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RESUMO

SILVA, Bruna Gongalves da. Efeito do consumo crénico do adocgante artificial sacarina
sobre parametros metabolicos e atividade mitocondrial do tecido adiposo branco de
camundongos hiperalimentados durante a lactacdo. 2024. 132 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A obesidade, definida pelo acimulo excessivo de gordura corporal correlacionado ao
aumento do risco de morbimortalidade, tornou-se uma pandemia nas ultimas décadas.
Paralelamente, 0 uso de adocantes ndo caléricos (ANC), como uma estratégia para o controle
de peso, tem crescido de forma constante. No entanto, estudos recentes tém revelado que 0s
ANC ndo sdo compostos inertes e podem estar associados ao aumento da adiposidade e
promover alteracGes metabdlicas. A sacarina, um dos adocantes artificiais mais consumidos no
mundo, tem sido objeto de amplo debate em relacdo a sua seguranca. Isso se deve a sua
capacidade de ativar receptores de sabor doce (T1R2/T1R3) presentes em diversos 0rgaos,
inclusive o tecido adiposo branco (TAB) influenciando o processo de adipogénese. A literatura
sugere que seu consumo pode estar correlacionado com efeitos sobre a microbiota intestinal,
tolerancia a glicose, hiperinsulinemia, aumento do consumo alimentar e ganho de peso corporal.
No entanto, ha pouca compreensdo sobre seus efeitos em mecanismos moleculares e no
metabolismo energético mitocondrial dos adip6citos. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o impacto do consumo cronico de sacarina sobre os parametros enddcrino-
metabolicos e a fungdo mitocondrial do tecido adiposo branco epididimal (TABE) em
camundongos. Para induzir a obesidade realizamos o método de reducdo de ninhada (RN), no
qual as ninhadas foram reduzidas a 3 filhotes machos por lactante ao 3° dia de vida. Aos 90
dias de vida, os grupos foram subdivididos em: grupo controle e obeso que receberam agua
contendo 0,3% de sacarina (C-SA e O-SA) por 3 meses e grupo controle e obeso que receberam
apenas agua (C-AG e O-AG). Os animais buscaram mais por adogante do que por agua,
sugerindo um efeito viciante pelo mesmo. Os efeitos deletérios da sacarina foi observado
principalmente no grupo controle, o qual apresentou aumento do peso corporal, da % de gordura
corporal, hiperplasia do TABE, diminuicdo da expressdao génica Acetil-COA, ChREBP,
PPARa, FASn e da oxidagdo de carboidratos. Nos animais obesos, o consumo de sacarina foi
associado ao aumento da peroxidacdo lipidica no TABE e a diminui¢cdo da oxidacao de &cidos
graxos e carboidratos, além da diminuicdo da expresséo génica de FABP4, SREBP-1, PPARY,
LPL apesar de melhorar a resposta a glicose no teste de tolerancia. Propomos que a sacarina
age sobre a adiposidade corporal influenciando no metabolismo energético e na regulagdo da
tolerancia a glicose de maneira diferente frente ao estado nutricional do animal. Seu consumo
elevado apresenta potencial de risco sobretudo para animais eutréficos contribuindo para o
aumento da adiposidade nesse grupo e seu uso excessivo deve ser desencorajado sobre tudo
para fins de perda de peso.

Palavras-chave: reducédo de ninhada; obesidade; sacarina; adogantes nédo caloricos; tecido
adiposo branco.



ABSTRACT

SILVA, Bruna Gongalves da. Effect of chronic consumption of the artificial sweetener
saccharin on metabolic parameters and mitochondrial activity of white adipose tissue in
hyperfed obese mice during lactation. 2024. 132 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Obesity, defined by the excessive accumulation of body fat correlated with an increased
risk of morbidity and mortality, has become a pandemic in recent decades. In parallel, the use
of non-caloric sweeteners (NCS) as a weight control strategy has steadily grown. However,
recent studies have revealed that NCS are not inert compounds and may be associated with
increased adiposity and the promotion of metabolic changes. Saccharin, one of the most widely
consumed artificial sweeteners in the world, has been the subject of extensive debate regarding
its safety. This is due to its ability to activate sweet taste receptors (T1R2/T1R3) present in
various organs, including white adipose tissue (WAT), influencing the process of adipogenesis.
The literature suggests that its consumption may be correlated with effects on gut microbiota,
glucose tolerance, hyperinsulinemia, increased food intake, and body weight gain. However,
there is little understanding of its effects on molecular mechanisms and mitochondrial energy
metabolism in adipocytes. Therefore, the present study aimed to evaluate the specific impact of
saccharin consumption on endocrine-metabolic parameters and mitochondrial function of
epididymal white adipose tissue (EWAT) in mice. To induce obesity, we applied the litter
reduction method (LR), in which litters were reduced to 3 male pups per dam on the 3rd day of
life. At 90 days of life, the groups were subdivided into: control and obese groups that received
water containing 0.3% saccharin (C-SA and O-SA) for 3 months and control and obese groups
that received only water (C-AG and O-AG). The animals sought sweeteners more than water,
suggesting an addictive effect. The deleterious effects of saccharin were mainly observed in the
control group, which showed an increase in body weight, body fat percentage, EWAT
hyperplasia, and a decrease in gene expression of Acetyl-CoA, ChREBP, PPARa, FASn, and
carbohydrate oxidation. In obese animals, saccharin consumption was associated with increased
lipid peroxidation in EWAT and decreased oxidation of fatty acids and carbohydrates, as well
as a reduction in gene expression of FABP4, SREBP-1, PPARY, and LPL, despite improving
glucose response in the tolerance test. We propose that saccharin acts on body adiposity by
influencing energy metabolism and glucose tolerance regulation differently depending on the
animal's nutritional status. Its high consumption presents a potential risk, particularly for
eutrophic animals, contributing to increased adiposity in this group, and its excessive use should
be discouraged, especially for weight loss purposes.

