plasmaticas
que, no tecido adiposo branco, sofrem a acdo da LPL, que hidrolisa o TAG nelas contido,
liberando assim, AGL, que sdo transportados para o citoplasma dos adipocitos (Figura 7)
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A producdo de glicerol-3-P requer captacdo de glicose, agdo que envolve proteinas
transportadoras especificas, como GLUT4. A insulina € responsavel por controlar tal processo
estimulando, durante o periodo prandial, a translocacdo de GLUT4 para a membrana celular,
aumentando, assim, a captacdo de glicose. Parte do fluxo metabdlico da via glicolitica segue
em direcdo a formagdo de piruvato, que sera transportado para o interior das mitocondrias e
transformado em acetil-CoA pela agdo da piruvato desidrogenase (PDH). Este ¢ acoplado ao
oxalato pela ag¢do da citrato sintase, gerando, em seguida, citrato. Parte deste citrato ¢
transportado de volta para o citoplasma, onde sofre a acdo da enzima ATP-citratoliase (ATP-
CL), gerando novamente acetil-CoA (FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006). A acetil-CoA

carboxilase (ACC) esta presente em duas isoformas: ACC1 e ACC2, também conhecidas,



40

respectivamente, como ACCa e ACCb, que catalisam a carboxilacdo de acetil-CoA em
malonil-CoA, um metabdlito intermedidrio que exerce duas principais fungdes: (1) entrar na
via de sintese de acidos graxos, catalisada pela enzima acido graxo sintase (FAS), acarretando
a formagdo de acil-CoA, que ¢ utilizado para esterificagdo com glicerol-3-P, completando a
biossintese de TAG, e desta forma ser incorporado a goticula citoplasmatica de gordura e (2)
alostericamente inibir a carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1) que controla o transporte de

acidos graxos ativados para oxidacao na mitocondria (DZAMKO; STEINBERG, 2009).

Figura 7 — Processo de captacao de acidos graxos livres pelos adipocitos e biossintese de
triacilglicerol

AcilCoa / |
Sintase % evvw
7 % AcilCoa
. Lﬂ
/

I " acer ,' TAG | | |

Esterificaciao /4 ||
\ ‘\ com glicerol-3-P / /
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Legenda: QM — quilomicron; VLDL — lipoproteina de densidade muito baixa; AGL — 4cido graxo livre; LPL —
lipoproteina lipase; TAG - triacilglicerol; MP — membrana plasmatica; FATP — proteina
transportadora de acidos graxos; FABP — proteina ligadora de acidos graxos; ACBP — proteina
ligadora de acil-Coa; HSL — lipase hormonio-sensivel;

Nota: Esquema ilustrativo do processo de captagdo de acidos graxos livres pelos adipécitos e biossintese de

TAG;
Fonte: Adaptado: FONSECA-ALANIZ et al., 2006.



41

Em situac¢des de privacdo da energia celular, como ocorre no jejum, os niveis de AMP
aumentam, ativando a AMPK (DAVAL et al, 2005). Esta proteina quinase ativada por AMPK
esta presente na célula como um complexo heterodimero, possuindo uma subunidade
catalitica (o) e duas subunidades regulatérias (B e 7y), no tecido adiposo, a subunidade
catalitica al ¢ a isoforma predominante. A AMPK tem por fun¢ao, no metabolismo celular, a
manuten¢do da homeostase energética. Quando ativada fosforila e, assim, inibe a ACC,
diminuindo os niveis de malonil-CoA e reduzindo a inibi¢do alostérica sobre a CPT-1
(DAVAL; et al, 2005).

Os 4acidos graxos de cadeia longa sdo ativados dentro da mitocondria, porém, a
membrana mitocondrial ndo € permeavel para os acil-CoAs. O sistema de transporte consiste
em trés proteinas, a CPT-1, a carnitina aciltranslocase (CACT) e a CPT-2, cada uma com
distinta localizacdo mitocondrial. A CPT-1 representa a chave da regulagdo na B-oxidacdo
mitocondrial, porém, sua atividade ¢ fortemente inibida pela malonil-CoA (KERNER;
HOPPEL, 2000). A CPT-1 primeiro catalisa a formagdo de acil-carnitina de cadeia longa a
partir de acil-CoA de cadeia longa para o espaco intermembranar e, em seguida, a carnitina
aciltranslocase transporta a acil-carnitina através da membrana mitocondrial interna em troca
de carnitina-CoA. Apds a captagdo dos acidos graxos na mitocondria, estes passam pelo
processo de B-oxidacdo, gerando NADH e FADH; que sdo utilizados na cadeia respiratoria
(KERNER; HOPPEL, 2000).

Estudos demonstram que os AG sdo capazes de estimular seu proprio catabolismo
através de um conjunto de receptores nucleares, chamados de receptores ativados pelo
proliferador de peroxissomo (PPARs) (ATHERTON et al., 2009). Os receptores ativados por
PPARs pertencem a um subgrupo da superfamilia de receptores nucleares, que sado
identificados em trés formas: PPARa, PPARS e PPARy. A identificacio do PPARy foi
fundamental para o entendimento da fisiologia do tecido adiposo (QUEIROZ et al., 2009). A
atividade do PPARY influencia os estoques de gordura no tecido adiposo, além de induzir a
maturacao de pré-adipdcitos. A maioria dos genes alvo do PPARYy do tecido adiposo estdao
diretamente envolvidos na via lipogénica, incluindo LPL (KERNER; HOPPEL, 2000).

A mitocondria, no TAB, possui um papel crucial na regulagdo da lipolise e
reesterificacdo de AGL, assim como na diferenciagdo e maturagdo do adipdcito, dado pela
sincronizagao da adipogénese e biogé€nese mitocondrial (DE PAUW et al., 2009).

Na obesidade, as mitocondrias dos adipocitos alteram a lipogénese e lipolise, regulam
os processos de diferenciacdo dos adipdcitos, apoptose, produgdo de EROS e a eficiéncia da

fosforilagdo oxidativa (CEDIKOVA et al., 2016). Logo, os excessos de substratos
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energéticos, caracteristico na obesidade e sindrome metabolica, podem levar a disfuncio
mitocondrial, resultando em alteragdes metabodlicas que alteram o metabolismo energético
(BOURNAT, BROWN, 2010).

A disfun¢do mitocondrial, no adipdcito, esta associada com a redugdo da oxidacao de
acidos graxos, alteragdo da secrecdo de adipocinas e desregulacdo da homeostase energética.
Nesta condi¢do, o aumento da produ¢do de EROS resulta em acimulo de lipidios e resisténcia

a insulina (MEDINA-GOMEZ, 2012).

Adocantes

O ser humano apresenta preferéncia inata ao sabor doce e, por esta razao, sempre fez
uso de produtos que pudessem conferir tal sabor aos alimentos. Relatos milenares da cultura
chinesa e grega revelam que o primeiro adogante a ser utilizado pelo o homem foi o mel,
posteriormente, substituido pela sacarose, originada da cana-de-agucar, e utilizada
inicialmente na India, por volta de 2000 anos atras (BARREIROS, 2012).

De uma forma geral, as substancias de sabor adocicado podem ser divididas em dois
grupos principais: o grupo dos agticares e outros hidratos de carbono nutritivos e o grupo que
engloba os adocantes, que sdo isentos de carboidratos (FAUSTO et al., 2013).

Os adocantes dietéticos sdo aqueles produzidos a base de edulcorantes, utilizados em
alimentos e bebidas, possuem pouca ou nenhuma caloria e substituem a dogura do agtcar de
mesa e, por vezes, apresentam poder de dogura bastante elevado em comparagdo a sacarose
(QURRAT-UL-AIN; KHAN, 2015).

Os edulcorantes podem ser classificados como naturais, artificiais, caloricos ou nao
caloricos. Os adogantes naturais (AN) sdo, normalmente, compostos por extratos de vegetais
ou de frutas, j4 os adocantes artificiais (AA) sdo substancias quimicas produzidas em
laboratorio. A classificacdo de adocantes caldricos (AC) ou nao caldricos (ANC) ¢ dada de
acordo com o valor nutricional, sendo os caldricos aqueles que apresentam calorias,
fornecendo energia aos alimentos e os ndo caloricos, aqueles que ndo possuem calorias
(FAUSTO et al., 2013). No grupo dos adogantes caloricos, também chamados de adogantes
nutritivos, encontramos a sacarose, frutose, mel e xarope de milho. Ja no grupo dos adogantes
nao caldricos, estdo inclusos: glicosideos de esteviol, aspartame, neotame, sacarina, potassio
de acesulfame e sucralose, dentre outros (BRASIL, 2008; BARREIROS, 2012).

A regulamentag@o dos edulcorantes no Brasil ¢ de responsabilidade do Ministério da

Satde, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), sendo os



43

edulcorantes ndo caldricos atualmente permitidos para comercializacdo no Brasil: manitol,
isomaltiol, maltitol, esteviosideos, lactitol, taumatina, xilitol e eritritol, classificados como
naturais, e acessulfame de potassio (acessulfame K), aspartame, ciclamato de sédio, sacarina,
sucralose, e neotame, classificados como artificiais (BRASIL, 2008; ZANINI; ARAUJO;
MARTINEZ-MESA, 2011). Na Europa ¢ no EUA, o 6rgio responsavel pelo controle do uso
de adogantes ¢ a Food and Drug Administration (FDA), que liberou o uso de alguns
adogantes somente apos grandes estudos cientificos para confirmar a seguranga dos mesmos,
sendo eles: esteviosideos, acessulfame-potassio, aspartame, neotame, sacarina, sucralose € o
adventame, que foi recentemente aprovado, sendo este um derivado do aspartame utilizado
principalmente pela industria devido seu elevado poder edulcorante (QURRAT-UL-AIN;
KHAN, 2015).

Os adocantes dietéticos foram desenvolvidos com o objetivo de atender individuos
portadores de diabetes mellitus, e até a década de 1980, no Brasil, estes produtos eram
regulamentados como drogas, sendo vendidos em farmdacias e consumidos somente por
pessoas que precisavam controlar a ingestdo de sacarose. Posteriormente, a pratica do uso
desses adogantes passou a ser em decorréncia da maior preocupagao da populagao com a boa
forma fisica, uma vez que ¢ utilizado de maneira a reduzir o consumo de calorias e,
consequentemente, o peso corporal, tornando-se assim, um mercado bastante lucrativo e em
crescente expansao (BARREIROS, 2012). Estima-se que no Brasil cerca de 120 industrias
estejam voltadas a producdo de alimentos /ight e diet, representando algo entre 3% e 5% dos
alimentos vendidos no pais, com proje¢des de crescimento. Cerca de 35% dos lares brasileiros
utilizam algum produto light ou diet (OLIVEIRA; FRANCO, 2010).

Com um marketing agressivo voltado para fazer as pessoas acreditarem que o
adocante possui a capacidade de levar a perda de peso, a utilizagdo de edulcorantes nao
caloricos representou, em 2007, 16% do mercado dos edulcorantes dos EUA, cerca de meio
bilhao de dolares (WIEBE et al, 2011).

Segundo Sylvetsky e colaboradores (2012), ocorreu um aumento substancial no
consumo de adogantes de 1999-2000 em criancas e adultos, as pesquisas apontam que o
crescente consumo das bebidas de baixa caloria esta acarretando no aumento geral do uso de
adocantes. O aumento do consumo de ANC também pode estar relacionado com campanhas
de prevengao a obesidade e de dietas voltadas para a perda de peso na ultima década. O
aumento da prevaléncia da diabetes tipo 2, principalmente em idosos, estimulou ainda mais o

consumo dos adogantes pouco caldricos por essa populacao (SYLVETSKY et al., 2012).
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A RDC n° 18 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determina que os adogantes
somente devam ser utilizados nos alimentos e/ou bebidas em que se faz necessaria a
substitui¢do parcial ou total do actcar, com as seguintes finalidades: para controle de peso,
dietas com ingestdo controlada de agucares, dietas com restricdo de agucares (BRASIL,
2008).

Neste contexto, o consumo de adogantes tem aumentado em varios paises (POPKIN;
NIELSEN, 2003), e produtos dietéticos (especialmente refrigerantes diet e adocantes de mesa)
tém sido as principais fontes de ingestdo de adogantes ndo caloricos. Estudos populacionais
indicam que o consumo de ANC aumentou 28% em pessoas de todas as idades, e esta
tendéncia ¢ altamente prevalente entre as criangas, especialmente quando se trata de consumo
de bebidas. Dados indicam que do ano de 1999 até 2008 a ingestdo de ANC em bebidas
aumentou de 6,1% para 12,5% entre as criancas e de 18,7% para 24,1% entre os adultos
(SYLVETSKY et al., 2012).

No Brasil, ndo ha estudos que fornecam estimativas sobre a prevaléncia de utilizagdo
dos adogantes dietéticos pela populacdo em geral. Zanini e colaboradores (2011) realizaram
uma pesquisa com adultos em Pelotas, RS, e demonstraram que 19% dos 2.732 entrevistados
utilizavam adocantes, sendo o percentual mais elevado em pessoas idosas, diabéticos,
hipertensos e individuos com excesso de peso. O uso de adocantes na forma liquida foi o mais
comum (98%). Nesse estudo, cerca de 10% dos usuarios de adocante dietético liquido
relataram a utiliza¢do do adogante na forma de “esguichos” ao em vez de gotas. Sendo assim,
a avaliacdo do consumo dos adogantes torna-se dificil. Além do uso como adocantes em
bebidas, os edulcorantes podem ser encontrados nos mais diversos tipos de produtos
industrializados, sendo desta forma muito mais facil atingir o limite maximo diario de
ingestdo ou até mesmo ultrapassar tal limite (FDA, 2016).

A OMS, por meio da Estratégia Global para Alimentagdo, Atividade Fisica e Saude,
estabeleceu como meta a redugdo no consumo de bebidas agucaradas, visto ser de evidéncia
sua associagdo com doencas cronicas ndo transmissiveis, incluindo diabetes tipo 2
(BARRETO, 2005). Diante do atual perfil nutricional da populagdo, o uso de edulcorantes se
torna cada vez mais presente para aqueles que necessitam reduzir o consumo energético para
perda de peso e controle glicémico, auxiliando no tratamento da obesidade e diabetes mellitus,
visto que estes oferecem uma alternativa para a substitui¢ao do agucar de mesa, fornecendo o
sabor doce sem contribuir com o incremento de calorias e efeitos sobre a glicemia

(FERNSTROM, 2015). Apesar de serem dispensaveis na alimentagdo, podem contribuir para
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o controle metabdlico do DM, possibilitando melhor qualidade de vida e reinser¢do no
convivio social (OLIVEIRA; FRANCO, 2010).

Durante alguns anos, os adogantes eram considerados seguros e substitutos saudaveis
do agucar, ja que forneciam o sabor doce sem acréscimo de calorias e efeitos sobre a glicemia
(PEPINO, 2011). Atualmente, novos estudos fornecem dados que revelam que ANC ndo sao
compostos inertes. Diversos estudos epidemiologicos t€ém demonstrado que o consumo de
adogantes nao caloricos, principalmente em refrigerantes dietéticos destinados a individuos
diabéticos e em processo de perda de peso, ndo estd relacionado com melhora da satde
(BROWN et al., 2010; SWITHERS et al., 2010). De fato, alguns estudos encontraram
associagdes positivas entre o consumo de ANC e ganho de peso, sindrome metabolica e
diabetes tipo 2 (DHINGRA et al., 2007; FOWLER et al., 2008; NETTLETON et al., 2009;
SWITHERS et al., 2010; DE KONING et al., 2011; SWITHERS et al., 2012; FAGHERAZZI,
et al., 2013), apesar de outros estudos ndo (LUDWIG, et al., 2001; SCHULZE, et al.,
2004; SWITHERS, 2013).

Embora o consumo de adogantes ndo nutritivos seja associado a diversos efeitos
relacionados a obesidade, como o aumento da ingestdo alimentar, ganho de peso e alteracdes
na homeostase glicémica, os mecanismos fisiologicos que contribuem para o aumento da
adiposidade e o desbalango energético ainda ndo foram bem elucidados. Além disso, os
adogantes sdo quimicamente diversos e, consequentemente, ndo acarretam os mesmos efeitos

fisiologicos (BELLOIR; NEIERS; BRIAND, 2017).

Stevia rebaudiana Bernoti

Nos ultimos anos a procura por adogantes ndo caldricos naturais e mais saudaveis
aumentou em todo o mundo e, como consequéncia, algumas plantas com poder edulcorante
estdio sendo amplamente estudadas (FIGLEWICZ et al., 2009; BELLOIR; NEIERS;
BRIAND, 2017; SEKI; TAMURA; MURANAKA, 2017). O adogante natural Stevia tem
atraido interesse econdmico e cientifico, devido ao conjunto de caracteristicas que apresenta,
tais como: elevado poder edulcorante, propriedades terapéuticas, alegagdo natural e relagdo
custo-beneficio positiva (FAUSTO et al., 2013; GARDANA; SIMONETTI, 2018).

A Stevia rebaudiana Bernoti, Ka’a He’e em tupi-guarani, popularmente conhecida
como Stevia, folha de mel ou erva doce do Paraguai, ¢ um género botanico pertencente a
familia Asteraceae (Compositae). A Stevia rebaudiana é uma das mais de 240 espécies do

género, que estdo distribuidas pela América, sendo a maioria delas encontradas no México
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(£100) e no Brasil (+40) (PARK; CHA, 2010; SHARMA et al., 2015; FERRAZZANO et al.,
2016). E um arbusto perene, que cresce espontancamente em habitats subtropicais,
mesotérmicos e umidos, chegando a medir cerca de 50 a 120 cm (SHARMA et al., 2015).

Nativa da América do Sul, mais especificamente na regido de Amambai, que esta
localizada entre o sul do Brasil e o norte do Paraguai, foi cultivada por indios Guaranis
oriundos do Paraguai ha centenas de anos e utilizada por eles para adocar chas amargos,
bebidas e medicamentos (BRANDLE; STARRATT; GIZEN, 1998; GEUNS, 2003;
LAILERD et al., 2004; SEHAR et al., 2008; AGUERO et al., 2015; FERRAZZANO et al.,
2016; SEKI; TAMURA; MURANAKA, 2017; PERRIER et al., 2018).

A planta ¢é rizomatosa, com um sistema radicular bem desenvolvido; o caule ¢ ereto e
amadeirado, com penugem minuscula na parte inferior; e as folhas sdo ligeiramente
pubescentes e sésseis, com uma margem dentada na parte superior da planta (Figura 8)

(FERRAZZANO et al., 2016).

Figura 8 — Imagem e ilustragdo da planta Stevia rebaudiana Bertoni

Nota: Stevia rebaudiana Bertoni. Planta herbacea perene pertencente a familia Asteraceae;
Fonte: Adaptado: CARRERA-LANESTOSA; MOGUEL-ORDONEZ; SEGURA-CAMPOS, 2017.