Keywords: litter reduction; obesity; sacchari; non-caloric sweeteners; white adipose tissue.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Processos através dos quais a obesidade leva a comorbidades........................ 20
Figura 2 - Projegdo da prevaléncia de obesidade (IMC >30kg/m?) no Brasil.................... 21
Figura 3 - Potenciais mecanismos envolvidos na programacdo metabdlica materna e

POSNALAL.......eeiiiieceee ettt et e e e e reerennee e 24
Figura 4 - Efeitos fisiopatologicos da hiperalimentacdo durante a lactacdo em roedores...... 26
Figura 5 - Deposicéo ectdpica de gordura sobre 0S teCidos...........coveiiiiiiiiiiiiiinne, 30
Figura 6 - Representacdo esquematica do tecido adiposo como um érgédo endocrino.......... 31
Figura 7 - Processo de captacdo de acidos graxos livres pelos adipdcitos e biossintese de
tHACHIgIICRIOL . . 34

Figura 8 - Achados sobre os efeitos do consumo de adocantes ndo cal6ricos em roedores....39

Figura 9 - Estrutura quimica da SaCarina..............coeiiiniirit i, 41
Figura 10 - Principais vias de absorcdo, digestdo, metabolismo e excrecdo da sacarina....... 43
Figura 11 - Estrutura do receptor heterodimero de sabor doce (TIR2/T1R3).....c..cccevvevvrrnnne. 44

Figura 12 - Orgéos extraorais em que os receptores de sabor doce (T1R2/T1R3) s&o

EXPITESSOS .vveeuttteestreeastteesasteaessteeeasteeessbee e bbe e e bb e e ek b e e e R b e e e Ee e e e R b e e oA R e e e eRb e e e eR b et e Rt e e e R b e e e nnb e e e nae e anes 45
Figura 13 - Sinalizagdo através do T1IR2/T1R3 em células do tipo Il de botdes gustativos, no
intestino € em células B do PANCTEAS. ... .ovuuiiiiiii e 47
Figura 14 - Modelo de reducédo de ninhada e delineamento dos grupos experimentais.........53

Figura 15 - Consumo de racdo (em gramas) dos grupos controles e obesos até 180 dias...... 64

Figura 16 - Consumo de calorias (kcal) dos grupos controles e obesos até 180 dias........... 65
Figura 17 - Consumo acumulado de ragéo e calorias dos grupos controles e obesos........... 66
Figura 18 - Ingestdo semanal de liquidos pelos camundongos dos 90 aos 180 dias............ 67
Figura 19 - Ingestdo acumulada de liquidos pelos camundongos dos 90 aos 180 dias.........68
Figura 20 - Ganho de massa corporal de camundongos até 180 dias................cccoevennnne. 69
Figura 21 - Componentes da composigédo corporal de camundongos aos 90 e 180 dias....... 70

Figura 22 - Tecido adiposo branco epididimal e retroperitoneal e seus respectivos pesos

relativos em camundongos 80S 180 TIaS.........oouirriniiriiti e 72
Figura 23 - Glicemia e insulinemia de jejum de camundongos aos 180 dias..................... 74
Figura 24 - Indice de resisténcia a insulina de camundongos aos 180 dias....................... 75

Figura 25 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose de camundongos aos180 dias ........ 76



Figura 26 - Analise histolégica qualitativa do tecido adiposo branco epididimal de
CcamuNAoNgOS 80S 180 GI8S. .. .. vttt ettt e e 77
Figura 27 - Andlise histologica quantitativa do tecido adiposo branco epididimal de
€camunNdongoS 80S 180 IS, . .. .ouuit ittt et 78
Figura 28 - Avaliacdo da expressao de mRNA dos receptores de sabor doce no TABE de
€camundongoS 80S 180 GIAS.......ouiet ittt ettt 78

Figura 29 - Avaliacdo da expressao de mMRNA de genes envolvidos no metabolismo glicidico e

lipidico no TABE de camundongos aos 180 dias...........cocoviiriiiiiiiiiiiiieieeeee e, 79
Figura 30 - Niveis de malondialdeido no TABE e sangue de camundongos.................... 81
Figura 31 - Atividade da catalase no tecido adiposo epididimal de camundongos.............. 82
Figura 32 - Respirometria de alta resolucédo (protocolo de carboidratos).............cccccveveiveennen. 83
Figura 33 - Respirometria de alta resolucdo (protocolo de acidos graxos)..........cccevvvevveernenne. 84
Figura 34 - llustracdo dos efeitos da obesidade em camundongos adultos....................... 86

Figura 35 - llustragdo dos efeitos do consumo crénico de sacarina em camundongos......... 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Subdivisdes dos grupos controles e obesos e suas respectivas siglas................. 54
Tabela 2 - Composicdo nutricional da racdo padrao Nuvilab CR-1®.......................... 54
Tabela 3 - Ensaio de expressao génica e referéncias das sequéncias de iniciadores especificos
utilizados NO PCR emM teMPO real..........cooiniiniiii e 61
Tabela 4 - Pardmetros biométricos de camundongos controles e obesos aos 180 dias....... 73

Tabela 5 - Apresentacéo dos principais resultados encontrados no presente estudo......... 84



ACC
Acetil-CoA
ADP
AG
AGL
AgRP
AKT
AMPK
ANC
ANVISA
AT2R
ATP
C/EBP,,
C-AG
cDNA
CEUA
CID-10
COBEA
CPT-1
CPT-2
CREB
C-SA
CT
DAG
DM2
DNA
DRC
DTM
DTV
EDTA
EDTA-free

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetil-CoA carboxilase

Acetilcoenzima A

Adenosina difosfato

Acidos graxos

Acidos graxos livres

Peptideo agouti

Proteina quinase B

Adenosina monofosfato

Adocante ndo caldrico

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Receptor do tipo 2 de angiotensina
Adenosina trifosfato

Proteinas de ligacdo a potenciadores de CCAAT
Controle a4gua

DNA complementar

Comité de ética do instituto de biologia Roberto Alcantara Gomes

Cadigo internacional de doencas 10
Colégio Brasileiro de Exeperimentacdo Animal
Carnitina palmitoil transferase do tipo 1

Carnitina palmitoil transferase do tipo 2

Proteina de ligacdo do elemento de resposta do AMPc

Controle sacarina

Comprimento da tibia
Diacilglicerol

Diabetes mellitus 2

Acido Desoxirribonucleico
Dominio curto rico em cisteina
Dominio transmembrana

dominio do trapézio de Vénus
Acido etilenodiamino tetra-acético

Livre de acido etilenodiamino tetra-acético



EPM Erro padréo da média

EROS Espécies reativas de oxigénio

EUA Estados Unidos da América

FABP Proteina de ligacdo a acidos graxos

FADH Dinucledtido de flavina e adenina

FAO Food and Agriculture Organization

FAS Acido graxo sintase

FAT Translocador de &cido graxos

FATP Proteina transportadora de &cidos graxos
FDA Food and Drug Administration

GABAEg Receptores metabotrépicos transmembranares
GDA Grande dominio aminoterminal

GHSR Receptor de grelina

GIP Péptido insulinotropico dependente da glicose
GLP-1 Peptideo semelhante a glucagon 1

GLUT2 Transportador de glicose tipo 2

GLUT4 Transportador de glicose tipo 4

GRAS Geralmente Reconhecidos como Seguros
HCL Acido cloridrico

IDA Ingestdo diaria aceitavel

IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
IL Interleucina

IL-1P Interleucina-1p

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IMC indice de massa corporal

IP3 Inositol trifosfato

IPs-R Inositol trifosfato receptor

IRI indice de resisténcia a insulina

JAK2 Janus quinase 2

JECFA Codex Alimentarius, do Joint Expert Committee on Food Additives
LPL Lipoproteina lipase

Malonil-CoA Malonil coenzima A



Mir05
miRNA
MR

NADH
NPY
0-AG
OMS
O-SA
PAI-1
PCR
PI3K
PLC-B2
POMC
PPAR
PPARa
PPARy
PPARS
PYY
RAPGs
RCR

Rf

Ri

RM
RMN
RN
RNA
SBEM
SGLT-1
SM
SNC
SOD
SREBP-1

Solucdo de Respirometria Mitocondrial 5

Micro RNA

Medidas repetidas

NuUmero de animais por grupos

Dinucledtido de nicotinamida e adenina
Neuropeptideos Y

Obeso agua

Organizacdo mundial de saude

Obeso sacarina

Inibidor de atividade de plasminiogénio 1

Reacdo de polimerizacdo em cadeia em tempo real
Fosfoinositideo 3-quinase

Fosfolipase C especifica de fosfoinositideo beta
Pr6-opiomelanocortina

Receptores ativados por proliferador de peroxissoma
Receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma
Receptor gamma ativado por proliferador de peroxissoma
Receptor delta ativado por proliferador de peroxissoma
Peptideo YY

Receptores acoplados a proteina G

Razdo do controle respiratorio

Racédo fornecida

Racé&o ingerida

Ressonancia magnética

Ressonancia magnética nuclear

Reducdo de ninhada

Acido ribonucleico

Sociedade brasileira de endocrinologia e metabologia
Co-transportadores de glicose dependentes de sddio
Sindrome metabdlica

Sistema nervoso central

Enzima superoxido dismutase

Proteinas ligadoras de elementos reguladores de esterol tipo 1



STAT3
T0
T120
T1R2
T1R3
T30
T60
T90
TAB
TABE
TAG
TAM
TAS
TAV
TG
TITG
TNF-a
TRPM5
UCP1
VIGITEL

VLDL
al
B2
B3
3T3L1

Transdutores de sinal e ativadores de transcri¢ao tipo 3
Tempo zero (antes da infusdo de glucose)

Tempo cento e vinte (ap6s 120 minutos da infuséo de glicose)
Receptor de sabor tipo 1 membro 2

Receptor de sabor tipo 1 membro 3

Tempo trinta (apds 30 minutos da infusdo de glicose)

Tempo sessenta (ap6s 60 minutos da infusdo de glicose)
Tempo noventa (ap6s 90 minutos da infusdo de glicose)
Tecido adipose branco

Tecido adipose branco epididimal

Triacilglicerol

Tecido adipose marrom

Tecido adiposo subcutaneo

Tecido adiposo visceral

Triglicerideos

Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose

Fatores de Necrose Tumoral Alfa

Membro 5 da subfamilia do canal catidnico do receptor transiente
Proteina desacopladora do tipo 1

Sistema de vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas cronicas
por inquérito telefénico