Embora a planta tenha sido utilizada por indios ha décadas, somente em 1899 o
naturalista suico Moisés Santiago Bertoni (diretor da Faculdade de Agricultura de Assungao,
Paraguai) descreveu a planta, pela primeira vez, e a classificou botanicamente como
Eupatorium rebaudiana. Posteriormente, verificou-se que a planta pertencia ao género Stevia,

e nao Eupatorium. Em 1905, Bertoni a redefiniu como Stevia rebaudiana, membro da familia
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Compositae, como ¢ conhecida atualmente. Mais tarde, a Sociedade Botanica do Paraguai a
denominou como Stevia rebaudiana Bertoni. O nome "rebaudiana" ¢ dado em homenagem
ao quimico paraguaio Dr. Ovidio Rebaudi, que foi o primeiro a extrair uma substancia doce
das folhas da Stevia (LIMA FILHO, VALOIS, LUCAS, 2004; PACKER, 2006;
CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009).

Os compostos responsaveis pelo sabor doce, encontrados nesta planta, foram
purificados em 1931, por dois quimicos franceses, M. Bridel e R. Lavieille, que isolaram os
glicosideos de esteviol, classificando-os como esteviosideo e rebaudiosideo (SEHAR et al.,
2008; CARRERA-LANESTOSA et al., 2017). Em 1952, sua estrutura quimica foi
estabelecida como um glicosideo diterpénico (C2oH32 - metabdlito secundario da classe dos
terpenos constituidos por 20 atomos de carbono, correspondendo a quatro unidades de
isopreno), composto por trés moléculas de glicose ligadas a uma aglicona, o esteviol (Figura
9) (LAILERD et al., 2004; LEMUS-MONDACA et al., 2012; FERRAZZANO et al., 2016;
SEKI; TAMURA; MURANAKA, 2017).

Figura 9 — Estruturas quimicas de glicosideos de esteviol: esteviosideo, rebaudiosideo A e
seu nucleo e metabodlito semelhante, esteviol
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Nota: Estruturas quimicas de glicosideos de esteviol: esteviosideo, rebaudiosideo A e seu nticleo e metabdlito
semelhante, esteviol;
Fonte: Adaptado: SHARMA et al., 2015.

Na década de 70, o Japao intensificou os estudos sobre a planta, com intencdo de

expandir o comércio, e foi o primeiro pais da Asia a regulamentar o uso do esteviosideo como
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agente edulcorante em alimentos, bebidas e na industria farmacéutica e, atualmente, ¢ o pais
que mais consome o adogante em todo o mundo. Desde entdo, o cultivo desta planta se
expandiu para varios outros paises da Asia, incluindo China, Malésia, Singapura, Coréia do
Sul, Taiwan e Tailandia e, desta maneira, a planta ganhou importancia do ponto de vista
social, econdmico, ambiental e politico (LIMA FILHO, VALOIS, LUCAS, 2004; PACKER,
2006; SEHAR et al., 2008; CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009; PARK; CHA,
2010; LOHNER; TOEWS; MEERPOHL, 2017).

As folhas da Stevia e os extratos feitos a partir dela, contém uma mistura de nove
terpendides (terpenos - hidrocarbonetos isoméricos 10His - que foram desnaturados pela
oxidacdo), chamados de glicosideos de esteviol, que apresentam alto poder edulcorante
(HOLVOET et al., 2015). O teor de cada um destes compostos, presentes na planta, varia
entre 4 a 20% do peso seco das folhas, dependendo das condic¢des de cultivo e crescimento. O
esteviosideo e o rebaudiosideo A representam, respectivamente, 5-10% e 2-4% das folhas, ja
os outros glicosideos estdo presentes na planta em menor quantidade: rebaudiosideo B
(tragos), rebaudiosideo C (dulcosideo B) (+1,5%), rebaudiosideo D e E (vestigios),
rebaudiosideo F (dulcosideo A) (£0,5%), esteviolbiosideo (tragos) (GEUNS, 2002; LIMA
FILHO, VALOIS, LUCAS, 2004; SEHAR et al., 2008; PARK; CHA, 2010; LEMUS-
MONDACA, 2012; RIZWAN et al., 2018). Além dos glicosideos esteviolares, a Stevia
rebaudiana Bertoni possui mais de 100 fitoquimicos, e outros compostos, com propriedades
antioxidantes e medicinais, incluindo terpenos, diterpenos, triterpenos, estigmasterol, taninos,
esterois, acidos volateis, vitaminas, carotenos, flavonoides, enzimas, acidos organicos,
polissacarideos, hormdnios, microelementos, fibras, fosforo, zinco, célcio, potassio, sodio e
magnésio. Propriedades biofuncionais interessantes foram encontradas em fitoquimicos que
estdo presentes na planta, sendo capazes de fornecer beneficios a saude, no entanto o adogante
Stevia disponivel para comercializacdo apenas possui em sua composicao os glicosideos de
esteviol uma vez que no processo de purificagdo do adocante os fitoquimicos sdo removidos
da planta (GEUNS, 2003; PACKER, 2006; CARRERA-LANESTOSA et al., 2017;
MAGNUSON et al., 2018).

Os glicosideos de esteviol sdao os constituintes das folhas de Stevia responsaveis pelo
sabor doce, no entanto, existem diferencas na intensidade de docura entre os varios
glicosideos (SEHAR et al., 2008; AGUERO et al., 2015; SHARMA et al., 2015; PERRIER et
al.,, 2018). O esteviosideo ¢ cerca de 100 a 125 vezes mais doce que a sacarose, O

rebaudiosideo A 350 a 450, rebaudiosideo B 300 a 350, rebaudiosideo C (dulcosideo B) 50 a
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120, rebaudiosideo D 200 a 300, rebaudiosideos E 250 a 300, rebaudiosideo F, (dulcosideo A)
50 a 120 vezes mais doce (GEUNS, 2002; SHARMA et al., 2015; CARRERA-LANESTOSA
etal., 2017).

O extrato das folhas da Stevia rebudiana possui diversas utilidades para a industria,
uma vez que ¢ estavel a 200°C, ndo contém calorias, ndo fermenta, ndo gera placa dentaria,
anticariogénico, ndo carameliza e ndo cristaliza (FERRAZZANO et al., 2016; CARRERA-
LANESTOSA et al., 2017; LOHNER; TOEWS; MEERPOHL, 2017; RIZWAN et al., 2018).
Uma das maiores desvantagens para a utilizacdo em alimentos ¢ a existéncia do sabor residual
amargo. O esteviosideo é o maior causador do sabor residual e, por isso, o rebaudiosideo A ¢
mais utilizado pela indéstria alimenticia (AGUERO et al., 2015; BELLOIR; NEIERS;
BRIAND, 2017; SEKI; TAMURA; MURANAKA, 2017, MAGNUSON et al., 2018;
GARDANA; SIMONETTI, 2018).

Um processo biotecnoldgico recente, envolvendo a produgdo microbiana, levou a uma
nova geracdo de adogantes de Stevia com um sabor doce mais limpo através da levedura S.
Cerevisiae. Esta via de biossintese foi desenvolvida através da otimizagdo de uma
glicosiltransferase para melhorar as produgdes de rebaudiosideo D e M (BELLOIR; NEIERS;
BRIAND, 2017).

Os glicosideos de esteviol sao utilizados como edulcorantes para uma variedade de
alimentos, tais como: doces, iogurtes, xaropes, balas, goma de mascar, leite em pod e
condensado, vegetais em conserva, molhos de soja, cereais, bebidas, adocante dietético
propriamente dito, além do seu emprego em pastas de dente e outros produtos farmacéuticos,
sem causar efeitos colaterais ao ser humano. E importante destacar que, com o nivel atual de
tecnologia, os produtos a base do adogante natural ja sdo competitivos em termos de custos
com os adogantes quimicos artificiais (LIMA FILHO; VALOIS; LUCAS, 2004;
CHATSUDTHIPONG; MUANPRASAT, 2009; GSI, 2011).

O esteviosideo e o rebaudiosideo A sdo considerados seguros para os seres humanos,
sem nenhum efeito colateral (KIM; CHOI, 2002; GEUNS, 2002; SHARMA et al., 2015). Sua
regulamentacgdo para uso como um adocante ¢ realizada em todo o mundo. Atualmente, mais
de 100 paises autorizam a utilizagdo da Stevia, como adogante para alimentos, através de seus
respectivos Orgdos governamentais, incluindo Coréia do Sul, Japdo, Argentina, Paraguai,
Brasil, China, Russia, Indonésia, México, Senegal, Tailandia e Israel (GSI, 2012).

Nos EUA, alguns edulcorantes sdo denominados como “Geralmente Reconhecidos
como Seguros” (GRAS), ou seja, existe consenso cientifico sobre sua seguranc¢a baseada em

uma historia de uso ou sobre informagoes cientificas bem documentadas. Em 2008, a FDA
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permitiu o status de GRAS para o rebaudiosideo A e esteviosideo purificados (pureza entre
95% e 98%), podendo ser legalmente comercializados e adicionados aos produtos alimentares
vendidos nos Estados Unidos. O extrato da Stevia ndo deve ser confundido com esses
glicosideos purificados, uma vez que eles sao vendidos como suplementos alimentares por
conterem diversos outros componentes ativos (EFSA, 2010; FDA, 2012; FITCH, KEIM,
2012; AGUERO et al., 2015; GARDANA; SIMONETTI, 2018; MAGNUSON et al., 2018;
PERRIER et al., 2018).

No Brasil, a regulamentagao ocorreu no fim da década de 80, como agente flavorizante
e edulcorante em vdarias classes de alimentos (BRASIL, 1988). Em 2008, o
JECFA/FAO/WHO afirmaram que o uso dos glicosideos de esteviol puros (> 95%) é seguro
para consumo humano como um ingrediente ndo medicinal, ndo sendo cancerigenos,
genotdxicos ou associados a qualquer toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento, em dose
de até 5,5mg/kg de peso corporal por dia (EFSA, 2010; FDA, 2012; FITCH e KEIM, 2012;
AGUERO et al., 2015; MAGNUSON et al., 2018).

A ingestdo didria aceitavel (IDA) do JECFA foi estabelecida utilizando o NOAEL
(nenhum nivel de efeito adverso observado) de 970mg/kg/d de um estudo de
carcinogenicidade com duragdo de 2 anos, interpretado de forma conservadora, utilizando
esteviosideos. Estes dados sugerem que a IDA atual fornece uma margem ampla de
seguranga.

As aprovagdes pelos 0rgdos regulamentadores em todo o mundo levaram ao aumento
da producdo de alimentos e produtos adogados com Stevia. No primeiro semestre de 2011
houve um aumento de 15% em novos alimentos e bebidas langados mundialmente, em
comparagdo com o mesmo periodo de 2010, sendo que quase 80% destes produtos foram

langados nos Estados Unidos, Japdo, Franca, Brasil e Chile (GSI, 2011, 2012).

Absorcdo, metabolismo e excrecao dos glicosideos de esteviol

Todos os glicosideos de esteviol contém um nucleo quimico comum, o esteviol
(Figura 9). Este ¢ o produto final do metabolismo dos glicosideos por bactérias (microbiota
intestinal) no célon, e posteriormente, ¢ absorvido pelo intestino (HOLVOET et al., 2015;
MAGNUSON et al., 2018). Recentemente, o metabolismo de diferentes glicosideos de
esteviol para esteviol por bactérias intestinais foi descrito.

As enzimas e acidos presentes no trato gastrointestinal superior ndo sdo capazes de

hidrolisar os glicosideos de esteviol (Figura 10) (MAGNUSON et al., 2018). Hutapea e
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colaboradores, em 1997, ja relatavam a auséncia de metabolismo de esteviosideo incubado
com amilase salivar e pancreatica, pepsina, secre¢do gastrica de ratos, camundongos e
hamsters e resultados semelhantes foram encontrados com rebaudiosideos A e D

(NIKIFOROV et al., 2013).

Figura 10 — Principais vias de absor¢do, digestdo, metabolismo e excre¢do dos glicosideos
de esteviol
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Nota: Esquema ilustrativo do processo de absor¢ao, digestdo, metabolismo e excregdo de glicosideos de esteviol,
Fonte: Adaptado: MAGNUSON et al., 2018.

Diversos estudos demonstraram que o esteviosideo e o rebaudiosideo A foram
convertidos a esteviol por bactérias cecais, colonicas ou fecais, in vitro (WINGARD et al.,
1980; HUTAPEA et al., 1997, GARDANA et al., 2003; KOYAMA et al., 2013). Outros
estudos obtiveram o mesmo resultado ao expor rebaudiosideos B, D, E e M a bactérias fecais
humanas (NIKIFOROV et al., 2013; PURKAYASTHA et al., 2014; PURKAYASTHA et al.,

2015). Gardana et al., (2003) foram os primeiros a relatarem que as espécies de Bacteroides
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eram as unicas bactérias capazes de hidrolisar os glicosideos de esteviol em esteviol. Ja o
esteviol, produto final desta degradacdo, ¢ completamente resistente a acdo bacteriana. O
esteviolbiosideo ¢ um intermediario na degradacdo do esteviosideo e dos rebaudiosideos A e
M, mas ¢ rapidamente convertido em esteviol (GARDANA et al., 2003; PURKAYASTHA et
al, 2014).

Diversos estudos in vivo foram realizados, com intuito de elucidar o metabolismo do
glicosideo de esteviol, tanto em ratos, camundongos, porcos e galinhas, quanto em humanos.
A radioatividade foi observada nas fezes e na bile de ratos Wistar, com esteviosideo marcado,
indicando a presenca de metabdlitos na circulacdo entero-hepatica (NAKAYAMA et al.,
1986; KOYAMA et al., 2003). Foi administrado glicosideo de esteviol, por via oral, em ratos,
resultando em rapida absor¢cdo de esteviol no plasma portal, que permaneceu presente por
horas (KOYAMA et al., 2003). Tais resultados corroboram com relatos da literatura que
demonstram que os glicosideos de esteviol sdo metabolizados lentamente pelas bactérias do
colon, levando ao aumento lento dos niveis plasmaticos de esteviol e seu metabolito,
glicuronideo de esteviol, de acordo com a espécie (MAGNUSON et al., 2018).

Em 2008, Roberts e Renwick, administraram oralmente, rebaudiosideo A, esteviosideo
e esteviol marcados [14C] em ratos Sprague-Dawley. A radioatividade dos glicosideos de
esteviol aumentou lentamente no plasma ao longo de um periodo de horas, com um pico de 2
a 8 horas apds a administragcdao. O metabolito predominante no plasma do animal foi o esteviol
indicando que o rato ¢ um bom modelo para avaliagdo da seguranga de glicosideos de
esteviol, pois 0 metabolismo de ratos também produz o metabolito comum, esteviol, apos a
administracao de todos os glicosideos de esteviol. A radioatividade excretada foi encontrada
quase exclusivamente na bile de ratos canulados e nas fezes de ratos nao canulados. Menos de
2% da radioatividade administrada para qualquer um dos compostos do estudo foi encontrada
na urina. Os metabolitos predominantes encontrados na bile e nas fezes foram o glicuronideo
de esteviol e o esteviol, respectivamente. Os autores confirmaram que nenhum dos
glicosideos de esteviol foram metabolizados, ou absorvidos, no trato gastrointestinal superior,
mas ambos foram absorvidos como esteviol apos a degradacao bacteriana no colon. O esteviol
foi, entdo, glucuronizado no figado e transportado, via bile, de volta para o trato intestinal,
onde foi novamente metabolizado por bactérias e depois excretado. Mais de 95% da
radioatividade foi encontrada nas fezes, e nenhuma radioatividade residual significativa foi

encontrada em qualquer 6rgao do corpo até 96 horas ap6s a dosagem.
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Seguranca do uso do adogante natural a base de Stevia

A preocupacdao com os efeitos teratogénicos e sobre a fertilidade promovidos pelo
esteviosideo foi levantada depois que Mazzei-Planas e Kuc (1968) observaram uma redugao
de até¢ 79% da fertilidade de ratas adultas como efeito do consumo de uma decocgdo de
Stevia. Posteriormente, dois estudos realizados com ratos machos trouxeram dados
consistentes com a possibilidade de que o extrato de Stevia pode diminuir a fertilidade em
ratos machos. A administragdo de um extrato aquoso de S. rebaudiana refletiu na reducao do
peso final dos testiculos (MELIS, 1999), da cauda epididimaria (MELIS, 1999) e da vesicula
seminal (OLIVEIRA-FILHO et al., 1989; MELIS, 1999).

Em uma revisdo de literatura com o objetivo de oferecer uma perspectiva sobre o
possivel risco genético associado com o consumo de glicosideos de esteviol e de esteviosideo,
Brusick (2008) concluiu que essas substancias ndo representam risco de dano genético apos o
consumo humano. Com base nos estudos analisados, nenhum dos compostos demonstrou
reacdo direta com o DNA, evidenciando um baixo potencial mutagénico, geralmente limitado
a ensaios in vitro.

Magnuson e colaboradores, em 2008, analisaram somente estudos conduzidos sob
diretrizes de boas praticas e que foram submetidos a revisdes por pares antes de serem aceitos
para publicagdo, sobre o processo de avaliagdo da seguran¢a do rebaudiosideo-A para uso em
alimentos e bebidas. Nesta revisdo, os autores concluiram que os estudos sobre a toxicidade
geral e reprodutiva de rebaudiosideo-A corroboram com estudos realizados com glicosideos
de esteviol purificado, demonstrando seguranca em altos niveis de consumo. Os autores ainda
descrevem os resultados encontrados na literatura quanto a reproducdo e fertilidade. No
entanto, contestam alguns estudos (MAZZEI-PLANAS; KUC, 1968; OLIVEIRA-FILHO et
al., 1989; MELIS, 1999) em relagdo aos efeitos da Stevia sobre a fertilidade de fémeas e
machos, questionando a natureza pura do material de teste administrado e as limitagdes nos
delineamentos experimentais.

Curry, Roberts (2008) administraram rebaudiosideo-A em diferentes concentragdes
através da dieta para duas geracdes de ratos machos e fémeas. Em seus resultados nao
observaram associacdo a quaisquer sinais de toxicidade clinica ou efeitos adversos
relacionados aos parametros de desempenho reprodutivo, incluindo o desempenho do
acasalamento, a fertilidade, o tempo de gestacdo e ciclos estrais, além de motilidade,

concentra¢do ou morfologia dos espermatozoides.
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Gil e colaboradores, 2008, também concluiram que o consumo de extratos de
diferentes concentracdes de S. rebaudiana nao afeta a fertilidade em ratos, porém esta
associado a uma acentuada diminui¢do do peso dos testiculos, além do aumento das
concentragoes de testosterona e estrogeno.

Awney, Massoud e El-Maghrabi (2011) em um estudo exploratério experimental
investigaram os efeitos de trés doses de esteviosideo (alta, baixa e baixa com inulina) em ratos
e ndo observaram efeitos toxicos sobre peso corporal, parametros hematoldgicos e
bioquimicos ou sobre a atividade das enzimas investigadas. Park e Cha (2010) obtiveram
resultados anti-obesogénicos com a suplementacdo de extrato de Stevia em ratos com
obesidade induzida por dieta com alto teor de gordura.