Lipoproteina de densidade muito baixa

Subunidade catalitica da AMPK

beta adrenoceptor 2

beta adrenoceptor 3

Linhagem celular derivada de 3T3



LISTA DE SIMBOLOS

kg Quilogramas

m? Metros quadrados
% Porcentagem

mg Miligramas

mg/kg Miligramas por quilograma

mi Mililitros

Ca?* fons de célcio
+ Mais ou menos
°C Graus celsius
g Gramas

NUmero de animais por grupo
mm Milimetros
Nm Nanometro
pUI/ml - Microunidades internacionais por mililitros
mmol/L  Milimol por litro

Pmol Picomolar

cm Centimetros

a/kg Gramas por quilogramas
pH Potencial hidrogenidnico
02 Oxigénio

Mm Milimolar

pl Microlitros

Mg Microgramas

P Probabilidade de significancia
< Menor

o Alfa

B Beta

Y Gama

o Delta



SUMARIO

LN ERI0] 516 107:Y0 1T 19
LIUSTIFICATIVA et b bbbttt nb e bbb e sbenre s 50
2 O0BUIETIVOS ... bbb bbb bbb e ettt bbb anes 51
2.1 ODJELIVO GEIAL.......eciiice e rn 51
2.2 ODJEtiIVOS ESPECITICOS. .. eiuiiitieiicie ettt e e e ns 51
3 MATERIAIS E METODOS ..ottt seniess st es s ses s sesss s ssssss s senansens 52
3.1 Animais e modelo eXperimental ..........c.ccceiiiiiiie i 52
3.2 Composicao nutricional da rac@o padrdo Nuvilab............cccccccevveviiieieene e 54
3.3 Composicao e obtencéo do adocante artificial sacarina ............ccccceevevieeiecie e, 55
3.4 Analise do consumo alimentar e da ingestao de liquidos...........c.ccceevevieie e, 55
3.4.1 Consumo alimentar e ingestao de liquidos ao 10ngo do tempo.......ccccceevvevvecieveeciecnee, 55
3.4.2 Consumo alimentar e ingestao de liquidos acumulados...........ccccveverieieeniecieseese e 56
3.5 Analise do ganho de massa corporal ao longo do crescimento...........c.ccccceeevevverneennenn. 56
3.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN) .........cccooiioiiiiiie e 56
3.7 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG) ...ccoevviieiieie e 57
3.8 Eutanasia e coleta de tECIAOS ........coiiiieiieiiee et 57
3.9 Mensuracao do tecido adiposo branco epididimal e outros 6rgaos ............cccceveeveenenn. 58
3.10 Comprimento naso-anal e comprimento da tibia.............ccccoceviveviiiciicce e 58
3.11 Dosagem de glicoSe € INSUIING .........ccoeiieiieie it 58
3.12 indice de resisténcia a insulina em Jejum (IR1) ........covvieerieeeeeeeee e 59
3.13 Anélise morfoldgica do tecido adiposo branco epididimal .............c.ccceeeeiieiieiieenen, 59
3.13.1 Processamento histoldgico do tecido adiposo branco epididimal ............ccccevveneneee. 59
3.13.2 Anaélise qualitativa e quantitativa do tecido adiposo branco epididimal ....................... 59
3.14 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR).......ccccccovvevviveivecieennenn, 59
3.14.1 Extrac80 d0 RNA TOLAl .....cccveiiiiiccee e 60
3.14.2 PCR €M tEMPO FBAL.......eeiieeiecie ettt ettt sttt be et saaene e 60
3.15 Biomarcadores do estresse OXidatiVO ..........ccecveiieiiiicie e 61
3.15.1 NiVEIS A8 TBARS ..ottt sttt ettt st st beaneenes 61
3.15.2 Medida da CAtAlASE. ..........ceecueieiiieeiie et 62
3.16 Andlise da funcdo mitocondrial por respirometria de alta resolucéo........................ 62
3.17 ANALISE ESTALISTICA. .. .ccviciiiieecie ettt sre e 63
A RESULTADOS ...ttt sttt ettt bt s e s e s et et e steabesbeereeneeneeneas 64
4.1 CoNSUMO @HIMENTAL ....cviiiiieiie ettt e e sae e e be e raeanaeas 64
4.1.1 Consumo alimentar de camundongos do desmame até 180 dias de vida........................ 64
4.1.2 Consumo acumulado de racdo do desmame até 180 dias de vida...........cccceeverrereennenn. 65
4.2 INQESTAD HQUIAOS .....c.veevieiiccieee ettt ettt sae e sreenne e 66
4.2.1 Ingestdo de liquidos ao 10ng0 da INtEIVENGAD...........ccueeieiueeiie e 66
4.2.2 Ingestdo acumulada de liquidos dos grupos controles e 0DeSOS..........ccevevveeveiieeiveennenn, 67
4.3 Ganho de massa corporal ao 1ongo do CresSCIMENTO ........ccccvveiieiiieiie e 68