Lemus-Mondaca et al., (2012) reuniram uma selecdo de dados basicos essenciais
provenientes de diversas pesquisas cientificas sobre a Stevia, enfatizando o potencial desta
como um adocante de alta intensidade juntamente com as suas propriedades funcionais e
beneficios terapéuticos. Os autores destacaram a S. rebaudiana como uma boa opg¢do de
adocante, sendo util na dietoterapia daqueles que precisam restringir a ingestdo de
carboidratos. Além disso, reforgaram a sua inocuidade, mostrando-se ndo-mutagénica, nao-
teratogénica e ndo-cancerigena.

Estudos posteriores sobre avaliagdes toxicologicas dos esteviosideo sugerem que € um
composto relativamente seguro, alegando que o adogante ndo seja toxico, viciador,
carcinogénico, mutagénico e teratogénico, ou genotdxicos (PARK; CHA, 2010). Outras
pesquisas descrevem efeitos benéficos decorrentes do consumo de tal adogante, tais como:
antibacteriano, antifungico, anti-inflamatorio, antiviral, antilevedura, cardiotonico e diurético
(MELIS, 1994; SHARMA et al., 2015; CARRERA-LANESTOSA et al., 2017). Além disso,
os efeitos hipotensivos; anti-hiperlipidémicos, antiglicémicos e insulinotrépicos podem
contribuir para o tratamento da DM2, estimulando a secrecao de insulina pelas células do tipo
B do pancreas (MELIS, 1994; PARK; CHA, 2010; CARRERA-LANESTOSA et al., 2017),
além do efeito anti-inflamatorio, antitumoral, antidiarréico, diurético e imunomodulador
(GEUNS, 2002, 2003; JEPPENSEN et al., 2002; GARDANA; SIMONETTI, 2018).

Recentemente, Shivanna e colaboradores (2013), publicaram resultados positivos
sobre as propriedades antioxidantes de folhas de Stevia estudadas em ratos diabéticos. Os
resultados sugerem que os polifendis presentes nas folhas de Stevia sdo os principais
responsaveis pelos multiplos beneficios observados, como reducdo da glicose no sangue,

incremento do nivel de insulina; melhora da capacidade antioxidante; melhora da tolerancia a
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glicose e sensibilidade a insulina; redu¢do dos danos hepaticos e nos rins induzidos pela

estreptozotocina.

Receptores de sabor doce

O ser humano apresenta preferéncia inata ao sabor doce, sendo este um dos fatores
determinantes para o consumo excessivo de acucares. O paladar fornece a possibilidade de
identificar os principais nutrientes antes mesmo da ingestdo e, assim, evitar o consumo de
moléculas com sabor amargo e potencialmente nocivas, como os alcaloides das plantas. Entre
as cinco modalidades basicas de sabor (doce, salgado, amargo, azedo e umami), o gosto doce
¢ um dos principais determinantes da escolha alimentar (LAFFITTE et al., 2014).

No inicio dos anos 2000, estudos identificaram o receptor capaz de detectar a dogura
dos alimentos. Um receptor heterodimero, composto por dois receptores distintos, acoplados a
proteina G (RAPGs): tipo 1, membro 2 (T1R2) e tipo 1, membro 3 (T1R3) (Figura 11). O
receptor de sabor doce TIR2/T1R3 responde a diversos compostos quimicamente distintos,
tais como agucares naturais, adogantes artificiais e naturais, alguns D-aminoécidos e proteinas
de sabor adocicado. S3o expressos, principalmente, nas papilas gustativas da boca (NELSON
etal., 2001; LAFFITTE et al., 2014). J4 o sabor umami ¢ percebido pelo receptor TIR1/T1R3
sensivel a aminodcidos-L, tais como glutamato monossodico e aspartato (BEHRENS;
MEYERHOF, 2011; LAFFITTE et al., 2014).

O receptor de sabor doce TIR2/T1R3, juntamente com varias moléculas de transdugao
de sinal de sabor, € expresso ndo apenas na cavidade oral, mas também em uma variedade de
orgaos, incluindo o trato gastrointestinal, pancreas, bexiga, tecido adiposo e cérebro (Figura
12) (NELSON et al., 2001; ZHANG et al., 2003; ZHAO et al., 2003; CHANDRASHEKAR et
al., 2006; REN et al., 2009; WELLENDORPH et al., 2009; BEHRENS; MEYERHOF, 2011;
Laffitte et al., 2014, BELLOIR; NEIERS; BRIAND, 2017, NUEMKET et al., 2017). Sua
func¢do nos tecidos extraorais ainda nao esta bem esclarecida, no entanto, foi demonstrado que
o receptor de sabor doce expresso nos tecidos pancredticos e gastrointestinais estd envolvido
na sinalizagdo da glicose, na expressdo dos transportadores de glicose e na manutenciao da

homeostase glicémica (LAFFITTE et al., 2014).
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Figura 11 — Estrutura do receptor heterodimero de sabor doce, tipo 1, membro 2 (T1R2) e
tipo 1, membro 3 (T1R3)

>~ DTV
GDA _

> DTM

Legenda: GDA — grande dominio aminoterminal; DTV — dominio do trapézio de Vénus; DRC — dominio curto
rico em cisteina; DTM — dominio transmembrana;,
Nota: Receptores de sabor doce, TIR2 e TIR3, que sdo encontrados principalmente nas papilas gustativas da

boca;
Fonte: Adaptado: LAFFITTE et al., 2014.

A expressao funcional isolada de TIR1 e TIR2 revelou que essas subunidades nao sdo
ativas por si mesmas. As subunidades T1R1, TIR2 e T1R3 sdo membros da pequena familia
de RAPGs de classe C. Os RAPGs de classe C mais estudados incluem os receptores de
glutamato metabotropico, o receptor sensivel ao calcio e o receptor do tipo metabotrépico do
acido aminobutirico B (GABABg). Tais receptores compartilham uma arquitetura comum,
incluindo um grande dominio aminoterminal (GDA). Este GDA cont¢ém um dominio do
trapézio de Vénus (DTV) e um dominio curto rico em cisteina (DRC), que liga o GDA ao
dominio transmembrana (DTM) a-helicoidal -caracteristico dos RAPGs (Figura 11)
(TEMUSSI, 2011; LAFFITTE et al., 2014).

Ensaios celulares e estudos com camundongos nocaute estabeleceram que TIR2/T1R3
¢ o principal receptor de sabor doce. No entanto, estudos com camundongos nocaute, em que
o gene T1R3 foi interrompido, sugeriram que mecanismos adicionais de deteccdo de agucar

poderiam existir (DAMAK et al., 2003).
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Figura 12 — Orgfios extraorais em que os receptores de sabor doce (TIR2 e TIR3) sdo
expressos

Cérebro
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Nota: Principais 6rgdos em que os receptores de sabor doce, TIR2 e T1R3, sdo encontrados em humanos e em
roedores;
Fonte: Adaptado: LAFFITTE et al., 2014.

Na cavidade oral, compostos doces interagem com os receptores de sabor doce
expressos nas membranas apicais das células sensoriais presentes nos botdes gustativos. A
ativacao do receptor de sabor doce, nos botdes gustativos, pelos compostos doces, induz uma
cascata de transducdo intracelular, conduzindo a despolarizacdo das células receptoras
gustativas (Figura 13) (LAFFITTE et al., 2014). A lingua ¢ o 6rgdo muscular que se projeta
para dentro da cavidade oral a partir de superficie inferior, nela encontramos as papilas
linguais que sdo projecdes da mucosa oral que revestem o dorso lingual e que assumem
diversas formas e fungdes. Existem quatro tipos: filiformes, fungiformes, foliadas e
circunvaladas. Com exce¢do das papilas filiformes, as outras trés papilas apresentam botdes
gustativos. Esses botdes sdo estruturas ovais, com uma pequena abertura na superficie
denominada poro gustativo. Sdo encontrados trés tipos principais de células nos botdes
gustativos: (1) as células sensoriais, apresentam microvilosidades na superficie apical e
formam sinapses com neuronios sensoriais aferentes na sua base; (2) células de sustentagdo,
que dao suporte estrutural as células sensoriais; (3) células basas, células-tronco para

renovacao dos outros dois tipos celulares (ROSS; PAWLINA, 2012).
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Além dos botdes gustativos associados as papilas linguais, encontram-se presentes
também no arco glossopalatino, no palato mole e na parede posterior da faringe descendo até
o nivel da cartilagem cricoide (ROSS; PAWLINA, 2012).

Os principais eventos de transducao da sinalizagdo consequente da percep¢ao do sabor
doce foram identificados. A ligagdo de compostos doces ao receptor TIR2/T1R3 resulta na
dissociacdo da proteina G heterotrimérica (a-gustducina, Gb3 e Ggl3), levando a um aumento
na atividade da fosfolipase C-B2 (PLC-B2), que resulta na ativagdo do receptor de inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) e, em seguida, na liberacdo de Ca>", mediada pelo receptor tipo 3, a partir
de reservas intracelulares e abertura de um canal idnico potencialmente transitorio, membro 5
da subfamilia do canal catidonico do receptor transiente (TRPMS) (Figura 13) (IWATSUKI;
UNEYAMA, 2012).

Esse mecanismo de transducdo, comum a detec¢do de sabores doces, umami e
amargos, leva a despolarizacdo da membrana, gerando um potencial de agdo e levando a
liberagdo de trifosfato de adenosina (ATP) como um transmissor para ativar aferéncias
gustativas (Figura 13). Experimentos comportamentais e eletrofisiologicos mostraram que
camundongos nocaute para a o-gustducina (um membro da familia Gai), apresentaram
deficiéncia na detec¢cdo de compostos doces, umami e amargos (TOMONARI et al., 2012).

Alguns inibidores especificos do sabor doce foram usados como ferramentas
farmacologicas nos estudos de cascata de transducdo de sinal ou para investigar as funcdes
fisiologicas do receptor de sabor doce em tecidos orais e extraorais. Os inibidores mais
estudados incluem o lactisole, um inibidor competitivo seletivo da percep¢ao do paladar doce
humano e a gurmarina, um potente inibidor do receptor do sabor doce em roedores
(SIGOILLO et al., 2012).

No estomago, T1R3 e a-gustducina sdo expressos nas células enteroendocrinas do tipo
aberto. Sabe-se que as células enteroenddcrinas secretam grelina, um hormdnio
gastrointestinal orexigénico, que atua como um ligante endogeno do receptor secretagogo do
hormonio do crescimento do tipo la (GHS-Rla) e estd envolvido, principalmente, em
processos que impulsionam os animais a buscarem nutrientes mais energéticos. Depois de um
aumento na concentracdo sanguinea de glicose ou aminodcidos, a liberagdo de grelina ¢
suprimida. Como o T1R3 ¢ expresso em células produtoras de grelina no estdmago, foi
proposto que o TIR3 estd envolvido no ajuste da liberagdo de grelina apos a ingestdo de
glicose (HASS; SCHWARZENBACHE, 2010; JANSSEN et al., 2011). Porém foi observado,
em roedores obesos, que o consumo de ANC ndo afetou os niveis de NPY e POMC

(MITSUTOMI et al., 2014).
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Embora o efeito de moléculas doces na liberacdo de grelina ainda ndo tenha sido
elucidado, experimentos conduzidos com camundongos nocaute, utilizando nuclucina,
demonstraram que, apos a administragdo de uma mistura de sabor amargo, ndo foi observada
supressao da liberacdo de grelina, revelando um papel mais complexo da percepcao do
paladar na deteccdo de nutrientes (HASS; SCHWARZENBACHE, 2010; JANSSEN et al.,
2011).

Figura 13 — Sinalizacdo através de TIR2/TIR3 em células do tipo II de botdes gustativos,
no intestino e nas células f do pancreas
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Nota: Nos botdes gustativos, o TIR2/T1R3 ativado interage com proteinas G heterotriméricas compreendendo o-
gustducina, Gb3 e Ggl3. Apds a dissociagdo das subunidades da proteina G, a subunidade Gbg interage
com a fosfolipase C-B2 (PLC-B2), que por sua vez cliva a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3), produzindo diacilglicerol (DAG). O 1P estimula a liberagdo de Ca®* do reticulo
endoplasmatico (RE) via ativagdo do receptor 1P tipo III (IP3-R). O Ca®" intracelular elevado ativa o canal
TRPMS, levando a despolarizagdo da membrana, que permite que o Pannexin-1 (PX1) do canal de ATP
abra e libere o ATP, que estimula as fibras nervosas eferentes. No intestino, a via de transducdo de sinal é
semelhante ao descrito nas papilas gustativas. A estimulagdo da glicose (Glc) do receptor TIR2/T1R3
desencadeia a secre¢do de duas incretinas, GLP-1 e GIP, e aumenta a expressdo do cotransportador sddio-
glicose-1 (SGLT-1) para a membrana plasmatica. Nas células f do pancreas, o Glc € transportado pelo
transportador de glicose-2 (GLUT-2). A glicdlise leva a um aumento de ATP, levando ao fechamento do
canal Katp, 0 que causa despolarizacdo. Essa despolarizagdo, por sua vez, ativa o canal de calcio voltagem-
dependente (CCVD), levando ao actimulo de Ca’* no citoplasma e a secre¢do de insulina. O receptor
T1R2/T1R3 parece estar envolvido na regulacdo da secreg¢do de insulina. ATP, trifosfato de adenosina;
GIP, péptido insulinotropico dependente da glicose; GLP-1, peptideo do tipo glucagon-1; TRPMS;

Fonte: Adaptado: LAFFITTE et al., 2014.
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A funciao das células enteroendocrinas do tipo aberto ainda € pouco conhecida, embora
haja alguma especulagdo sobre sua atuagdo como detectores quimiossensoriais, devido as suas
semelhangas morfologicas com células gustativas tipo II das papilas e ao fato de expressarem
moléculas gustativas de transdug¢do, como TRPMS e PLC-f2 (IWATSUKI; UNEYAMA,
2012).

Os receptores TIR2 e TIR3 sdo expressos em todo o intestino delgado, em células
enteroenddcrinas (Figura 12) que secretam hormodnios que promovem saciedade: peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) e peptideo insulinotropico dependente da glicose (GIP)
(DYER et al., 2005; JANG et al., 2007; LAFFITTE et al., 2014). Jang e colaboradores, em
2010, demonstraram que camundongos nocaute para a-gustducina ndo secretaram GLP-1 em
resposta a administragdo direta de glicose, confirmando, assim, o envolvimento do receptor de
sabor doce na regulacdo da secrecdo dessas incretinas. Importante ressaltar, que camundongos
nocaute para a-gustducina ou T1R3 demonstraram incapacidade de aumentar a expressao do
cotransportador de sodio-glicose-1 (SGLT-1), ap6s aumento da ingestdo de carboidratos
(MARGOLSKEE et al., 2007).

Finalmente, no duodeno, o nivel de expressao do receptor de sabor doce mostrou ser
regulado pelos niveis de glicose luminal e sist€émica. Em pacientes DM2 esta regulacdo ocorre
de maneira desordenada (YOUN, 2013). Em conjunto, os dados relatados sugerem que tanto o
receptor heterodimero de sabor doce, quanto a a-gustducina, desempenham papéis-chave no
processo de detec¢do de carboidratos do intestino.

Desta maneira, os receptores TIR2/T1R3 apresentam fungdes sobre a secre¢do de
incretinas (GLP-1), captacao de glicose do limen intestinal para os enterocitos (por estimular
a expressao do transportador de glicose dependente de sodio, SGLT-1 e o transportador de
glicose do tipo 2 (GLUT2), e secrecao de insulina (NAKAGAWA et al., 2009).

Um estudo de coorte, com participantes de 20 anos ou mais, sugeriu uma correlacao
entre o uso cronico de adogantes de baixa caloria e um risco crescente de obesidade (CHIA et
al., 2016). Segundo Chao et al., (2016), a expressao da subunidade TIR3 ¢ regulada
negativamente nos neuronios hipotaldmicos de camundongos obesos em comparagdo a
camundongos controle. Os receptores de sabor doce também sdo expressos no tecido adiposo
branco de ratos, no entanto, o T1R3 apresenta expressdo significativamente maior em
comparacgao ao T1R2, sugerindo que uma alta porcentagem de T1R3 est4 presente como um
homoémero (YUN et al, 2016) provavelmente, em uma forma homodimérica

(GHANAVATIAN et al., 2016).
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Masubuchi e colaboradores (2013) demonstraram a presenca do T1R3 em adipocitos,
em processo de diferenciagdo e maduros, além disso, foi verificado que o homodimero T1R3
pode ativar a via de sinaliza¢ao adenilato ciclase. Entretanto, outro estudo, realizado em 2013,
demonstra que os receptores TIR2 e TIR3 estdo presentes durante todo o processo de
adipogénese (SIMON et al., 2013).

Curiosamente, um estudo recente revelou que camundongos nocautes para TIR2 tém
gordura corporal reduzida em comparacdo com camundongos selvagens. Esta descoberta
suporta a proposta de que o TIR2 tenha um papel fundamental na regulagao da biologia do
tecido adiposo (SMITH et al., 2016).

Em humanos, nao foi observado efeito de adogantes nao caloricos sobre a secregdo de
GLP-1, PYY e supressdo da secrecdo de grelina, sugerindo que a estimulagdo dos receptores
T1R2/T1R3 do intestino por si s6 ndo seja suficiente para produzir respostas relevantes destes

peptideos reguladores do apetite (STEINERT et al., 2011).
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1 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a hipernutri¢do no periodo da lactacdo pode alterar o balango energético,
levando ao desenvolvimento da obesidade e alteragdes metabdlicas e morfologicas, como
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hipertrofia do tecido adiposo branco, que persistem
até a idade adulta. Com o aumento da prevaléncia da obesidade, houve um maior consumo de
adocantes nao caldricos pela populacdo como uma alternativa para perda e manutengdo do
peso corporal e controle glicémico, visto que estes adogantes contribuem com o sabor doce
sem acrescentar calorias.

Entretanto, dados da literatura sugerem que os adocantes ndo caldricos ndo sio
compostos inertes, estando associados ao ganho de peso, intolerancia a glicose, aumento da
secrecao de insulina, hiperfagia, alteragdes na adipogénese e lipolise do tecido adiposo
branco, que podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade e suas complicagdes
cronicas, como dislipidemias, doengas cardiovasculares e diabetes do tipo 2. Esses dados
sugerem que os adogantes artificiais amplamente vistos como uma forma de combater a
obesidade e diabetes poderiam, em parte, contribuir para a epidemia global dessas doengas.