4.4 Andlise de componentes da composi¢ao corporal por RMN .........cccocevvviiiieiiinnnne, 69



4.5 ParGmetros DIOMEIIICOS .....cooieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e aaaaa 71

4.6 Dosagem sérica de glicose e inSulina em JEJUM .........ccoviiiriinineneise e 74
4.7 Indice de resistencia & iNSULNG (IR1) ..c.ovcivveeeecceeeeee et 75
4.8 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG) ..cccovvvvviiieieiieerierere e 75
4.9 Analise morfolodgica do tecido adiposo branco epididimal ............ccccocieiiiiiiinenn 76
4.10 Reagéo de polimerizagdo em cadeia em tempo real (PCR em tempo real)............... 78
4.11 Analise de biomarcadores do estresse oxidativo (MDA e catalase) ..........c..ccceueeneee. 81
4.11.1 Peroxidagdo lipidica (TBARS) ....ccoiiieii ettt ens 81
4.11.2 ANALISE da CALAIASE. ........ccveeveiii ittt 82
4.12 Respirometria de alta resolugdo no tecido adiposo branco epididimal...................... 82
4.12.1 Metabolismo de carboidratos no tecido adiposo epididimal de camundongos............. 82
4.12.2 Metabolismo de &cidos graxos no tecido adiposo epididimal de camundongos........... 83
4.13 Principais resultados eNCONTIradOS ............cooiiiiiiieiieiesie e 84
BDISCUSSAOD ...ttt 88
5.1 Efeitos causados pela condicdo de obesidade em animais adultos.............cccccoeevrnennee. 88
5.2 Efeitos causados pelo consumo crénico de sacarina em animais adultos.................... 91
CONSIDERAQ()ES FINAILS e 104
REFERENCIAS ...ttt 105
ANEXO A — Submisséo do artigo ao Jornal Europeu de Nutricdo (EJON) referente aos dados
obtidos durante 0 DOULOTAAO ........cveivieiiiiieiecce et re e 123
ANEXO B - Certificado da Comiss&o de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais
(CEUA), (IBRAG/IUERJ) ..ottt sttt sttt saeenee s besneesneeneenee e 124

ANEXO C - Ficha de Informaces e Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) -
SACAINNAL2 ..o ettt et ettt et e he et e bt ahe e te e aenreenreenaearaeare s 125



19

INTRODUCAO

Obesidade

A obesidade é uma doenca multifatorial caracterizada, pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), como o acumulo excessivo da massa adiposa corporal correlacionado ao
aumento de comorbidades e reducdo da qualidade de vida. Esse cenario vem sendo associado a
uma série de efeitos deletérios, como: desregulacdo metabdlica do tecido adiposo, estresse
oxidativo e disfungdo mitocondrial aumentando o risco de doencgas potencialmente fatais,
incluindo dislipidemias, doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial. Além disso, a obesidade é considerada um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Figura 1) (SONG et al., 2015;
ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018; BRASIL, 2022; OMS, 2023; DELVECCHIO et al., 2024).

Por essa razdo, a obesidade, por si s6, é considerada uma condicdo integrante do grupo
de doencas cronicas ndo transmissiveis (UPADHYAY et al., 2018), categorizada na 102 revisao
da Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10), no item de doencas enddcrinas,
nutricionais e metabdlicas (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 suficiente para reduzir significativamente as complica¢des associadas a essa
condicdo e, consequentemente, a mortalidade relacionada a elas. A obesidade é considerada a
a doenca evitavel mais comum (KHANNA et al., 2022).

Sua etiologia ndo resulta exclusivamente da alta disponibilidade de alimentos
hipercal6ricos pois, ¢ uma condicdo crbnica, complexa e multifacetada, dificil de ser definida
(DIAS et al., 2017; UPADHYAY et al., 2018; BOUCHARD et al., 2021; KHANNA et al.,
2022). De acordo com a literatura, € uma doenca que envolve diversos aspectos, que incluem
influéncias ambientais, interacdo entre genética e predisposicdo epigenética, nutricao, estilo de
vida (COMPARE et al., 2016), qualidade e duragdo do sono (THEORELL-HAGLOW;
LINDBERG, 2016), modificacbes na microbiota gastrointestinal (GRAHAM; MULLEN;
WHELAN, 2015) e aspectos psicoldgicos que podem resultar em uma batalha continua contra
0 excesso de peso ao longo da vida (COLLINS; MENG; ENG, 2016).

Entretanto, é evidente que a sua principal causa € o desbalanco energético positivo
crénico (HALL, 2018; MELLO et al., 2018), onde ocorre o desequilibrio entre 0 consumo de

calorias e 0 gasto energético. Tal desequilibrio resulta no acimulo excessivo de energia e
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disfuncdo do tecido adiposo, 0 que pode potencializar o estado de doenca metabdlica do
individuo (ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018; KHANNA et al., 2022).

Figura 1 - Processos através dos quais a obesidade leva a comorbidades
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Legenda: SOP = sindrome do ovério policistico; DRGE = doenga do refluxo gastroesofagico; DHGNA = doenca
hepatica gordurosa néo alcoolica; 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. Feito com Biorender (www.biorender.com).

A obesidade € considerada a maior desordem nutricional de magnitude pandémica, em
decorréncia de seu crescimento nas ultimas décadas representando, portanto, um desafio global
para a saude publica (MELLO et al., 2018; GREEN et al., 2020). A prevaléncia da obesidade
aumentou acentuadamente, nos ultimos 50 anos, nenhum pais mostrou redugdo da doenca.

Apenas alguns paises de renda elevada apresentaram estatisticas estabilizadas, mas o mesmo
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ndo ocorreu nos paises mais pobres (UPADHYAY et al., 2018; PANUGANTI; NGUYEN;
KSHIRSAGAR, 2023).

Segundo o atlas da obesidade, publicado em 2023, atualmente os
indices globais indicam que 38% da populacdo apresenta sobrepeso
(IMC 225kg/m?), 14% obesidade (IMC =30kg/m?) e a estimativa global
para 2035 é que esses numeros aumentem para 51% e 24%,
respectivamente (WOF, 2023). No Brasil, a situacdo também é
alarmante, segundo os dados mais recentes fornecidos pelo
Ministério da Saude, cerca de 22% da populacao é classificada com
obesidade (VIGITEL, 2022). A estimativa é que em 2035 a populagédo
brasileira chegue a 41% de obesidade (Figura 2) (WOF, 2023).