Contudo, pouquissimos estudos apresentam a ag¢do dos ANC sobre as alteracdes
moleculares referentes ao metabolismo energético em tecidos periféricos, como por exemplo,
o tecido adiposo branco, importante regulador da homeostase energética e de glicose, além
disso, até o presente momento ndo ha a investigacdo do efeito do consumo cronico do
adogante Stevia no modelo de estudo realizado. Os adogantes sdo quimicamente diversos e,
consequentemente, ndo acarretam os mesmos efeitos fisioldgicos. Desta maneira, torna-se
necessario a investigagdo do efeito do consumo do adocante natural, produzido a partir da
Stevia, com intuito de elucidar os possiveis mecanismos fisiologicos pelos quais o adogante

possa estar envolvido na regulacdo da adiposidade corporal e do metabolismo energético.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo do adogante natural Stevia sobre a resposta metabolica e
a atividade mitocondrial do tecido adiposo branco de camundongos adultos obesos que foram

submetidos a hiperalimentagao durante o periodo de lactagdo.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o peso corporal, consumo alimentar ¢ hidrico do desmame (21 dias) até a
idade adulta (180 dias);

b) Avaliar a composi¢do corporal (massa corporal, gordura visceral, porcentagem de
massa magra e de gordura) antes (90 dias) e apds o tratamento com Stevia (180
dias);

c) Dosagem bioquimica (glicose, triglicerideos e colesterol);

d) Analisar a tolerdncia a glicose antes (90 dias) e apds (180 dias) o consumo de
Stevia;

e) Analisar a morfologia do tecido adiposo branco;

f) Analisar a fun¢do mitocondrial do TAB de animais controle e hiperalimentados,
através do consumo de oxigénio frente a substratos energéticos relacionados a
oxidagdo de acidos graxos através da respirometria de alta resolucdo, e da producao
de ATP por estes tecidos;

g) Avaliar o conteido de marcadores envolvidos na regulacio do metabolismo
energético e sinalizacdo de insulina no TAB: GLUT4, IR-B, IRS-1, PI3K, pAMPK;

h) Analisar a expressdao génica de proteinas que estdo envolvidas no metabolismo

lipidico: FAS, LPL.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e modelo experimental

Para o desenvolvimento do modelo experimental, utilizamos o método de
hiperalimentagdo durante a lactacdo através da reducdo de ninhada (PLAGEMANN et
al.,1992), ja estabelecido em nosso laboratério. Camundongos fémeas da espécie Swiss com 3
meses de idade, fornecidas pelo Instituto Vital Brasil ao biotério do Laboratorio de Fisiologia
da Nutri¢do ¢ do Desenvolvimento, foram acasaladas (3 fémeas: 1 macho), ao terminar o
periodo de acasalamento de camundongos Swiss, as fémeas prenhas foram separadas dos
machos e colocadas em gaiolas individuais de polipropileno recebendo agua e ragdo
comercial padrdo Nuvilab® ad. Libtum. No segundo dia apds o nascimento dos filhotes, as

ninhadas foram ajustadas para 9 filhotes por lactante e divididos em dois grupos:

a) Grupo Controle (GC): ninhadas de lactantes que amamentaram 9 filhotes (6
machos e 3 fémeas) com dieta normal (25% de proteina) até o 21° dia (final da
lactagdo ou desmame). No desmame, o grupo controle foi ajustado para seis

camundongos machos por gaiola, at¢ completarem 180 dias de vida (Figura 14).

b) Grupo Hiperalimentado (GH): ninhadas de lactantes que amamentaram 9
filhotes com dieta normal (25% de proteina) até o 3° dia, neste dia a ninhada foi
reduzida somente a 3 filhotes machos por gaiola, onde estes permaneceram com a

lactante até o 21° dia (final da lactagdo ou desmame) (Figura 14).
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Figura 14 — Esquema do modelo de reducdo de ninhada e formagdo dos grupos
hiperalimentado e controle até 180 dias de vida
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Legenda: GC — grupo controle; GH — grupo hiperalimentado; 0 — dia do nascimento; 3 — terceiro dia apds o
nascimento; 21 — vinte e um dias apds o nascimento; 180 — dia da eutanasia; & machos;

Nota: Modelo de redugdo de ninhada;

Fonte: A autora, 2018.

Aos 90 dias de vida, os grupos controle e hiperalimentado foram divididos em dois
subgrupos, grupo controle e hiperalimentado que receberam agua contendo 0,3% de Stevia
(GC-ST e GH-ST) ou grupo controle e hiperalimentado que receberam agua pura (GC-AG e
GH-AG) (Figura 15). Os animais receberam dieta comercial padrao Nuvilab® e dgua pura ou
agua com Stevia ad [ibitum por 12 semanas (dos 90 até os 180 dias de vida). Foram mantidos
em condicoes padrdo de temperatura (23+1°C), umidade controlada (60+£10%), o ambiente foi
submetido a ciclos de 12 horas de claro/escuro (07:00h as 19:00h) e o ciclos de exaustao do ar

(15 min/hora).
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Figura 15 — Modelo de divisdao dos grupos hiperalimentado e controle em subgrupos até¢ 180
dias de vida

Animais e Tratamento

6h de Jejum

Swiss ,
| ' STEVIA | '1'1]'3
- 8 . GH-ST 180
GH & | & AGUA > &
" 1
) v . I . 0 . o 9[]'
: B iGua E'ﬂ'f'
g GH-AG 180
Swiss — " STEVIA | '11]'3
s i . GC-ST 180
GC - = [Acua

0 g 9 =

‘, AGUA E-[I-F

GC-AG 180

Legenda: GC - grupo controle; GC-AG - grupo controle agua; GC-ST - grupo controle Stevia; GH - grupo
hiperalimentado; GH-AG - grupo hiperalimentado agua; GH-ST - grupo hiperalimentado Stevia;

Nota: Modelo de divisdo de subgrupos e tratamento até os 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2018.

Os camundongos foram eutanasiados em condi¢des de jejum (6 horas). Para a
realizacdo de todos os experimentos foram utilizados 6 animais machos de cada ninhada
totalizando um n de 8 a 15 animais por grupo. Os animais foram tratados de acordo com os
principios €ticos da experimentacdo animal, usados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e os protocolos experimentais aprovados pelo comité de
ética do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro (CEUA|053|2017).
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3.2 Composicao e obtenciao do adocante natural Stevia

O critério de selecao para determinag¢ao do adogante utilizado no presente estudo foi a
composicdo do mesmo (Stevia como o unico edulcorante da lista de ingredientes do
adocante). O adogante a base de Stevia (Stevita Soul®) foi adquirido através de doagdo pela
empresa produtora (Stevita Soul, Maringa, PR, Brasil).

O produto fornecido ¢ descrito pelo fabricante como um péd de coloragdo branco a
amarelo claro, inodoro ou com leve odor caracteristico. Apresenta poder edulcorate de 200 a
300 vezes mais doce que a sacarose. Constituido por todos os nove glicosideos de esteviol,
sendo o esteviosideo (C3sHe0oO13) € o rebaudiosideo A (Ca4H70023) presentes em maiores

quantidades. Possui mais de 99% de pureza (ANEXO).

3.3 Analise do ganho de peso corporal dos animais durante o crescimento

Para acompanhar o ganho de peso apds o nascimento, os animais foram pesados
semanalmente a partir do 10° dia de vida pds-natal até os 180 dias em mini balanca digital
(professional digital table scale MOD 1200). Os animais também foram pesados em dias
especificos: aos 10, 21, 30, 45, 60, 90, 120, 145, 160 e 180 dias de vida, pois tais dias de vida

marcam periodos importantes durante o crescimento dos animais.

3.4 Consumo alimentar e hidrico

Apds o desmame, o consumo alimentar e hidrico (dgua pura ou dgua com adi¢do do
adogante natural) foram acompanhados a cada dois dias até que os animais completassem 180
dias de vida. Através da técnica de resto-ingesta, foi possivel calcular o consumo alimentar
dos animais, a quantidade de ra¢do ingerida foi estimada pela diferenga entre o peso da ragao
que restou na gaiola (Rf — racdo final) e a quantidade total colocada dois dias antes (Ri —

racdo inicial), de acordo com a férmula:
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(Ri- Rf) =2
Ingestdo de ragio (g) = —

O “n” corresponde ao nimero de animais em cada gaiola (sendo 3 animais nas caixas
dos grupos hiperalimentados e 6 animais nas caixas dos grupos controles), e “2” corresponde
ao numero de dias.

O consumo alimentar e hidrico foi corrigido pela massa corporal de acordo com as

seguintes formulas:

(a) Consumo alimentar

somatdrio da ragdo ingerida (g) + 2

Consumo alimentar corrigido pela MC = —
somatorio da massa corporal (g)

(b) Consumo hidrico

somatdrio da ingestdo hidrica(ml) + 2

Consumo hidrico corrigido pela MC = —
somatdrio da massa corporal (g)

O somatdrio da ingestdo alimentar e hidrica foi dividido por dois (referente ao
intervalo de dias do resto-ingesta) para estimar o consumo diario de cada caixa. Tal valor foi

dividido pelo somatorio da massa corporal da caixa correspondente.

3.5 Ressonancia magnética nuclear

A composicao corporal dos animais controles e hiperalimentados foi verificada através
da ressondncia magnética nuclear (RMN) Em PN178. Aos 90 dias de vida (antes do
tratamento ser iniciado) e aos 180 (ao final do tratamento), a massa total de gordura corporal e
a massa magra (massa livre de gordura) foram analisadas utilizando RMN para pequenos
animais vivos, sem a utilizacdo de anestesia prévia. Os camundongos foram digitalizados
pelos equipamentos (Whole Body Composition Analyzer, Bruker&#39;s Minispec LF90 TD-
NMR, Rheinstetten, Alemanha). No dia do teste, uma verificacao de controle de qualidade das

tensdes internas, temperatura, imas e parametros de RMN foi realizada usando um padrao
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fornecido pelo fabricante. Os animais foram colocados em um cilindro de plastico
transparente e imobilizados pela inser¢do de um émbolo ajustado no cilindro. O tubo foi
colocado na camara de leitura do equipamento por aproximadamente 2 minutos, para a leitura.
A avaliagao foi cega porque o técnico de RMN ndo conhecia o protocolo experimental. Os

dados foram expressos em % de massa gorda e % de massa magra.

3.6 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Ap6s o jejum de 6 horas, realizamos o teste intraperitoneal de tolerancia a glicose nos
camundongos de ambos os grupos ao final do periodo experimental (180 dias). Os animais
receberam uma injec¢do intraperitoneal de glicose (1g/Kg de peso) e a glicemia foi verificada
através do sangue retirado da veia da cauda do animal com o auxilio de glicosimetro (Accu-
Check Active®, Roche Diagnostics, Germany). As amostras de sangue foram coletadas antes
da injecdo de glicose (tempo 0) e aos 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administragdo de

glicose.

3.7 Eutanasia e coleta de tecidos

Apos seis horas de jejum, a glicemia plasmatica dos animais dos grupos controle e
hiperalimentado foi determinada através do sangue caudal com auxilio de glicosimetro e fitas
teste (Accu-Check Active ®, Roche Diagnostic), os resultados foram expressos em mg/dl. Em
seguida, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de Avertin (2,2,2-
tribromoethanol, 2-metil-2-butanol) — 0,02 ml/g de peso corporal. Com os animais sob o
efeito da anestesia, o torax foi aberto para a coleta de sangue e retirada dos tecidos. O tecido
adiposo branco foi removido, pesado e armazenado em freezer -70°C para a realizagdo de
diversas técnicas. Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com os protocolos

aprovados pelo comité de ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
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3.8 Analise dos parametros bioquimicos, plasmaticos e dosagem hormonal

As amostras de sangue dos animais foram coletadas na cavidade toracica e,
posteriormente, vertidas em tubo de ensaio contendo EDTA K3 (concentracdo final de 1.735
mg/mL). Imediatamente, foram centrifugadas a 3000rpm durante 15 minutos a 4°C para a
separacao do plasma, em seguida o plasma foi aliquotado e mantido a -20°C para posterior
quantificagdo das concentragdes de triglicerideos e colesterol que foram avaliadas por método

colorimétrico utilizando kits comerciais especificos (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.9 Mensuracio da gordura epididimal e figado

A gordura epididimal (GE) dos animais inclui o tecido adiposo ao redor dos ureteres,
bexiga e epididimo, que foi completamente removida de ambos os lados do animal controle e
hiperalimentado, foi pesada, assim como o figado, em balanga eletronica de precisao
(BIOPRECISA-FA-2104N®).

3.10 Comprimento naso-anal e comprimento da tibia

Mensurou-se o comprimento naso-anal dos animais dos grupos controles e
hiperalimentados, com auxilio de paquimetro para analise do indice de Lee (raiz cubica da
massa corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) x 1000). A tibia esquerda foi dissecada e o

seu comprimento (CT) foi aferido com auxilio de paquimetro.

3.11 Analise histologica

Apoés a eutanasia, parte do tecido adiposo branco (aproximadamente 100 mg) dos

grupos experimentais foi coletada e fixada em formol tamponado por 72 horas. Apos este
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periodo, o tecido foi desidratado em série crescente de dlcool, diafinizado em xilol, infiltrado
em banhos de parafina e, por ultimo, incluido em parafina. Os blocos de parafina foram
cortados em microtomo com secgdes de Sum e os cortes corados com método de
Hematoxilina e Eosina.

As imagens digitais foram capturadas com o sistema de camera de video Optronics
CCD ao microscopio de luz Olympus BX 53, na objetiva de 40x. Foram utilizadas 5 1aminas

por animal, dos quais foram selecionados 10 campos aleatorios.

3. 12 Analise das proteinas através de western Blotting

3.12.1 Lise do tecido adiposo branco

A gordura epdidimal dos animais foi retirada, pesada e congelada imediatamente em
nitrogénio liquido para posterior analise através da técnica de Western Blotting. Os materiais
foram lisados em 20 mm Tris HCI (pH 7.5), 150 mm NaCl, 5 mm EDTA, 10 mm NaF, 2 mm
Na3Vo4, 1% NP-40, 0.1% SDS, acrescentado com o inibidor de protease: Complete EDTA-
Free (Roche Diagnostics, California, USA), por trituragdo manual com o homogeneizador e
posteriormente deixado em repouso no gelo por 30 minutos. Apos a lise, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 8.000rpm a 4°C (Centrifugue 5430 R®, Eppendorf) e o
sobrenadante coletado e transferido para novos eppendorfs, sendo centrifugado novamente

pelo mesmo tempo e na mesma velocidade e armazenado em freezer -70°C.

3.12.2 Analise por Western Blotting

A concentragdo de proteinas totais foi determinada através do método colorimétrico
BCA (BCATM Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford U.S.A). Em seguida, o lisado
foi desnaturado em solugdo tampao (SDS 0.1%, NaOH 10N, 2p-mercaptoetanol 5%, glicerol

10%, azul de bromofenol 0,001%) por 3 minutos a 100°C. O contetido das proteinas presentes
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nos extratos celulares foi determinado através da utilizagdo de eletroforese em gel para
separar as proteinas desnaturadas por peso molecular.

As proteinas totais (15ug de proteina) foram separadas em gel de poliacrilamida
(acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%, TEMED®, SDS 0,4%, Tris 1,5M) a 8§, 10,
12 ou 15%, juntamente com o padrdo de peso molecular para proteinas (GE-Healthcare Life
Sciences®) e submetidas a eletroforese SDS-PAGE em cuba de eletroforese. Em seguida, as
proteinas foram transferidas para membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia
Biotech®, Piscataway/ U.S.A). As membranas foram incubadas em solugao de bloqueio TBS-
Tween (1% de Tween 20) com 5% de leite em p6 desnatado a 25°C por 1 hora de agitagdo
constante. Posteriormente, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios: anti-
pAMPKa (sc-33524), anti-PI3K (sc-423), anti-IRf (sc-711), anti-IRS1 (sc-559), anti-GLUT4
(sc-53566) overnight. Foi utilizado anti-actina (A2066, 1:1000, Sigma-Aldrich) como
controle endogeno.

Apds o periodo overnight, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios conjugados com biotina adequados anti-rabbit, anti-goat ou anti-mouse (SC-
2040, SC-2042, SC-2039 — 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:5000 ou 1:8000, Santa Cruz
Biotechnology), seguido por 1h de incubagdo com estreptavidina peroxidase conjugada na
mesma propor¢do dos secundarios. A imunorreatividade foi visualizada por
quimioluminescéncia (ECL-Plus, Amersham Biosciences ou Thermo Scientific), e
subsequentemente quantificados por densitometria utilizando o software Image J® (NIH,

Bethesda, MD, EUA).

3.13 Analise da funcio mitocondrial por Respirometria de Alta Resoluciao

3.13.1 Obtencéao do tecido adiposo epididimal permeabilizado

O tecido adiposo branco epididimal foi retirado e rapidamente imerso em solugao de
relaxamento e preservacdo BIOPS (em mM: CaK,EGTA 2.77, KoEGTA 7.23, MgCl 6.56,
ditiotreitol 0.5, K-MES 50, imidazol 20, taurina 20, Na;ATP 5.77, fosfocreatina 15, pH 7,1
ajustado a 25°C) contida em uma placa de petri, sobre gelo. Apds imersdo do tecido adiposo

branco em BIOPS gelada, aproximadamente 50-70mg de peso imido foram retirados. Usando
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pingas microcirargicas, cuidadosamente, o tecido foi dissecado para retirada de vasos
sanguineos remanescentes. Apods a dissecacdo, o tecido adiposo branco foi lavado por 10
minutos em meio de respiragdo mitocondrial MIR0S5 (em mM: EGTA 0.5, MgCl» 3.0, K-MES
60, taurina 20, KxHPO4 10, HEPES 20, Sacarose 110 e BSA 1g/L, pH 7,1 ajustado a 25°C) no

gelo. Em seguida, prosseguimos com o protocolo da respirometria descrito abaixo.

3.13.2 Respirometria de alta resolucdo

O tecido adiposo epididimal foi pesado em balanca analitica e 5 a 7 mg de tecido
foram adicionados as cimaras do oxigrafo OROBOROS® Oxygraph-2k (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Austria) contendo 2ml de MIR05 a 37°C. Todas as analises foram
realizadas em concentragdes de oxigénio superiores a 400 nmol O..ml™!. As taxas de consumo
de oxigénio foram expressas como pmol de O2.s"'.mg de peso umido™!. Para permeabilizacio
do tecido utilizamos digitonina SmM. O estudo foi realizado utilizando os seguintes
substratos (em mM): Palmitoil-L-carnitina 0.02, malato 2 e ADP 5, para avaliar a oxidagao
relacionada a 4cidos graxos. Ao final da adigdo dos substratos na camara referente ao
protocolo de oxidagdo, foram realizadas titulagdes subsequentes de 0,5uM do desacoplador
FCCP (carbonil cianeto trifluoro-metoxi fenilhidrazona) até que fosse alcancado a respiragao
maxima no estado desacoplado. Logo, quando uma adi¢do de seguimento do FCCP nao
resultava em aumento do fluxo respiratorio, era considerada, entdo, como capacidade maxima
da respiragdo. Os parametros respiratorios foram definidos como: estado 1 - taxa respiratoria
basal, sem adi¢ao dos substratos; estado 2 - antes da adigdo de adenosina difosfato (ADP);
estado 3 (Complexo I) - taxa respiratoria maxima estimulada por ADP (5 mM); e estado 4 -
taxa respiratdria maxima apds adicdo do desacoplador FCCP. Para examinar a integridade
mitocondrial através de todas as preparacodes, a respiragao foi mensurada em presenca de
10uM de citocromo c.