Figura 2 — Projecdo da prevaléncia de obesidade (IMC 230kg/m?) no
Brasil
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Legenda: % = porcentagem;
Nota: Prevaléncia da obesidade no mundo em 2016;
Fonte: Adaptado: WOF, 2023.
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O diagnostico de sobrepeso e obesidade ¢ realizado por meio do indice de Massa
Corporal (IMC), representado por: IMC = massa corporal (kg) / estatura (m?2). Através desse
método de avaliacdo fisica é possivel categorizar individuos adultos como obesos, quando
apresentam IMC igual ou superior a 30 kg/m? (HARPER; ZISMAN, 2016; WEI; JAN, 2024).
Segundo Kilov (2018), quando esse indice supera 40 kg/m? (obesidade extrema ou grave) pode
reduzir a expectativa de vida em 10 anos. Embora seja amplamente utilizado em estudos
populacionais para avaliacdo da prevaléncia da obesidade, o IMC apresenta baixa
especificidade, visto que ndo leva em consideracdo a composi¢do corporal, como por exemplo
a propor¢do de massa muscular e gordura dos individuos (ORTEGA; LAVIE; BLAIR, 2016;
DIAS etal., 2017; RYAN; KAHAN, 2018). O percentual de gordura, por exemplo, é altamente
variavel em seres humanos, dados demostram valores entre 5 e 60% de gordura corporal total
((SANTILLANA et al., 2023).

O custo global com obesidade e complicagdes causadas pela mesma, tem o impacto de
1,96 bilhdes de doélares em 2020 e a projecdo € que aumente para mais de US$ 4 trilhGes em
2035. Estes impactos econdmicos sdo equiparados aos gastos estimados da COVID-19 durante
0 ano de 2020 (WOF, 2023). A obesidade é considerada um dos principais encargos sociais
globais, sendo apenas superada pelo tabagismo, violéncia armada, guerra e terrorismo
(KUSHNER; SCOTT, 2018).

Embora a epidemia da obesidade seja uma questdo global, evidéncias indicam a
disfuncdo no controle central do peso corporal, seja amplamente influenciada por predisposicédo
genética (até 80%) em populacdes que desenvolvem obesidade grave e precoce (FACCIOLI et
al., 2023). Acredita-se que a obesidade estabelecida na idade adulta seja um processo
prospectivo que se inicia na infancia. Sob esta perspectiva, a literatura relata que alteracdes
nutricionais no ambiente intrauterino e pos-natal podem promover o desenvolvimento da
obesidade e comprometimento de diferentes 6rgaos centrais e periféricos, que resultam em
comorbidades associadas ao ganho de peso e a sindrome metabdlica (Figura 3) (HABBOUT et
al., 2013; GUIMARAES et al., 2024).

Programacao metabolica e obesidade

A programacdo metabdlica refere-se a alteragGes fisiologicas ou ambientais, ocorridas
em periodos criticos da vida, capazes de gerar efeitos duradouros. Essas alteracdes podem afetar
0s processos fisiologicos e, em determinadas circunstancias, resultar no surgimento de
patologias (HABBOUT et al., 2013, XAVIER et al., 2019). No periodo que se estende desde a
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pré-concepcao até a primeira infancia, conhecido como primeiros 1000 dias de vida, ocorre
uma fase critica do desenvolvimento em que a atividade de imprinting do DNA ¢é mais intensa.
Mudancgas epigenéticas durante esse periodo exercem um impacto permanente na expressao dos
genes e sdo frequentemente desencadeadas por influéncias ambientais que ocorrem nessa fase.
Portanto, distdrbios que ocorram durante esse periodo, especialmente aqueles relacionados a
ingestdo nutricional, tera promove efeitos duradouros dificeis de corrigir a longo prazo (Figura
3) (SIMEONI et al., 2014; WARDOYO et al., 2023).

Como dito anteriormente, a obesidade é uma condicdo que pode ser resultante de
modifica¢fes nutricionais que ocorram durante as janelas criticas do crescimento, as quais
podem programar alteragdes metabolicas importantes na prole (LI et al., 2018; MILLIKEN-
SMITHA; POTTER, 2018; WARDOYO et al., 2023). O estado nutricional dos pais vem sendo
estabelecido como um dos principais fatores determinantes para o excesso de peso dos filhos.
Segundo a literatura, a probabilidade de obesidade em filhos é 2,5 a 4 vezes maior quando um
dos pais tem obesidade, e chega a ser 10 vezes maior quando ambos apresentam esse quadro.
Tal fato é decorrente tanto de possiveis habitos obesogénicos compartilhados entre a familia,
qguanto de fatores genéticos transmitidos para os filhos (REILLY et al., 2005; STRYJECKI;
ALYASS; MEYRE, 2018).

Gestantes obesas possuem menor capacidade de adaptacdo as alteracGes metabdlicas
inerentes & gestacdo o que aumenta a suscetibilidade a intercorréncias como dislipidemia e
diabetes gestacional (NASCIMENTO et al., 2018). Proles de mées obesas demonstraram
hipertrofia dos adipdcitos e aumento da expressao do PPARY, assim como redugio da expressao
dos adrenoreceptores B2 e 3, indicativo de aumento na regulacdo da lipogénese e diminuigao
da lip6lise (SAMUELSSON et al., 2008). Portanto, a qualidade do ambiente em que os fetos e
embrides sdo expostos é capaz de induzir mudancas no fen6tipo das criangas ao longo da vida,
tanto do ponto de vista morfolégico quanto metabdlico (Figura 3) (LILLYCROP; BURDGE,
2011).