A razdo do controle de desacoplamento (RCD) foi calculada através da razdo entre a
respiracdo desacoplada maxima por FCCP (estado 4) e o estado 3 maximo (KRAUNS et al.,
2010).
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3.14 Determinacio das concentracoes de ATP

No momento do sacrificio foram retirados 50mg de tecido (gordura epididimal) para a
analise de ATP, onde este foi imediatamente homogeneizado em 1ml de acido tricloroacético
(1%) para ocorrer a preciptagdo das proteinas e preservacdo do ATP conforme descrito
previmente por Stanley (1969). As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 3000rpm e
a 4°C, o sobrenadante foi coletado e, em seguida, o pH foi ajustado para 7,0 e as amostras
foram congeladas em freezer -70°C.

As concentracdes de ATP foram determinadas por ensaio de bioluminescéncia
baseado na reagdo luciferina/luciferase através do kit especifico ATP Determination
A22066® (Molecular ProbesTM, Invitrogen, EUA), foi utilizado o comprimento de onda de

535nm. Os valores estdo expressos em milimol (mmol).

3.15 Reac¢ao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

3.15.1 Extracdo do RNA total

O RNA foi isolado a partir de 200mg de tecido adiposo epididimal utilizando kit
RNeasy de extragdo de tecidos de lipidios (QIAGEN, Valencia, CA) seguindo as instrucdes
do fabricante. Posteriormente, o pellet foi ressuspenso em 30ul de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) e incubado a 60°C, por 10 minutos, para melhor dissolugdo do RNA.

Quantidade e qualidade do RNA foi determinada utilizando um espectrofotometro
NanoVue ® Plus (GE Healthcare, EUA). Aliquotas do RNA total foram diluidas em agua
DEPC estéril. As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 260nm para acido
nucléico e 280nm para contaminantes proteicos. A relacdo entre essas leituras demonstrou
uma razao maior que 1,6, garantindo a qualidade do RNA obtido, segundo as exigéncias

vigentes para a biologia molecular.

3.15.2 PCR em tempo real
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O RNA total extraido (2,0 pg) foi reversamente transcrito em cDNA a 42°C, na
presenca da enzima transcriptase reversa ¢ de Random primers. As reagdes de RT-PCR em
tempo real foram realizadas utilizando Tag-Man Universal PCR Master Mix® (Applied
Biosystems) com volume de reacao de 25 pl. Todas as reagdes foram realizadas em triplicatas
com controle negativo. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o sistema de deteccao
ABI Prism 7500® (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes de amplificacdo: 2 min a
50°C, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. A quantificacdo relativa de
cDNA foi obtida pelo software do sistema 7500, que utiliza 0 método comparativo (AACT).
Primers e sondas especificas para TagMan (LPL, FASn e GAPDH) foram obtidos a partir do
catalogo de expressdo génica ABI TaqMan® (Foster City, CA, EUA). Este kit de ensaio
contém uma mistura de reacdo mix 20x, de deteccdo de jungdes éxon-éxon otimizado para se

obter aproximadamente 100% de eficiéncia.

3.16 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ desvio padrao de 8 a 15 animais por
grupo. Todos os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal e homogeneidade
de variancia através do teste Kolmogorov-Smirnov.

Foi utilizado para analise estatistica do peso corporal, Two-way ANOVA de medidas
repetidas (MR).

O efeito da hiperalimentacdo durante a lactacdo e o consumo de Stevia sob as
variaveis estudadas foram analisados por Two way ANOVA seguido do pods-teste de
Bonferroni com multiplas comparagdes, através do software Graph Pad Prisma 7.00 (San

Diego, CA, USA), considerando nivel de significancia de P<0,05.



76

4 RESULTADOS

4.1 Consumo alimentar semanal corrigido pela massa corporal dos grupos controles e

hiperalimentados até 180 dias de vida

Apo6s o desmame, aos 21 dias de vida, a ingestdo alimentar dos animais do presente
estudo foi avaliada até que os mesmos completassem 180 dias de vida. Nao houve diferenca
significativa na ingestdo de ragdo ao longo do tempo entre os grupos estudados. O consumo

alimentar dos animais foi corrigido pela massa corporal.

Figura 16 — Consumo alimentar semanal corrigido pela massa corporal dos grupos controles
e hiperalimentados até 180 dias de vida
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Legenda: g — gramas; Kg — quilogramas;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média + EPM, n = 7-15 animais por grupo. A figura representa a

quantidade de racdo (g) consumida, corrigida pela massa corporal (g);
Fonte: A autora, 2018.
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4.2 Avaliacdo da ingestio semanal de liquidos corrigida pela massa corporal de

camundongos controles e hiperalimentados dos 90 até 180 dias de vida

Ao completarem 12 semanas de vida (90 dias), a ingestdo de liquidos (4gua pura ou
agua com Stevia) pelos animas foi avaliada até os 180 dias de vida. Nao houve diferenca
significativa na ingestdo hidrica ao longo do tempo entre os grupos estudados. O consumo

hidrico dos animais foi corrigido pela massa corporal dos mesmos.

Figura 17 — Avaliagdo da ingestdo hidrica semanal corrigida pela massa corporal de
camundongos controles e hiperalimentados dos 90 até 180 dias de vida

--- Controle Agua
0.324 — Controle Stevia
- Hiperalimenado Agua

— Hiperalimentado Stévia

0.244

0.224 /\
NN

0.164 | ~. 'g:::;;:::
FES:T T~ "\\‘ o= -

0.144 | N BT S S S P
0.12- '

-
e

-

T 3 L L
AN L B . -
% ==~ . 4 -

wl ==

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2

Semanas

0.10

Legenda: g — gramas; Kg — quilogramas; ml — mililitros

Nota: Os resultados sdo expressos como Média = EPM, n = 7-15 animais por grupo. A figura representa a
quantidade de racdo (g) consumida, corrigida pela massa corporal (g);
Fonte: A autora, 2018.
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4.3 Efeitos da hiperalimentacdo durante a lactacdo e do consumo de adocante natural

Stevia sobre a massa corporal de camundongos até 180 dias de vida

Através da pesagem semanal dos animais foi possivel avaliar a variacdo da massa
corporal de todos os grupos estudados. Observamos que os animais hiperalimentados no
inicio da lactagdo (GH-AG e GH-ST) apresentaram aumento significativo no ganho de massa
corporal (P<0,005) desde a terceira semana de vida (21 dias), e este permaneceu ao longo de
todas as semanas de acompanhamento (180 dias de vida), quando comparados com seus
respectivos grupos controles (GC-AG e GC-ST).

Quando comparamos os grupos hiperalimentados (GH-AG e GH-ST), ¢ possivel
observar um menor ganhor de massa corporal significativa (P<0,005), que ocorre a partir da
16" semana que permanece até o final do tratamento. Apesar da diminui¢do da massa corporal
encontrada no grupo hiperalimentado que recebeu o adogante, tal reducdo ndo foi capaz de
diminuir o percentual de gordura corporal nesse mesmo grupo (Figura 20).

Nao houve diferenga significativa entre os grupos controles (GC-AG e GC-ST),
demonstrando que a Stevia promoveu efeitos distintos de acordo com o estado nutricional do

animal.
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Figura 18 — Avaliagdo da massa corporal (g) semanal de camundongos controles e
hiperalimentados durante a lactagao até os 180 dias de vida
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Legenda: g — gramas; * - inicio do tratamento; a, significativo em comparagdo com GC-AG; b, significativo em

comparagdo com GC-ST; c, significativo em compara¢do com GH-AG; g — gramas;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média = EPM, n = 10-15 animais por grupo. A figura representa o peso
corporal semanal dos animais controles e hiperalimentados, que foi aferido a partir da terceira semana de
vida dos animais até os 180 dias; Na 12* semana de vida dos animais iniciamos o tratamento com Stevia
nos grupos controle e hiperalimentado;

Fonte: A autora, 2018.
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4.4 Massa corporal dos grupos controles e hiperalimentados aos 90 e 180 de vida

Através da técnica de ressondncia magnética nuclear foi possivel analisar a
composi¢do corporal dos animais. Aos 90 dias de vida, observamos que os animais ja
apresentavam uma diferenca significativa de massa corporal, resultante da hiperalimentagao
durante a lactagdo. Os animais hiperalimentados (GH-AG e GH-ST) apresentaram um
aumento significativo de 22% no ganho de peso (P<0,0001) quando comparados com os
animais dos seus respectivos grupos controles (GC-AG e GC-ST).

Aos 180 dias de vida essa diferenca ainda ¢ observada, no entanto, torna-se maior
entre os animais que somente receberam agua (GC-AG e GH-AG) (32%, P<0,0001) e menor
entre os que receberam Stevia (GC-ST e GH-ST) (17%, P<0,0001). Podemos observar, ainda,
que apds o tratamento com Stevia o grupo hiperalimentado que recebeu o adogante natural
(GH-ST) sofreu uma diminui¢do significativa de 14% (P<0,0001) da massa corporal quando
comparado com o grupo hiperalimentado que ndo recebeu Stevia (GH-AQG).

Nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos controles (GC-AG e GC-ST).

Figura 19 — Massa corporal dos grupos controles e hiperalimentados aos 90 e 180 dias de
vida

Legenda: a, significativo em comparagdo com GC-AG; b, significativo em comparagdo com GC-ST; c,
significativo em comparagdo com GH-AG; g — gramas;
Nota: Os resultados sdo expressos como Média + EPM, n = 7-11 animais por grupo. A figura representa a massa
corporal (g) dos animais controles e hiperalimentados, aos 90 e 180 dias de vida;
Fonte: A autora, 2018.
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4.5 Porcentagem de gordura corporal dos grupos controles e hiperalimentados aos 90 e

180 dias de vida

Podemos observar que aos 90 dias de vida, os animais apresentaram uma diferenga
significativa da porcentagem de gordura corporal devido a hipernutri¢do durante a lactacgao.
Os animais hiperalimentados (GH-AG e GH-ST) possuiram maior quantidade de gordura
corporal, 25% e 29% (P<0,005), quando comparados aos seus respectivos grupos controle
(GC-AG e GC-ST).

Aos 180 dias de vida essa diferenca passa a ser de 40% (P<0,0001) entre os grupos
que receberam apenas agua (GC-AG e GH-AG) e de 39% (P<0,0001) entre os grupos que
receberam Stevia (GC-ST e GH-ST).

Podemos observar, ainda, que o grupo GC-ST apresentou um aumento significativo de
51% (P<0,0001) da quantidade de gordura corporal quando comparado com o grupo GC-AG,
no entanto, esse aumento de gordura corporal nao foi capaz de aumentar significativamente a

massa corporal deste grupo (GC-ST) (Figura 19).

Figura 20 — Porcentagem de gordura corporal dos grupos controles e hiperalimentados aos

90 e 180 dias de vida

Legenda: a, significativo em comparagdo com GC-AG; b, significativo em comparacdo com GC-ST; c,
significativo em comparagdo com GH-AG; % = porcentagem;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média = EPM, n = 8-12 animais por grupo. A figura representa a
quantidade de gordura corporal (%) dos animais controles e hiperalimentados, aos 90 e 180 dias de vida;
Fonte: A autora, 2018.
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4.6 Porcentagem de massa magra dos grupos controle e hiperalimentados aos 90 e 180

dias de vida

Aos 90 dias de vida, os animais ndo apresentaram diferenca significativa na
quantidade de massa magra corporal. Entretanto, aos 180 dias de vida podemos observar uma
diminui¢do significativa de massa magra devido ao efeito da hiperalimentagao durante a
lactacdo, onde os animais hiperalimentados (GH-AG e GH-ST) apresentaram uma diminuigao
significativa de 17 e 12% (P<0,0001) de massa magra, quando comparados com seus
respectivos controles (GC-AG e GC-ST).

Nao ocorreu diferenga significativa entre os grupos controles (GC-AG e GC-ST).

Figura 21 — Porcentagem de massa magra dos grupos controles e hiperalimentados aos 90 e
180 dias de vida

Legenda: a, significativo em comparagdo com GC-AG; b, significativo em comparagdo com GC-ST; c,

significativo em comparagdo com GH-AG; % = porcentagem;

Nota: Os resultados s@o expressos como Média + EPM, n = 8-12 animais por grupo. A figura representa a
quantidade de massa magra (%) dos animais controles e hiperalimentados, aferidas aos 90 e 180 dias de
vida;

Fonte: A autora, 2018.
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4.7 Parametros biométricos e morfométricos dos grupos controles e hiperalimentados

aos 180 dias de vida

Observamos que a hiperalimentagdo durante a lactacdo foi capaz de promover um
aumento significativo de 34% (P<0,0001) na massa corporal dos animais do grupo GH-AG,
quando comparados com seu respectivo grupo controle (GC-AG). Quando comparamos os
animais suplementados com Stevia (GH-ST e GC-ST), o aumento foi de 21% (P<0,005). Foi
possivel observar, ainda, uma diminui¢do significativa de 13% (P<0,005) da massa corporal
do grupo GH-ST quando comparado com o grupo GH-AG (Tabela 1).

Como resultado das alteragdes observadas na massa corporal dos animais, os grupos
hiperalimentados (GH-AG e GH-ST) apresentaram um aumento significativo do Indice de
Lee (P<0,01) quando comparados com os seus respectivos grupos controles (GC-AH e GC-
ST) (Tabela 1).

A gordura epididimal dos animais GH-AG apresentou um aumento significativo de
211% (P<0,0001) quando comparados com o grupo GC-AG. O grupo GC-ST apresentou um
aumento significativo de 324% (P<0,0001), quando comparado com o grupo GC-AG, tal
aumento ndo foi capaz de refletir em acréscimo de peso corporal pelo mesmo grupo (Figura
20). No entanto a Stevia apresentou efeito contrario no grupo hiperalimentado (GH-ST),
tendo em vista uma diminuigdo significativa (P<0,01) no peso do GE quando comparado com
o grupo hiperalimentado que ndo recebeu o adogante (GH-AG) (Tabela 1).

A hipernutri¢ao, durante a lactacdo, foi capaz de promover um aumento significativo
(P<0,0001) do peso do figado nos grupos hiperalimentados (GH-AG e GH-ST) quando
comparados aos seus respectivos controles (GC-AG e GC-ST).

Nao foi observada diferenca significativa, entre os grupos, no comprimento naso-anal

corrigido pelo comprimento da tibia e no peso do figado corrigido pela massa corporal.
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Tabela 1 — Parametros biométricos e morfométricos dos grupos controles e
hiperalimentado aos 180 dias de vida

Grupo controle ~ Grupo controle . Gmp N . Glf“po
. , . hiperalimentado  hiperalimentado
Parametros agua Stevia 4gua Stevia
(GC-AQG) (GC-ST) (GH-AG) (GH-ST)
Massa a b,
sl (@) 48,97 £ 0,81 4745 £ 0,95 66,10 + 1,33 57,79 + 1,37
Comprimento
naso anal (cm) / 4,35+ 0,04 4,51 +0,04 4,54+ 0,046 4,69+ 0,07
comprimento da
tibia (cm)
indice de Lee 356,80 2,42 351,63 £ 1,80 371,09 + 3’03a 365,43 + 3,28b
Gordura a a c
e +
epididimal (g) 0,87+ 0,06 1,84 + 0,08 2,82+ 0,09 2,20+0,16
Peso do 1,85 = 0,03 1,85 = 0,04 . b
figado (g) ) ) > > 2,42 + 0,07 2,45+ 0,09
Razdo

peso do figado(g)/ 0,0395 +0,0005 0,0386 = 0,0006 0,0381 +0,0009 0,0392 + 0,0009
massa corporal (g)

Legenda: GC-AG — grupo controle agua; GC-ST — grupo controle Stevia; GH-AG — grupo hiperalimentado
agua; GH-ST — grupo hiperalimentado Stevia. a, significativo em comparagdo com GC-AG; b,
significativo em comparagdo ao GC-ST; c, significativo em comparagdo ao GH-AG; g — gramas; cm —
centimetros;

Nota: Resultados expressos como Média + E.P.M. n= 16 -69 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.8 Efeitos do consumo do adocante natural Stevia sobre parimetros metabélicos de

camundongos hiperalimentados durante o periodo da lacta¢io aos 180 dias de vida

Foram analisados os efeitos da hiperalimentacdo, durante a lactacdo, sobre os
parametros metabolicos de camundongos aos 180 dias de vida. Os animais hiperalimentados
(GH-AG) apresentaram maiores indices de glicemia (37%, P<0,0001), quando comparados
aos animais controle (GC-AG). A suplementagdo com o adogante natural foi capaz de reduzir
significativamente (31%, P<0,0001) a glicemia nos animais hiperalimentados (GH-ST)
quando comparados com o grupo hiperalimentado que nio recebeu Stevia (GH-ST) (Tabela
2).

Observamos que o consumo de Stevia induziu um aumento significado de 40%
(P<0,05) na concentracdo de colesterol total no grupo hiperalimentado (GH-ST) quando
comparado, com o grupo hiperalimentado que ndo ingeriu o adogante natural (GH-AG).

O consumo do adogante foi capaz, ainda, de promover um aumento significativo de
50% (P<0,01) e de 90% (P<0,0001) na concentracdo de triglicerideos do grupo
hiperalimentado (GH-ST) quando comparado, respectivamente, com o grupo controle Stevia

(GC-ST) e o grupo hiperalimentado agua (GH-AG) (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros bioquimicos dos grupos controles e hiperalimentados aos 180 dias

de vida
Grupo Grupo
Grupo controle ~ Grupo controle hi . . :
A . . iperalimentado  hiperalimentado
Parametros agua Stevia hgua Stevia
(GC-AG) (GC-ST) (GH-AG) (GH-ST)
Glicemia 138,38 +4,85  131,92+338  189,65+751° 144,72+ 10,82°
(mg/dL)
Colesterol total 3¢ 45, 3 47 54,54 4,32 46424126 6533 +586°
(mg/dL)
P caceticss 39,22 + 3,03 42,87 + 3,95 33,71£320 64.54 = 6.65 be
(mg/dL) 9 9 2 2 2 b s ’

Legenda: GC-AG — grupo controle agua; GC-ST — grupo controle Stevia, GH-AG — grupo hiperalimentado
agua; GH-ST — grupo hiperalimentado Stevia. a, significativo em comparacdo com GC-AG; b,
significativo em comparagdo ao GC-ST; ¢, significativo em comparagdo ao GH-AG; mg — miligrama;
dL — decilitro; g tec — gramas de tecido;

Nota: Resultados expressos como Média = E.P.M. n= 7-11 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.9 Teste intraperitoneal de tolerincia a glicose em camundongos controles e

hiperalimentados aos 180 dias de vida

O teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG) foi realizado apos jejum matinal
prévio de seis horas. Todos os animais foram submetidos as mesmas condigdes.

A glicemia foi avaliada antes da infusdo intraperitoneal de glicose (glicemia de jejum -
T0) e 30 (T30), 60 (T60), 90 (T90) e 120 (T120) minutos apos a administragao de glicose.

Nao foi observada diferenca significativa na glicemia basal dos animais (T0). Apos a
infusdo de glicose, podemos observar que a hiperalimentagdo durante a lactagdo foi capaz de
promover um aumento significativo (P<0,0001) da glicemia entre os grupos controle e
hiperalimentados que receberam somente dgua (GC-AG e GH-AG), em todos os tempos pos-
infusdo (T30, T60, T90 e T120). No entanto, quando comparamos 0s grupos controle e
hiperalimentado que receberam Stevia (GC-ST e GH-ST), essa diferenga significativa
(P<0,01) ocorre somente até noventa minutos pds-infusdo (T30, T60, T90), sugerindo que a
Stevia foi capaz de influenciar na resposta ao teste, reduzindo a glicemia do grupo
hiperalimentado (GH-ST) aos cento e vinte minutos p6s-infusdo (T120). A glicemia do GH-
ST se iguala a glicemia dos animais controle (GC-AG e GC-ST).

Quando comparamos somente os grupos hiperalimentados (GH-AG e GH-ST)
podemos observar uma diminuicao significativa (29% e 37%, P<0,01), noventa e cento e
vinte minutos apds a infusdo (T90 e T120), da resposta a glicose no grupo hiperalimentado
que recebeu Stevia (GH-ST).

Nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos controles (GC-AG e GC-ST) em
nenhum tempo pos-infusdo de glicose. A diferenga entre as curvas foi representada através de
grafico (Figura 22/ A).

A 4rea sob a curva, obtita através do TITG, foi maior no grupo hiperalimentado que
recebeu agua (GH-AG) (P<0,0001). Foi possivel observar, ainda, uma diminui¢ao
significativa (P<0,0095) da area sob a curva nos animais hiperalimentado que foram tratados
com o adocante natural (GH-ST) quando comparados aos animais hiperalimentados nao

tratados.
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Figura 22 —  Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose em camundongos controles
e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Legenda: GC-AG — grupo controle dgua; GC-ST — grupo controle Stevia; GH-AG — grupo hiperalimentado
agua; GH-ST — grupo hiperalimentado Stevia; a, significativo em comparagdo com GC-AG; b,
significativo em comparagido ao GC-ST; ¢, significativo em compara¢do ao GH-AG; mg — miligrama;
dl — decilitro; TO — tempo zero; T30 — tempo trinta (ap6s 30 minutos da infusdo de glicose); T60 —
tempo sessenta (apds 60 minutos da infusdo de glicose); T90 — tempo noventa (apds 90 minutos da
infusdo de glicose); T120 — tempo cento ¢ vinte (apds 120 minutos da infusdo de glicose);

Nota: Resultados expressos como Média + E.P.M. n= 8 animais por grupo; os valores foram representados como
média da area da curva + desvio padrdo. As diferengas foram testadas com Tow-way ANOVA seguidas de
pos-teste de Bonferroni com multiplas comparagdes.

Fonte: A autora, 2018.

4.10 Analise histolégica do tecido adiposo branco de camundongos dos grupos controle e

hiperalimentado aos 180 dias de vida

Os resultados demonstraram uma morfologia tipica do tecido adiposo branco, com
goticulas lipidicas uniloculares nos animais controle que ingeriram agua (GC-AG) (A). Foi
possivel verificar o efeito da hiperalimentacdio sobre o TAB de camundongos
hiperalimentados que ndo receberam o adocante (GH-AG) (C), uma vez que os dados

demonstram presenca de goticulas de gordura aumentadas em comparagdo ao grupo controle
(GC-AQG).
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O consumo do adogante natural promoveu efeitos distintos sobre 0 TAB dos animais.
Os animais GC-ST (B) apresentaram goticulas de gordura aumentadas em comparagao aos do
GC-AG (A). No entanto, os animais do grupo GH-ST (D) apresentaram goticulas de gordura

aparentemente menores em comparagao aos animais do grupo GH-AG (C).

Figura 23 — Analise histologica do tecido adiposo branco de camundongos adultos controles
e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Legenda: (A) GC-AG com aumento de 40x; (B) GC-ST com aumento de 40x; (C) GH-AG com aumento de 40x;
(D) Gh-ST com aumento de 40x
Nota: Andlise histoldgica do TAB de camundongos adultos dos GC e GH que receberam ou nio o adogante
natural Stevia até 180 dias de vida corados com hematoxilina e eosina (HE). N=5 animais/grupo, ndo
irmaos.
Fonte: A autora, 2019.
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4.11 Efeito do consumo do adocante natural Szevia sobre o conteudo de IRS-1 no tecido

adiposo branco de camundongos controles e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Através dos resultados podemos observar que o conteudo de IRS-1 ndo sofreu efeito
da hiperalimentagdo nos grupos controle e hiperalimentado. No entanto, o consumo de Stevia
foi capaz de alterar o conteudo dessa proteina.

O grupo GC-ST, apresentaram um aumento significativo de 43% (P<0,0001) em
comparagao ao grupo controle que ndo recebeu Stevia (GC-AG). Os animais hiperalimentados
(GH-ST), também apresentaram um aumento significativo do conteudo dessa proteina (59%,
P<0,0001), quando comparados com os animais hiperalimentados que nido consumiram o

adocante (GH-AQG).

Figura 24 — Contetido de IRS-1 no TAB de animais controles e hiperalimentados aos 180
dias de vida

Legenda: IRS-1 - substrato do receptor de insulina 1; a, significativo em comparagdo com GC-AG; b,
significativo em comparacdo ao GC-ST; ¢, significativo em comparagdo ao GH-AG;

Nota: Resultados expressos como Média + E.P.M. n= 6-8 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.12 Efeito do consumo do adoc¢ante natural Stevia sobre o conteudo de IR-f§ no tecido

adiposo branco de camundongos controles e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Nao houve diferenca significativa no conteido de IR-f em todos os grupos

observados.

Figura 25 — Contetido de IRS-f no TAB de animais controles e hiperalimentados aos 180
dias de vida

IR

Actina

Legenda: Irf - receptor de insulina beta; a, significativo em comparacdo com GC-AG; b, significativo em
comparagdo ao GC-ST; ¢, significativo em comparagdo ao GH-AG;

Nota: Resultados expressos como Média + E.P.M. n= 6-8 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.13 Efeito do consumo do adocante natural Stevia sobre o conteido de PI3K no tecido

adiposo branco de camundongos controles e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos no conteudo de PI3K.

Figura 26 — Contetdo de PI3K no TAB de animais controles e hiperalimentados aos 180 dias
de vida

S s R e | PDK

tina

Legenda: PI3K - enzima fosfatidilinositol-3-cinase; a, significativo em comparagdo com GC-AG; b,
significativo em comparacao ao GC-ST; ¢, significativo em comparagao ao GH-AG;

Nota: Resultados expressos como Média = E.P.M. n= 6-8 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.14 Efeito do consumo do adog¢ante natural Stevia sobre o conteido de GLUT4 no
tecido adiposo branco de camundongos controles e hiperalimentados aos 180 dias

de vida

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos no conteudo de

GLUT4.

Figura 27 — Contetdo de GLUT4 no TAB de animais controles e hiperalimentados aos 180
dias

GLUT4

Actina

Legenda: GLUT4 - transportador de glicose tipo 4; a, significativo em comparagdo com GC-AG; b, significativo
em comparagdo ao GC-ST; ¢, significativo em comparagdo ao GH-AG;

Nota: Resultados expressos como Média + E.P.M. n= 6-8 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.15 Efeito do consumo do adocante natural Stevia sobre o conteudo de pAMPK no

tecido adiposo branco de camundongos controles e hiperalimentados aos 180 dias

de vida

Niao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos no conteido de AMPK

na forma fosforilada.

Figura 28 — Contetido de pAMPK no TAB de animais controles e hiperalimentados aos 180
dias

W s W e | pAMPK

Actina

Legenda: pAMPK - Proteina quinase ativada por AMP fosforilada a, significativo em comparacdo com GC-AG;
b, significativo em comparacdo ao GC-ST; ¢, significativo em comparagdo ao GH-AG;

Nota: Resultados expressos como Média = E.P.M. n= 6-8 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4. 16 Efeito do consumo do adocante Stevia sobre o metabolismo de acidos graxos no
tecido adiposo branco de camundongos aos 180 dias de vida hiperalimentados

durante a lactacao

Nao houve diferenga significativa entre os grupos na oxidacdo de 4cidos graxos e na

razao do controle de desacoplamento (RCD) (Figura 29).

Figura 29 — Respirometria de alta resolugado do tecido adiposo branco de animais adultos

Legenda: a, significativo em comparacdo com CG-AG, b, significativo em comparagdo com GC-ST; ¢,

significativo em comparagdo com GH-AG;

Nota: Respirometria de alta resolugdo do tecido adiposo branco de animais adultos, apds tratamento com Stevia.
(A) O grafico mostra o estado 3 (estimulado por ADP) durante a oxida¢do dos substratos palmitoil-L-
carnitina e malato na camara B — Protocolo de acidos graxos. A razdo do controle de desacoplamento
(RCD) foi calculada com a razdo das taxas respiratérias dos estados 3 e 4. Os resultados sdo expressos
como média = EPM, n = 6 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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4.17 Efeito do consumo de Stevia sobre producio de ATP no tecido adiposo branco de

camundongos dos grupos controles e hiperalimentados aos 180 dias de vida

Analisamos os efeitos do consumo de Stevia sobre os niveis de ATP no tecido adiposo
branco dos animais. Os resultados mostraram que o GH-ST apresentou redugdo de 46,6%
(P<0,05) da produg¢ao de ATP no TAB, quando comparado com o seu respectivo grupo
controle (GC-ST).

Figura 30 — Produgdo de ATP do tecido adiposo branco de camundongos adultos dos grupos
controles e hiperalimentados aos 180 dias de vida
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Legenda: ATP - adenosina trifosfato; mM - milimolar; mg — miligramas; a, significativo em comparagdo com
GC-AG:; b, significativo em comparacdo com GC-ST; ¢, significativo em comparacdo com GH-AG;
Nota: O grafico representa os niveis de ATP no tecido adiposo branco de animais controles e hiperalimentados.
Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 7-11 animais por grupo;
Fonte: A autora, 2018.
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4.18 Efeitos do consumo do adocante natural Stevia sobre a expressio de enzimas

envolvidas no metabolismo energético

Analisamos o efeito do consumo do adogante Stevia sobre a expressdo de enzimas
envolvidas no metabolismo de acidos graxos (LPL e FAS).

Através dos resultados podemos observar que a hiperalimentagdo promoveu uma
diminuicdo significativa de 60,7% na expressdao génica de LPL em tecido adiposo branco de
camundongos obesos que receberam somente agua (GH-AG). No entanto, o consumo de
Stevia pelos animais foi capaz de promover diminui¢do de 77,01% no grupo controle e
aumento de 268,56% no grupo hiperalimentado apds tratamento.

Podemos observar, ainda, que tanto a reducao de ninhada no inicio da vida, quanto o
consumo de Stevia foram capazes de modificar a expressdao génica de FAS no TAB dos

animais estudados.

Figura 31 — Expressdo dos genes das enzimas LPL e FAS no tecido adiposo branco de
camundongos dos grupos controle ¢ hiperalimentado aos 180 dias de vida

Legenda: LPL — lipoproteina lipase; FAS — 4cido graxo sintase; (A) — LPL; (B) — FAS;

Nota: O grafico representa a expressao génica de proteinas envolvidas no metabolismo energético do tecido
adiposo branco de animais adultos controles e hiperalimentados. Os resultados sdo expressos como Média
+ EPM, n = 7-11 animais por grupo;

Fonte: A autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

Diante dos resultados apresentados podemos observar que camundongos adultos
hiperalimentados durante periodo de lactagdo, através da metodologia de reducdo de ninhada,
tornaram-se obesos, uma vez que adquiriram um aumento significativo da massa corporal, da
porcentagem de gordura corporal e, consequentemente, maior indice de Lee. O aumento do
peso corporal nos grupos hiperalimentados (GH-AG e GH-ST), em relagdo aos grupos
controles (GH-AG e GH-ST), foi observado desde o desmame até¢ os 180 dias de vida.
Plagemann, em 1992, mostrou em um estudo com ratos, que a programacao metabdlica,
através da reducdo de ninhada apds o nascimento, levou a um aumento significativo do
consumo alimentar por esses animais e, consequentemente, aumento da massa corporal. No
entanto, nossos animais que foram hiperalimentados, ndo apresentaram hiperfagia, apos
calculo de correcdo do consumo pela massa corporea dos mesmos. Segundo a literatura, a
hiperalimentagao durante o periodo perinatal tem sido associada com maior suscetibilidade ao
excesso de peso, obesidade e doencas metabdlicas na idade adulta (PLAGEMANN et al.,
1992; WATERLAND, 1999; HABBOUT et al., 2013).

No6s observamos, ainda, aumento da porcentagem de gordura corporal nos animais
hiperalimentados que ocorreu, principalmente, em decorréncia do aumento de gordura
epididimal (RODRIGUES et al., 2011). Tais dados corroboram com a literatura, visto que
Habbout e colaboradores (2013) mostraram que camundongos C57BL, hiperalimentados
durante a lactagdo, tiveram acréscimo de gordura corporal aos 180 dias de vida.

Dentre os diversos aspectos que determinam a etiologia da obesidade, podemos
destacar a importancia de periodos criticos da vida, como o periodo pré e pos-natal. Barker,
em 1995, j4 demonstrava em seus estudos que insultos durante esses periodos poderiam
acarretar no surgimento do excesso de peso e de doencas durante a idade adulta. O periodo
poOs-natal ¢ uma “janela” critica para a programagao metabdlica, pois o desenvolvimento da
prole se caracteriza como um periodo de continuo crescimento. Sendo assim, alteragdes neste
momento podem influenciar a expressao génica dessa prole, visto que a plasticidade gendmica
ainda permanece. No entanto, as consequéncias desses insultos podem ser deletérias,
principalmente na idade adulta (PLAGEMANN et al,1992; BARKER, 1995;
WATERLAND, 1999; HABBOUT, 2013).

Nossos resultados indicam que a hipernutricdo durante o periodo de lactacdo induziu

alteragdes metabolicas nos animais adultos, como hiperglicemia, corroborando com diversos
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estudos que demonstraram aumento dos niveis basais de glicose e desregulagdo da
homeostase da glicose/insulina em animais hiperalimentados no inicio da vida
(PLAGEMANN, 1992; BALONAN; SHENG, 2000; BOULLU-CIOCCA et al., 2005;
BOULLU- BOULLU-CIOCCA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; KAPPELER et al., 2009
HABBOUT et al., 2013). Plagemann (1992) observou que ratos hiperalimentados apresentam
resisténcia a a¢do da insulina (RI). Através do teste de tolerancia a glicose verificamos uma
diminui¢do da resposta secretora pancredtica a glicose nos animais hiperalimentados (GH-
AG), o mesmo resultado foi encontrado em diversos estudos (PLAGEMANN et al., 1992;
BALONAN, SHENG, 2000; PEREIRA et al., 2006; BOULLU-CIOCCA et al., 2008;
CUNHA et al., 2009; KAPPERLER et al., 2009; HOU et al., 2011).

Segundo a literatura, ninhadas que foram hiperalimentadas durante periodos criticos
da vida, apresentam distirbios nas concentragdes plasmaticas de lipidios, principalmente
aumento de triglicerideos (PLAGEMANN, 1992; BOULLU-CIOCCA et al., 2005;
MOREIRA et al, 2009; KAPPELER et al., 2009), acidos graxos livres, (BOULLU-
BOULLU-CIOCCA et al., 2005; BOULLU-CIOCCA et al., 2008; KAPPELER et al., 2009),
colesterol total e HDL (BOULLU-CIOCCA et al., 2005; MOREIRA et al., 2009; KAPPELER
et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2011). Em nosso trabalho, entretanto, a hiperalimentagao
nao foi capaz de aumentar os niveis de triglicerideos e colesterol plasmatico nos animais.
Estudos descrevem que essas alteragdes no perfil lipidico podem nao ser sistematicamente
encontradas, pois dependem muitas vezes da espécie, idade, tamanho da ninhada e origem
geografica do animal (RODRIGUES et al., 2007; XIAO et al., 2007; RAJIA et al., 2010;
HOU et al., 2011; TAPIA-GONZALEZ et al.,, 2011). Cunha e colaboradores (2009)
verificaram que o grupo com ninhada reduzida teve um maior consumo de leite materno aos
10 e 21 dias, e a andlise do leite de maes que tiveram suas ninhadas reduzidas, no terceiro dia
poés-natal, apresentou um aumento no conteido de TAG, sugerindo que essas alteragdes
podem contribuir para o estabelecimento de efeitos prejudiciais na idade adulta.

Observamos, ainda, um aumento significativo da gordura epipidimal no grupo
hiperalimentado (GH-AG). Através da andlise histoldgica do tecido adiposo branco de
camundongos obesos, foi possivel observar alteracdes morfologicas na arquitetura do TAB
nesses animais, visto que demonstram a presenca de goticulas de gordura aumentadas em
comparagdo ao grupo controle. Soares e colaboradores, em 2012, descreveram, através de
uma andlise morfométrica, que animais com ninhada reduzida durante a lactagdo
apresentaram um aumento significativo de 262% na éarea dos adip6citos da gordura epididimal

de camundongos aos 180 dias de vida. De modo geral, estes dados reforgam a hipdtese de que
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a hiperalimenta¢do no inicio da vida ¢ um importante fator para o desenvolvimento de
obesidade.

Além de observar o efeito da hiperalimentacdo durante a lactacdo, nosso estudo
também investigou a a¢do do consumo do adogante natural Stevia sobre alguns parametros
metabolicos nestes animais.

A ingestdo de Stevia, pelos animais, foi acompanhada durante todo o tratamento (12
semanas). Diversos estudos demonstraram uma maior ingestao de adocantes artificiais pelos
animais, sugerindo que alguns adogantes possuem um efeito viciante (SWITHERS;
DAVIDSON, 2008). Entretanto, nossos resultados ndo demonstraram diferenca significativa
no consumo do adogante entre todos os grupos. Sugerimos que a Stevia, por ser um adogante
natural, atue de maneira distinta de outros adogantes nao caldricos (ANC), sugerindo que nao
¢ capaz de promover efeito viciante nos animais.