Além disso, alguns estudos demonstram uma associacdo entre marcadores do estresse
oxidativo, obesidade, resisténcia a insulina e diabetes, devido a alteracbes na cascata de
sinalizagdo da insulina (URAKAWA et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2007). O estresse
oxidativo desempenha um papel importante no quadro doencas metabdlicas, influenciando as
vias e sinais criticos que controlam a reprogramacéo genetica e epigenética nesses disturbios
(KLISIC et al., 2024). A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) pode ser 0 evento
que precede o inicio da resisténcia a insulina e obesidade em resposta & ma nutricdo materna,

indicado pelo aumento da expressao de genes associados ao estresse oxidativo na placenta de
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mdes obesas e no musculo esquelético da prole (YANG et al., 2015). O acimulo de ERO, seja
pela superproducdo ou como defesa antioxidante ineficiente, pode levar a danos irreversiveis
as mitocdndrias, como frequentemente observado em doencas metabdlicas e inflamatorias

(KLISIC et al., 2024).

Figura 3 - Potenciais mecanismos envolvidos na programacgdo metabdlica materna e pos-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 ligacdo ao elemento de regulacdo do esterol;
P13K = 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 metabdlica;

Fonte: Adaptado: ALFARADHI; OZANNE, 2011. Feito com Biorender (www.biorender.com).
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Inimeros mecanismos fisiologicos e metabdlicos atingem a maturacdo completa
somente ap6s 0 nascimento (GLUCKMAN; HANSON, 2007). O periodo pés-natal também é
conhecido como “janela critica para a programagdo”, e representa uma fase na qual o
desenvolvimento da prole, incluindo o sistema nervoso, continua a ser suscetivel a insultos que
levam a alteracbes fisiologicas permanentes, aumentando a predisposicdo a doencas
metabolicas na vida adulta (LISBOA et al., 2012; FIDALGO et al., 2013; ELLSWORTH et al., 2018;
WARDOYO et al., 2023).

Por essa razdo, para induzir a obesidade em nossos animais, utilizamos o método de
reducdo de ninhada (RN) durante o periodo da lactacdo, descrito por Plagemann e colaboradores
em 1992. Os autores demonstraram que a redugdo do nimero de filhotes ao 3° dia pds-natal é
capaz de promover aumento da adiposidade, desenvolvimento de hiperleptinemia e hipertenséo
em ratos adultos alimentados com dieta comercial padrdo (normocalorica) apds o desmame
(Figura 4 e Figura 11).

Esses desfechos, vistos por Plagemann, resultantes da simples intervencéo de reduzir o
tamanho da ninhada ao 3° dia po6s-natal, sdo atribuidos a diferentes justificativas. Porém, a
principal delas é que, em circunstancias normais, maes roedoras possuem menor namero de
mamilos do que de filhotes, o que resulta em uma competicdo pela amamentacao entre a prole.
No entanto, no modelo de RN o nimero de mamilos da mae é superior ao namero de filhotes,
promovendo maior disponibilidade de leite sem a necessidade de competir pelo mesmo
(PECKHAM, 1979; SOUZA; MOURA,; LISBOA, 2022).

Adicionalmente a essa justificativa, nosso grupo de pesquisa ja demonstrou em estudo
prévio que a prole de ninhadas reduzidas ingere cerca de 1,5 vezes mais leite do que ninhadas
de tamanhos normais. Além disso, observamos que a composicao do leite materno é modificada
apos a RN, tornando-se um leite com maior teor de gordura e diminuida quantidade de proteinas
(CUNHA et. al., 2009). O que também foi visto posteriormente por outro autor (XAVIER et
al., 2019). Portanto, esses fatores podem elucidar o surgimento da obesidade nesses animais na
fase adulta.

A hiperalimentacdo durante a lactacdo (causada pela maior ingestdo de leite e
modificagdo na composicédo do leite materno de ninhadas reduzidas), pode promover alteragdes
persistentes nas vias de sinalizagdo que controlam a ingestdo alimentar e o gasto energético
atraves da sintese de neuropeptidios orexigénicos e anorexigénicos no hipotalamo, integrando-
0s com sinais periféricos do estado nutricional. A desregulacdo na expressdo hipotalamica
desses neuropeptidios esta associada a obesidade (Figura 3) (ALFARADHI; OZANNE, 2011).
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A literatura cientifica reforca que a ocorréncia de alteraces nos processos epigenéticos
séo fortemente influenciadas pelo ambiente, e sGo mecanismos pelos quais a hiperalimentacao
pos-natal pode aumentar a susceptibilidade a obesidade (Figura 3). O termo epigenética refere-
se aos processos que induzem alteracGes hereditarias na expressdao do gene sem alterar a
sequéncia de nucleotideos (LILLYCROP; BURDGE, 2011; DIECKMANN; CZAMARA,
2024; ABOUD; TUPPER; JIALAL, 2024). Animais submetidos & RN apresentam
hipermetilacéo da pro-opiomelanocortina (POMC), um gene essencial para a regulacao do peso
corporal que resulta no aumento da prevaléncia da obesidade e em alteracGes da homeostase
energética e do apetite (PLAGEMANN et al., 2009). Alguns efeitos descritos na literatura
causados pela RN na prole sdo demonstrados na Figura 4.