Swithers e Davidson (2008) documentaram um aumento da ingestao alimentar, ganho
de peso e maior adiposidade em ratos suplementados com adocante artificial (sacarina).
Entretanto, nossos resultados demonstraram ainda, que o consumo de Stevia ndo favoreceu ao
aumento da ingestdo alimentar pelos animais, uma vez que os camundongos que consumiram
o adogante ndo apresentaram hiperfagia. Tal resultado corrobora com alguns estudos da
literatura. Bissonnette et al., (2017) investigaram o efeito da ingestdo de Stevia, sacarina e
sacarose sobre o consumo alimentar, nesse estudo, camundongos Wistar receberam dieta
liquida adogada com Stevia, sacarina ou sacarose (1% da dieta liquida), durante seis semanas.
Os resultados demonstraram que os animais que consumiram Stevia ndo apresentaram
aumento de massa corporal e de consumo de calorias. Anton et al., (2010) em um estudo com
humanos, avaliaram os efeitos da Stevia sobre a ingestdo alimentar, saciedade, niveis de
glicose e insulina em comparagdo com o adogante artificial aspartame e a sacarose, durante 3
dias, aplicaram uma pré-carga de cada adocante (Stevia 290 kcal, Aspartame 290 kcal,
sacarose 493 kcal) 20 minutos antes de cada refeicao (café da manha, almoco e jantar) para 40
pessoas (19 eutroficas e 12 obesas, entre 18 e 50 anos), também avaliaram a glicemia 20
minutos antes e depois de cada pré-carga. Os resultados deste experimento revelaram que as
pessoas que receberam Stevia e aspartame consumiram a mesma quantidade de comida que
aqueles que receberam sacarose, demonstrando que a saciedade foi a mesma em todos os
grupos. Os participantes que consumiram Stevia apresentaram redugao nos niveis de glicose e
insulina pos-prandial, além de uma reducdo média de 1 kg de peso corporal. H4, no entanto,
evidéncias crescentes de estudos tanto com humanos, quanto experimentais, que mostram a

associacdo entre ingestdo de adocantes artificiais ndo caléricos, principalmente em bebidas
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como refrigerante, ganho de peso e desenvolvimento de obesidade a longo prazo (FOWLER
et al., 2008; YANG, 2010). A literatura sugere que a fome pode ser impulsionada pelo centro
hedodnico, ndo sendo totalmente satisfeita pelo adocante ndo calorico (YANG, 2010). Swithers
et al., (2008), demonstraram que a exposi¢ao prévia ao adogante artificial sacarina causou
uma incapacidade de autorregular as calorias ingeridas. Além disso, um aumento similar na
ingestdo caldrica foi observado.

No entanto, foi possivel observar, através dos nossos resultados, que o adocante
natural foi capaz de promover diminui¢do do peso corporal nos animais hiperalimentados
(GH-ST), visto que apresentaram redu¢do significativa da massa corporal durante todo o
tratamento (12 semanas), bem como diminui¢ao da quantidade de gordura epididimal aos 180
dias. Nossos resultados corroboram com a literatura, onde diversos outros estudos
demonstraram que o uso prolongado de glicosideos de esteviol promoveu perda de peso nos
animais (DUTTA et al., 2010; CURRY; ROBERTS, 2008; NORDENTOF et al., 2008;
ASSAEI et al., 2016; AHMAD et al., 2018). Porikos, em 1988, ja demostrava que ratos que
receberam adogantes ndo caldricos ganharam a mesma quantidade de peso que animais
alimentados com dieta controle. No entanto, eles ganharam significativamente menos peso do
que os ratos que ingeriram a solucdo de sacarose, ¢ demonstraram, também, que ratos obesos
comecgaram a perder peso quando passaram a consumir ANC. St-Onge e Heymsfield (2003)
chegaram a mesma conclusdo em um estudo em humanos, mostrando que a perda de peso ¢
possivel com o uso de ANC. Segundo El-Razek e Massoud (2012) e Assaei et al., (2016) ha
uma associacao positiva entre a diminui¢do do ganho de peso corporal e dose de steviosideo
oferecida aos ratos, uma vez que o peso dos animais diminuia de acordo com a quantidade de
Stevia adicionada a dieta. Park et al., (2010) demonstrou que camundongos C57BL com
obesidade induzida por dieta, suplementados com extrato de Stevia (Iml/kg/dia) apresentaram
menor ganho de peso corporal total, menor quantidade de gordura visceral e epididimal. Estes
dados confirmam a hipotese de que os adocantes naturais e artificiais, por serem
quimicamente diferentes, promovem efeitos metabodlicos distintos apds seu consumo.

Nossos resultados demonstram que os animais do grupo controle, que ingeriram o
adocgante Stevia (GC-ST), ndo apresentaram alteragdo no peso corporal, mas em contrapartida
foi possivel observar um aumento significativo na quantidade de gordura epididimal e da
porcentagem total de gordura corporal por RMN. Atteh e colaboradores, em 2008,
investigaram o efeito do consumo de extratos da folha da Stevia (2%) e steviosideo (130ppm)
em frangos. Eles observaram que as aves que consumiram o adogante apresentaram um

aumento significativo da gordura abdominal. Apesar da auséncia de estudos na literatura que
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investigaram o efeito da Stevia em roedores alimentados com dieta controle, acreditamos que
estes resultados sugerem um possivel efeito seletivo deste adogante no tecido adiposo branco,
que varia de acordo com o estado nutricional do animal.

Os animais hiperalimentados (GH-ST) apresentaram uma reducdo significativa da
glicemia de jejum apo6s tratamento com Stevia, levando os mesmos a normoglicemia. Através
do teste intraperitoneal de tolerancia a glicose observamos melhora da resposta a glicose, bem
como diminuig¢ao da curva glicémica nesses animais, quando comparados aos animais obesos
nao tratados. Tal resultado corrobora com diversos dados da literatura que relatam o poder
anti-hiperglicémico da Stevia em ratos e humanos (JEPPESEN et al., 2003; GREGERSEN et
al., 2004; FERRFEIRA et al., 2006; SUMON et al., 2008; KUJUR et al., 2010; HOSSAIN et
al., 2011; MISHRA, 2011; SINGH; GARG; YADAV, 2013; ARANDA-GONZALEZ et al.,
2014; SHARMA; RAJESH; ELANGVAM, 2012). Lailerd e colaboradores (2004) avaliaram
o efeito da administracdo de esteviosideos (500mg/kg) sobre o teste de tolerancia oral a
glicose em ratos obesos, e relatam que a administragdo oral aguda de esteviosideos aumentou
a sensibilidade a insulina nesses animais. Tais resultados também foram observados em
pacientes submetidos ao TOTG, onde 16 pacientes ingeriram extrato aquoso de folhas da
Stevia rebaudiana (5g a cada seis horas), durante trés dias antecedentes ao dia do teste. O
extrato da Stevia rebaudiana aumentou a tolerancia a glicose, reduziu significativamente os
niveis de glicose plasmatica durante o teste e apds jejum noturno em todos os pacientes
(CURI et al., 1986). Ili¢ et al.,, (2017) analisou o potencial terapéutico da Stevia em
camundongos diabéticos, neste trabalho foi administrado 20mg/kg de esteviosideo, via oral,
em animais com DM e esta quantidade foi suficiente para prevenir o aumento da glicemia
nestes animais. Segundo Chang et al., (2005) a administragdo oral de steviosideo adiou o
desenvolvimento de resisténcia a insulina em ratos que receberam dieta rica em frutose e,
ainda, foi capaz de melhorar a sensibilidade a insulina nesses animais.

O figado ¢ um importante 6rgao na regulacdo da homeostase energética, além de ser
responsavel pelos processos de glicogenolise, glicogénese e gliconeogénese, que sao
regulados pela glicose e hormonios como a leptina e insulina, além de ser responsavel pela
sintese de colesterol. (TREVENZOLI et al., 2010; CONCEICAO et al., 2013). Em nosso
estudo, a analise do nivel do colesterol total e de triglicerideos ndo foi modificada nos animais
que receberam agua de ambos os grupos (GC-AG e GH-AGQG), no entanto o tratamento com
Stevia promoveu um aumento significativo na concentracdo do colesterol total e de
triglicerideos nos animais hiperalimentados (GH-ST). Cavalcante e colaboradores em 2006,

investigaram a tolerabilidade do esteviosideo (2,75 mg/kg/dia), obtido a partir de folhas
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de Stevia rebaudiana Bertoni, em pacientes hiperlipidémicos. Os pacientes foram
randomizados em 2 grupos: o primeiro recebeu capsulas contendo placebo e o segundo
recebeu capsulas contendo esteviosideo (50 mg). Foram ingeridas duas capsulas antes do
almoco e duas cépsulas antes do jantar durante 90 dias. Apos a selecdo dos pacientes e a cada
30 dias o indice de massa corporal e exames laboratoriais (alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, gama-glutamiltransferase, colesterol total, lipoproteina de alta densidade,
lipoproteina de baixa densidade, lipoproteina de muito baixa densidade, trigliceridemia e
glicemia) foram realizados. O esteviosideo ndo acarretou qualquer alteracdo clinicamente
relevante nos parametros investigados. Além disso, os pacientes nao relataram efeitos
adversos severos. Diante dos resultados, os autores concluiram que o esteviosideo, na dose
empregada neste estudo, pode ser considerado seguro, embora ndo tenha apresentado efeito
hipolipemiante. Entretanto, diversos estudos relatam o efeito anti-hiperlipidémico da Stevia
rebaudiana tanto em humanos quanto em animais (SHARMA; MOGRA, 2009; HOSSAIN;
ALAM; 2011; DIAZ et al.,, 2013; SINGH; GARG; YADAV, 2013; Assaei et al., 2016;
AHMAD et al., 2018). Segundo Ahmad et al., (2018) a diminui¢do dos niveis de colesterol
ocorre porque o esteviosideo apresenta capacidade de aumentar a excrecao de acido biliar,
impedindo a reabsor¢do no intestino delgado através da ruptura da formacdo de micelas do
acido biliar. O aumento na excre¢do do acido biliar e do colesterol ativa a colesterol 7 a-
hidroxilase, que aumenta a conversao do colesterol do figado em &cidos biliares, resultando na
reducao do colesterol.

Virios estudos demonstram que a hipernutri¢do no inicio da vida pode influenciar a
homeostase energética. Especificamente no adipocito, a hipernutricdo causa alteragdes no
metabolismo lipidico e glicémico, promovendo acumulo de TG e hipertrofia das células
adiposas (HABBOUT et al., 2013). Diante do exposto, investigamos o efeito do consumo do
adocante Stevia e da hiperalimentacdo no inicio da vida sobre algumas proteinas envolvidas
na via de sinaliza¢do de insulina, IRS-1, Irf3, PI3K, GLUT4, e um biomarcador lipogénico,
pAMPK, no TAB de camundongos adultos, através da técnica de western blotting. Nao
observamos efeito da hiperalimentagdo em nenhuma das proteinas estudadas.

A hipertrofia dos adipdcitos intra-abdominais ¢ caracterizada por um estado
hiperlipolitico devido a resisténcia a acdo da insulina (MITTELMAN et al., 2002). A acdo
antilipolitica da insulina ¢ atenuada pelo TNF-a, que reduz a fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina (IRS-1) e da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), e além disso também
aumenta os niveis de adenosina monofostato ciclico (AMPc) que ativa a lipase hormdnio

sensivel (LHS) (ARNER, 1995).
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O substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) desempenha fun¢do importante na
conexao entre os receptores de insulina (IR) e do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1R) e, ainda, as moléculas que participam das etapas subsequentes da transducao dos
sinais gerados pelos respectivos ligantes.  Desta forma, a proteina IRS-1 desempenha
funcdo essencial na transmiss@o do sinal insulinico e a fosforilagdo desses substratos permite a
interacdo com diversas proteinas adaptadoras ou com atividade enzimadtica, caracterizando o
efeito pleiotropico da insulina (HABER et al., 2001). Os nossos resultados mostraram que o
tratamento com Stevia foi capaz de promover um aumento no conteido de IRS-1 do TAB em
ambos os grupos (GC-ST e GH-ST), melhorando o metabolismo glicidico nestes animais, o
que pode ter favorecido a diminui¢do da glicemia encontrada no grupo obeso tratado.

Mohd-Radzman et al., (2013) em um estudo in vitro, utilizando células 3T3-L1,
demonstrou que o tratamento com esteviosideo aumentou a expressdo do IRS-1 nessas
células, e foi, ainda, capaz de aumentar a atividade de captagdo de glicose em 2,1 vezes, em
condigdes normais, ¢ até 4,4 vezes, nos estados resistentes a insulina. Por vezes, tal aumento
foi maior que no grupo controle tratado com um agente antidiabético. Sugerindo, assim, que o
esteviosideo apresenta efeitos diretos sobre a sensibilidade a insulina nas células 3T3-L1, por
aumentar a captacdo de glicose e a expressao de proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do da
insulina.

O consumo de Stevia ndo foi capaz de alterar o conteudo de Irf3, PI3K e GLUT4 no
TAB de animais hiperalimentados durante a lactacdo. Rizzo et al., (2013), em um estudo in
vitro, avaliaram os efeitos dos glicosideos de esteviol, extraidos de folhas de Stevia
rebaudiana Bertoni, sobre a atividade de transporte de glicose em duas linhas celulares
humanas (neuroblastoma SHSYS5Y e HL-60 leucemia mieldide). Os resultados, obtidos nesse
estudo, demonstraram que rebaudiosideo A e esteviosideo, sdo capazes de aumentar a
captacdo de glicose em ambas as linhagens celulares, tal aumento foi semelhante ao induzido
pela insulina. Sugerindo, assim, que os glicosideos de esteviol atuam modulando a
translocagdo de GLUT através da via PI3K e Akt, uma vez que os tratamentos (insulina e
Stevia) aumentaram a fosforilagdo de PI3K e Akt. Além disso, o extrato de Stevia foi capaz
de reverter o efeito da redugdo da captagdo de glicose causada pelo metilglioxal, um inibidor
da via do receptor de insulina / PI3K / Akt. Prata e colaboradores (2017), em um estudo in
vitro, demonstraram que os glicosideos de esteviol causaram um aumento da captacdo de
glicose em fibroblastos de rato, ativando a via PI3K / Akt, induzindo assim a translocacao de

GLUTH4 para a membrana plasmatica.
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Nossos resultados ndo demonstraram diferenca significativa no contetdo de GLUT 4
entre todos os grupos estudados. Soares e colaboradores (2012) em um estudo experimental
com animais jovens (21 dias de vida) e adultos (180 dias), hiperalimentados durante a
lactagdo, demonstraram que a hiperalimentagdo durante a lactagdo foi capaz de promover
aumento do conteido de GLUT4 no TAB de animais jovens, no entanto, o mesmo ndo foi
visto nos animais adultos. Entretanto, Bhasker e colaboradores (2015), demonstraram em
estudo in vitro, que linhagens celulares de musculo esquelético e adipdcitos de ratos em
cultura aumentaram o conteudo e a expressao gé€nica de GLUT 4 quando incubados com
residuos de Stevia (esteviol e esteviosideo), evidenciando a capacidade insulinomimética
destes glicosideos de esteviol. Nos sugerimos que a ndo concordancia com os estudos
anteriores seja decorrente aos diferentes tempos de jejum utilizados no protocolo experimental
e por se tratar de um estudo feito in vitro, respectivamente.

A AMPK ¢ uma enzima que induz uma cascata de eventos intracelulares em resposta a
mudanga da carga energética celular (SANTOMAURO et al., 2008) e estimula caminhos que
aumentam a producdo de energia (transporte de glicose, oxidacdo de acidos graxos) e inibe
caminhos que consomem energia (lipogénese, sintese de proteina, gliconeogénese), tendo um
importante papel na manuten¢ao da homeostase energética (RUTTER et al., 2003). Também,
esta diretamente envolvida com o processo de sinalizagcdo da grelina e insulina. Basicamente,
a AMPK fosforila e inibe ACC, diminuindo o fluxo de substratos na via anabolica. Em
consequéncia, a reducdao dos niveis de malonil - CoA conduzem a um aumento na atividade
da CPT-1 e fosforilacdo oxidativa (FAO).

Nossos resultados demonstraram que tanto a hiperalimentacdo, quanto o tratamento
com Stevia ndo foram capazes de alterar o conteudo de pAMPK em nenhum dos grupos
estudados. Soares et al., (2012) demonstrou que camundongos de ninhadas reduzidas, nao
apresentaram diferenca significativa no contetdo de AMPK e de pAMPK no TAB aos 180
dias de vida. Sugerimos, em concordancia com Sangiao-Alvarellos (2009), que a fosforilagdao
da AMPK pode ser dependente de muitos fatores como jejum, idade e tempo de tratamento.

Atualmente, diversos estudos demonstram a presenca do receptor de sabor doce,
T1R2/T1R3, no tecido adiposo branco (NELSON et al., 2001; ZHANG et al., 2003; ZHAO et
al., 2003; CHANDRASHEKAR et al., 2006; REN et al., 2009; WELLENDORPH et al.,
2009; BEHRENS; MEYERHOF, 2011; Laffitte et al., 2014; BELLOIR; NEIERS; BRIAND,
2017, NUEMKET et al., 2017). Sua fun¢do nos tecidos extraorais ainda ndo esta bem
esclarecida, no entanto, os receptores TIR2/T1R3 apresentam funcdes sobre a secre¢do de

incretinas (GLP-1), captacao de glicose do lumen intestinal para os enterocitos (por estimular
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a expressdo do transportador de glicose dependente de s6dio, SGLT-1 e o transportador de
glicose do tipo 2 (GLUT2), e secre¢do de insulina, desta maneira estd envolvido na
homeostase glicémica (NAKAGAWA et al., 2009 LAFFITTE et al., 2014). Estudos in vitro
demonstraram que o TAB ¢ responsivo aos glicosideos de esteviol (MOHD-RADZMAN et
al., 2013; BHASKER, 2015), confirmando a hipotese que este tecido possui receptores de
sabor doce e, ainda, sdo ativados pelos glicosideos de maneira que modulam a captagdo de
glicose por esse tecido.

As mitocondrias desempenham um papel central no metabolismo energético. A
principal fun¢do da mitocondria é produzir energia para as cé€lulas, através do consumo de
oxigénio por fosforilagdo oxidativa (FO), na forma de adenosina trifosfato (ATP) a partir de
substratos alimentares (carboidratos, lipidios e proteinas) (ROGGE, et al; 2009; OSELLAME
et al., 2012; KUSMINSKI et al., 2012; SCHOTTL et al., 2015). No TAB, as mitocondrias sio
cruciais para o metabolismo energético, sendo a B-oxidacdo de acidos graxos um importante
processo realizado pelas células adiposas para producgao de energia (WILSON-FRITCH et al.,
2004). Para uma melhor compreensdo do papel regulador que as mitocondrias dos adipocitos
brancos desempenham no controle da homeostase energética sistémica, em nosso estudo,
investigamos os efeitos da hiperalimentacdo ¢ do tratamento com Stevia sobre a respiragao
mitocondrial do TAB.

Yin e colaboradores (2014) descrevem que, em individuos obesos, ha uma reducado da
capacidade oxidativa mitocondrial do adipdcito em comparacdo com os individuos nao
obesos. Em contraste com individuos magros, as mitocondrias em individuos obesos tém
menor capacidade de geracdo de energia, membranas internas menos definidas e menor
oxidagdo de acidos graxos (HERNANDEZ-AGUILERA, 2013). Nossos resultados
demonstraram que aos 180 dias de vida os animais hiperalimentados durante a lactagdo nao
apresentaram diferenca significativa na utilizagdo dos substratos energéticos relacionados a
oxidagdo de acidos graxos e também na producao de ATP. Sabe-se que os adipdcitos podem
apresentar um conteiido mitocondrial reduzido, devido a idade, a obesidade e diabetes. Além
disso, os adipocitos maduros que sofrem hipertrofia podem perder grande parte do seu
potencial metabolico (CHOO et al., 2006).

A producdo de ATP, via fosforilacio oxidativa, ¢ dependente do acoplamento
existente ente a cadeia de transporte de elétrons e a fosforilacdo oxidativa, e intimeras
substancias denominadas, de maneira geral, como inibidores e desacopladores diminuem ou
impedem a fosforilagdo do ADP realizada pela ATP sintase. Os desacopladores sdo

substancias hidrofobicas capazes de atravessar a membrana mitocondrial interna
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transportando protons provenientes do espago intermembranas até a matriz mitocondrial.
Dessa maneira, impedem a formagdo do gradiente de protons com dissipacdo da energia, na
forma de calor, que seria empregada na sintese de ATP. O transporte dos elétrons na cadeia
torna-se energeticamente mais favoravel (pela falta de transporte de prétons contra este
gradiente) e sua velocidade aumenta, elevando a velocidade de consumo de oxigénio
(MARZZOCO; TORRES, 2007). Os representantes  desta  classe incluem o 24-
dinitrofenol (DNP), 0 carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) e
carbonilcianeto -m- clorofenilhidrazona (CCCP) e todos os acidos lipofilicos fracos, capazes
de transportar prétons através da membrana mitocondrial interna e desfazer o gradiente
necessario a sintese de ATP (KADENBACH, 2003; WALLACE; STARKOV, 2000).

Ao avaliarmos o efeito do tratamento com Stevia nos grupos estudados, observamos
que este adocante ndo foi capaz de alterar significativamente a utilizacdo de acidos graxos
pela mitocondria do TAB. Ainda existe uma limitada compreensdo do efeito dos adogantes
naturais (como a Stevia) sobre o metabolismo mitocondrial e utilizagdo de substratos
energéticos. Um estudo anterior realizado em hepatocitos demonstrou que a Stevia foi capaz
melhorar o desacoplamento da fosforilagao oxidativa, assim como aumentar a oxidagdo de
glutamano e malato (BRACHT, 1984).

A taxa de controle de desacoplamento (RCD), calculada como respiragdao desacoplada
maxima por FCCP em relagdo ao estado ativado por ADP no fluxo méaximo de oxigénio, €
uma razdo de controle do desacoplamento mitocondrial. Nao foi observada diferenca
estatistica significante entre os grupos estudados.

Nossos dados demonstraram ainda que apos o tratamento com Stevia houve uma
redugdo na produgdo de ATP no grupo hiperalimentado, quando comparado ao seu respectivo
grupo controle (GC-ST x GH-ST), mas ndo foi capaz de alterar a oxidag¢do de 4cidos graxos
entre os grupos. Enquanto o rearranjo mitocondrial mediado por hormonios ¢ bem conhecido,
o impacto dos nutrientes ¢ dos adogantes ndo caloricos nas respostas mitocondriais no TAB
ainda ndo ¢ claro. Uma adaptagdo especifica do tecido a um excesso de calorias ambientais
pode interferir com a dindmica mitocondrial e funcionar em uma magnitude que reflete a
duragdo a que o organismo foi exposto a sobrecarga de nutrientes (BARBATO et al., 2015).
Dessa maneira, nés sugerimos que a redu¢do na producdo de ATP encontrada no grupo
hiperalimentado possa ser decorrente de uma adaptacdo especifica do tecido diante da
condi¢do nutricional no qual ele se encontra (obesidade) e do tratamento utilizado (Stevia),

diminuindo sua capacidade de produzir ATP através da cadeia transportadora de elétrons.
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A enzima LPL ¢ de grande importancia no desenvolvimento da obesidade, uma vez
que fornece a maior parte dos acidos graxos livres requeridos no processo de lipogénese, e,
portanto ¢ essencial para o acimulo excessivo de TAGs, caracteristico da obesidade
(SCHWARTZ; BRUNZELL, 1981; GREENWOOD et al., 1982; SADUR et al., 1984;
ECKEL; YOST, 1987; BESSESEN et al.,, 1991; HOLLENBERG, 1966). A LPL assume
diversas fungdes, dentre as quais a mais importante para o tecido adiposo ¢ a hidrolise de
TAG de quilomicrons e lipoproteinas de densidade muita baixa (VLDL), produzindo
respectivamente, os remanescentes de quilomicrons e lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDLs) (ECKEL, 1989; GOLDBERG; MERKEL, 2001). A enzima ¢ encontrada
principalmente no tecido adiposo, nos musculos cardiacos e esqueléticos. (SEMENKOVICH
et al., 1989; YACOUB et al., 1990; MERKEL et al., 1998). O estimulo da LPL ocorre em
resposta ao alimento, a infusdo de glicose (estimula atividade enzimadtica) e insulina (estimula
atividade enzimatica e expressao génica). A LPL ¢ um importante marcador da diferenciagdo
adipocitiria (BJORNTORP et al., 1978), e a expressio de LPL aumenta em funcdo do
acimulo de TAG em pré-adipdcitos diferenciados (SEMENKOVICH et al., 1989). Tal
enzima ¢ considerada um importante fator que regula o metabolismo de lipideos, o qual
influencia na acdo da insulina, no balanco energético e na regulacdo do peso e composi¢ao
corporal. Estudos, com humanos, sugerem fortes evidéncias de que o gene LPL seja um gene
da obesidade, sendo relacionado com os processos de iniciacdo e/ou desenvolvimento desta
doenga (WANG; ECKEL, 2009).

Entretanto, a literatura tem relatado diminuicdo da lipogénese em individuos obesos,
(DIRAISON et al., 2002; LETEXIER et al., 2003; SWIERCZYNSKI et al., 2003;
MINEHIRA et al., 2004; RANGANATHAN et al., 2006), sugerindo diminui¢ao na expressao
génica, proteica e/ou na atividade enzimatica da ACC e da LPL. Outros estudos sugerem
ainda uma ressintetiza¢do de TAG a partir dos produtos liberados na lipolise pelo aumento da
atividade da enzima glicerol-quinase (GK), no tecido adiposo de obesos (GUAN et al., 2002).
O aumento da GK estaria relacionado a maior capacidade de rentencao de TAGs, e
consequentemente ao desenvolvimento da obesidade, j& que tenderiam a reutilizar o glicerol
liberado na lipolise. Esta via de ressintetizacdo de TAGs explicaria a manutenc¢do de grandes
estoques de gordura na obesidade, apesar da elevada lipdlise e supressao da lipogénese.

Diante do exposto, avaliamos a expressdao génica de enzimas envolvidas em vias
lipogénicas como LPL e FAS, através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR). Nossos resultados demonstraram que a hiperalimentag¢do foi capaz de

promover uma diminui¢do na expressao de LPL no TAB de animais obesos (GH-AG). Em
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contraste, a Stevia promoveu aumento do LPL no grupo obeso (GH-ST) e diminui¢do do
grupo controle (GC-ST). Segundo a literatura, a obesidade promove supressdo das vias
lipogénicas e, consequentemente, diminui¢ao da expressdao da LPL (VIRTUE; VIDAL-PUIG,
2010; PONTIGO et al., 2011). Estudos com humanos e roedores obesos demonstraram
aumento da expressdo de LPL em tecido adiposo (SCHWARTZ; BRUNZELL, 1981;
GREENWOOD et al., 1982; SADUR et al., 1984; ECKEL; YOST, 1987; BESSESEN et al.,
1991); porém a resposta da LPL a insulina e ao alimento pareceu estar diminuida na
obesidade (HARTMAN, 1981; SADUR et al., 1984; TERRETTAZ et al., 1994). Por outro
lado, a expressdo e atividade de LPL ndo apresentaram reducdo, ou alguns estudos apresentam
aumento em TAB de humanos e roedores obesos, que sofreram uma reducdo de peso
(HARTMAN, 1981; ECKEL; YOST, 1987; KERN et al., 1990, BESSESEN et al., 1991;
TERRETTAZ et al., 1994), provavelmente devido ao aumento de sensiblidade a insulina
(KERN, 1997). Pontigo et al., (2011) demonstrou uma diminui¢do da expressdo da LPL em
tecido adiposo subcutaneo e visceral em obesos; a intensidade desta diminuicdo esteve
relacionada ao grau de obesidade, relagdo mais evidente no deposito visceral. Esta diminui¢ao
esta mais relacionada a hipertrofia e a hiperplasia dos adipocitos, do que a resisténcia a
insulina.

A diversidade nos resultados sobre expressao génica da LPL em tecido adiposo pode
ser explicada pela fase em que a obesidade ¢ analisada. Em condigdes normais, o excedente
de calorias € estocado no tecido adiposo, o qual, por sua vez, aumenta de tamanho, devido aos
processos de hipertrofia e hiperplasia. A partir de certo ponto, o tecido adiposo parece
alcancar um limite de estocagem de gordura, perdendo a sensibilidade a insulina, e
suprimindo as vias lipogénicas, das quais a LPL faz parte (VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010;
PONTIGO et al., 2011).

Em nosso trabalho, os animais obesos que foram tratados com Stevia (GH-ST) nao
apresentavam resisténcia a insulina, e o ponto maximo de estocagem de lipideos talvez ainda
nao tivesse sido alcancado, o que pode explicar um aumento na expressao génica de LPL. O
mesmo grupo apresentou elevada trigliceridemia, favorecendo a disponibilidade de é4cidos
graxos livres (AGL), provavelmente, pela acdo da lipoproteina lipase (LPL), resultando em
maior oxidacao de lipidios.

A enzima &cido graxo sintase (FAS) catalisa a sintese de acidos graxos (AG) a partir
de malonil-CoA. O Malonil-CoA entra em uma via catalisada pela FAS que culmina na
formacao de acilCoA, que ¢ utilizado para a esterificacdo com glicerol-3-P, completando a

biossintese de TAG que, finalmente, ¢ incorporado a goticula citoplasmatica de gordura
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(FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Sendo assim, o acimulo de gordura no TAB ¢ associado
a um aumento na FAS, que além de catalisar a sintese de novo de acidos graxos, regula a
atividade lipogénica no tecido adiposo. No entanto, o presente estudou demonstrou que os
animais hiperalimentados, aos 180 dias de vida, ndo apresentam aumento do contetdo de FAS
no TAB. O tratamento com Stevia também nao promoveu modifica¢cdes na expressao de FAS

no tecido adiposo dos animais.
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CONCLUSAO

O presente estudo contribui para a melhor compressao dos efeitos do consumo crénico
do adocante natural, produzido a partir de folhas de Stevia rebaudiana Bertoni, em animais
adultos que foram hiperalimentados durante o periodo de lactagao.

Nossos resultados demonstraram que o consumo cronico do adogante Stevia, esta
associado ao aumento da adiposidade corporal nos animais controles. Entretanto, atua de
maneira benefica nos animais hiperalimentados agindo sobre a homeostase glicémica,
promovendo aumento da tolerancia a glicose, além de induzir a redugdo da massa corporal e
gordura epididimal, apesar de ocasionar um aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol
nestes animais.

Deste modo, nossos dados indicam que a Stevia ¢ um importante modulador do
metabolismo energético do tecido adiposo branco e estd envolvida na regulacao do controle
glicémico atuando de maneira diferente dependendo do estado nutricional do animal.

Sendo assim, outros estudos experimentais devem ser concebidos a fim de elucidar se

o adocante natural Stevia pode ser usado como uma estratégia para o tratamento de disturbios

metabolicos envolvidos na obesidade.
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ANEXO — Protocolo de extracdo dos glicosideos de esteviol

SYNONYMS

DEFINITION

Chemical name

C.AS. number

Chemical formula

Structural Formula

STEVIOL GLYCOSIDES

Prepared at the 73 JECFA (2010) and published in FAQ JECFA
Monographs 10 (2010), superseding specifications prepared at
the 69" JECFA (2008) and published in FAQ JECFA Monographs
5(2008). An ADI of 0 - 4 mg/kg bw (expressed as steviol) was
established at the 69" JECFA (2008).

INS no. 960

The product is obtained from the leaves of Stevia rebaudiana
Bertoni. The leaves are extracted with hot water and the aqueous
extract is passed through an adsorption resin to trap and
concentrate the component steviol glycosides. The resin is
washed with a solvent alcohol fo release the glycosides and the
product is recrystallized from methanol or aqueous ethanol. lon
exchange resins may be used in the purification process. The final
product may be spray-dried.

Stevioside and rebaudioside A are the component glycosides of
principal interest for their sweetening property. Associated
glycosides include rebaudioside B, rebaudioside C, rebaudioside
D, rebaudioside F, dulcoside A, rubusoside and steviolbioside
which are generally present in preparations of steviol glycosides
at levels lower than stevioside or rebaudioside A.

Stevioside: 13-[(2-0-B-D-glucopyranosyl-pB-D-glucopyranosyl)joxy]
kaur-16-en-18-oic acid, B-D-glucopyranosyl ester

Rebaudioside A 13-[(2-0O-p-D-glucopyranosyl-3-O-p-D-
glucopyranosyl-p-D-glucopyranosyljoxylkaur-16-en-18-oic acid, p-
D-glucopyranosyl ester

Stevioside: 57817-89-7
Rebaudioside A: 58543-16-1

Stevioside: CasHeoOns
Rebaudioside A: CaaH7o023

The nine named steviol glycosides:

CHy COO-R1
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Compound name R1 R2
Stevioside B-Glc L-Gle-g-Gle(2—1)
Rebaudioside A B-Glc B-Glc-p-Gle(2—1)
,e!%GIc{S +1)
Rebaudioside B H B-Gle-gGle(2—1)
,6|-Glc(3—>1)
Rebaudioside C B-Glec G-Glc-a-Rha(2—1)
,!'S—G|C(3 +1)

Rebaudioside D B-Glc-g-Gle(2—1)  -Gle-gGle(2—1)
|

BGlc(3—=1)
Rebaudioside F B-Glc L-Gle-g-Xyl(2—1)

,£|3—G|C(3—}1}
Dulcoside A 5-Glc G-Glc-a-Rha(2—1)
Rubusoside B-Gle G-Glc
Steviolbioside H B-Glc-gGle(2—1)

Steviol (R1 = R2 = H) is the aglycone of the steviol glycosides.
Glc, Rha and Xyl represent, respectively, glucose, rhamnose and
xylose sugar moieties.

Formula weight Stevioside: 804 .88
Rebaudioside A: 967.03

Assay Mot less than 95% of the total of the nine named steviol
glycosides on the dried basis.

DESCRIPTION White to light yellow powder, odourless or having a slight
characteristic odour. About 200 - 300 times sweeter than sucrose.

FUNCTIONAL USES Sweetener

CHARACTERISTICS

IDENTIFICATION

Solubility (Vol. 4) Freely soluble in water

Stevioside and The main peak in the chrematogram obtained by following the

rebaudioside A procedurs in Method of Assay comesponds to either stevioside aor
rebaudioside A.

eH (Vel 4) Between 4.5 and 7.0 (1 in 100 solution)

PURITY

Total ash (Vol. 4) Mot more than 1%

Loss on drying (Vol. 4) Mot more than 6% (105°, 2h)



Residual solvents (\ol. 4)

Arsenic (Vol. 4)

Lead Vol 4)

METHOD OF ASSAY
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Mot more than 200 mafkg methanol and not more than 5000
mg'kg ethanol (Method | in Vol. 4, General Methods, Organic
Components, Residual Solvents)

Mot more than 1 mgfkg
Determine ly the atomic absorption hydride technigue (Use
Method Il to prepare the test (sample) solution)

Mot more than 1 mgfkg

Determine using an AAS/ICP-AES technigue appropriate to the
specified level. The selection of sample size and method of
sample preparation may he hased on the principles of the
methods described in Vol. 4 (under “General Methods, Metallic
Impurties™).

Determine the percentages of the individual steviol glycosides by
HPLC (Vaol. 4) under the following conditions.

Reagenis
Acetonitrile: more than 95% transmittance at 210 nm.

Standards

Stevioside: more than 95 .0% purity on the dried basis.
Rebaudioside A: more than 99.0% purity on the dried basis.
Mixture of nine steviol glycosides standard solution: Containing
stevioside, rebaudioside A, rebhaudioside B, rebaudioside C,

steviolbioside. This sclution is diluted with water-acetonitrile (7:3)
accordingly and is used for the confirmation of retention times.
Standards are available from Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
Japan and ChromaDex, USA.

Standard solution

Accurately weigh 50 mg of stevioside and rebaudioside A
standard into each of two 50-ml volumetric flasks. Dissolve and
make up to volume with water-acetonitrile (¥:3).

Sample solution
Accurately weigh 50-100 mg of sample into a 50-ml volumetric

flask. Dissolve and make up to volume with water-acetonitrile
(7-3).

Procedure

Inject 5 pl of sample solution under the following conditions.
Column: Capcell pak C45 MG 1l (Shiseido Co.Ltd) or Luna Sy
C18(2) 100A (Phenomenex) or equivalent (length: 250 mm; inner
diameter: 4.6 mm, particle size: Sumy}

Muobile phase: 32:68 mixture of acetonitrile and 10 mmol/L
sodium phosphate buffer (pH 2.6)

Flow rate: 1.0 ml/min

Detector: UV at 210 nm

Column temperature: 40°

Record the chromatogram for about 30 min.

Idenfification of the peaks and Calculation

|dentify the peaks from the sample solution by comparing the
retention time with the peaks from the mixture of nine steviol
glycosides standard solution {see under figure). Measure the peak
areas for the nine steviol glycosides from the sample solution.
Measure the peak area for stevioside and rebaudioside A from
their standard solutions.

Calculate the percentage of each of the sight steviol glycosides
except rebaudioside & in the sample from the formula:

Hox = [WalW] x [fefedAz] x 100



Calculate the percentage of rebaudioside A in the sample from the
formula:

YRebavdioside A= [We=W] x [AxfA=] x 100

where

X is each steviol glycoside;

Wz is the amount (mg) calculated on the dried basis of
stevioside in the standard solution;

Wgis the amount (mg) calculated on the dried basis of
rebaudioside A in the standard solution;

W is the amount {mg) calculated on the dried basis of sample in
the sample solution;

Ac is the peak area for stevioside from the standard solution;
Ar is the peak area for rebaudioside from the standard solution;

Ay is the peak area of X for the sample solution; and

fi is the ratio of the formula weight of X to the formula weight of
stevioside: 1.00 (stevioside), 1.20 (rebaudioside A), 1.00
(rebaudioside B), 1.18 (rebaudioside C), 1.40 (rebaudioside D ),
1.16 {rebaudioside F), 0.98 (dulcoside A), 0.80 (rubusoside)
and 080 (steviolbioside).

Calculate the percentage of total steviol glycosides (sum the nine
percentages).
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Figure. Chromategram of mixture of nine steviol glycosides
standard solution

Column: Capcell pak Cw MG I
Concentration: 0.5 mgi/ml each except rebaudioside F {about

0.1 mgfml)
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