Figura 4 - Efeitos fisiopatologicos da hiperalimentacdo durante a lactagdo em roedores

CEREBRO L TAM RIM
Ativagdo da microglia A UCP-1; 2 Ne de néfrons
HIPOTALAMO L LPL—HLS. 1 Renina, AT-2R
ACR, PVN, VM f N IL-6, PAI-1
N Sinalizagdo orexigénica Resisténcia a insulina
Resisténcia central a leptina Glomerulosclerose e proteinuria
e insulina

N Ingestdo alimentar
J Gasto energético

Estresse Oxidativo
Leptina e insulina
Lipideos (TAG — colesterol)
Glicemia de jejum
BP arterial (moderada)
Disfungdo microvascular

!
Aumento de: \
|

TAB
N N2 de adipdcitos
/M Superficie do adipdcito

CORACAO 2 FAS, IL-6
M Estresse oxidativo A TNFa elresis,tina

1 SOD, CAT

{ Resposta a insulina e leptina
1 Sensibilidade a isquemia FIGADO o
Alteragdo na expressdo génica J Sinalizagdo de insulina i .PANCREAS -
(ANP, BNP, UCP3, CPT1) { Atividadaanticxidante | [ orinaiesHmiiads peld sedegaide

4 Hipertrofia cardiaca e fibrose 4 MDA glicose e Resisténcia a insulina

{ LVEF



27

Legenda: TAG = triglicerideos; TAB = tecido adiposo branco; TAM = tecido adiposo marrom; UCP-1 = proteina
desacopladora do tipo 1; LPL = lipoproteina lipase; LHS = lipase hormonio sensivel; FAS = acido graxo sintase;
TNF-o = fator de necrose tumoral; IL-6 = interleucina 6; AT2R = receptor do tipo 2 de angiotensina; PAI-1 =
inibidor-1 do ativador do plasminogénio;

Nota: Efeitos da hiperalimentacdo durante a lactagéo sobre os principais tecidos dos roedores;

Fonte: Adaptado: HABBOUT et al., 2013. Feito com Biorender (www.biorender.com).

A regulacdo da alimentacdo é exercida pelos niveis circulantes de grelina, leptina e
insulina. A insulina um horménio peptidico endocrino que se liga aos receptores na membrana
plasmaética das células-alvo, coordena a resposta anabolica de acordo com a disponibilidade de
nutrientes (PETERSEN; SHULMAN, 2018). Apresenta um papel neurotréfico na regulacao da
ingestdo alimentar e demonstrou envolvimento na formacao de sinapse, morfogénese dendritica
e plasticidade (ALFARADHI; OZANNE, 2011). Além disso, a insulina promove feedback
negativo sobre os neurénios do ndcleo 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). Plagemann et al., (2009)
observaram que ratos de ninhadas reduzidas apresentaram hipermetilacdo do receptor de
insulina hipotalamico e, consequentemente, resisténcia a insulina hipotalamica, hiperfagia e
obesidade em ratos jovens.

A leptina, horménio produzido nos adipdcitos, apresenta niveis elevados em individuos
obesos associado ao quadro de resisténcia a sua acdo. Age como fator de sinalizacdo no tecido
adiposo e no sistema nervoso central (SNC), promove a reducdo da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético, através da inibicdo dos neurbnios orexigénicos produtores de
NPY/AgRP e ativacdo dos neurdnios anorexigénicos (EGUCHI et al., 2008; OSORIO, 2015;
PANUGANTI; NGUYEN; KSHIRSAGAR, 2023). No modelo de hiperalimentacdo por RN,
foi descrito que animais apresentam hiperleptinemia (PEREIRA et al., 2006; PLAGEMANN et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2011; GUIMARAES et al., 2024). Na idade adulta, esses animais
apresentam resisténcia hipotalamica a leptina, caracterizada pela reducéo no contetddo de JAK2
e menor fosforilacdo de STATS3, principais proteinas envolvidas na via de sinalizacéo da leptina
(Figura 4) (RODRIGUES et al., 2011).

Ao longo dos altimos anos, nosso grupo de pesquisa documentou achados que reforcam
que animais de ninhadas reduzidas apresentaram alteragdes prejudiciais, tais como: aumento da
secrecdo de insulina e dos niveis de GLUT2 nas ilhotas pancreaticas, hipertrofia do ventriculo
esquerdo e resisténcia a insulina, alteracdo da sinalizacéo da grelina via GHSR/PI3K e AKT no
coracdo (MARTINS et al., 2008; CUNHA et al., 2009; MOREIRA et al., 2009; LACERDA-
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MIRANDA et al., 2012), altera¢des na hemodinamica cardiaca e deposicao de colageno (VIEIRA
et al., 2015) em proles na idade jovem e/ou adulta (BERNARDO et al., 2016), prejuizo na via
de sinalizagéo da insulina em adipdcitos de ratos (RODRIGUES et al., 2007), hipogrelinemia,
acompanhada de aumento da regulacdo da via de sinalizacdo de grelina no tecido adiposo de
camundongos jovens (SOARES et al., 2012), aumento do peso corporal dos animais
(MALAFAIA, 2018; GONGCALVES, 2019) e desenvolvimento de hiperfagia no periodo de
lactacdo e na idade adulta (CUNHA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011; GONCALVES,
2019). A literatura cientifica respalda e reconhece 0 modelo de reducdo de ninhada como um

método eficiente para induzir obesidade e suas correlagfes na prole.

Tecido adiposo

Compreender, de forma mais profunda, a relacdo entre obesidade e suas complicacfes
frente ao cenario atual torna-se relevante e urgente. Nesse contexto, é crucial avaliar diversos
aspectos, com especial destaque para o tecido adiposo e sua unidade celular, o adipécito, como
o0 cerne dessa fisiopatologia.

O tecido adiposo € classificado como tecido adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo
branco (TAB).O adipocito marrom € caracterizado principalmente por goticulas
lipidicas multiloculares com elevado nimero de mitocondrias, que conferem a capacidade de
produzir calor através da termogénese (REYES-FARIAS et al., 2021). Em contraste, o0 TAB
desempenha um papel de destague na homeostase energética, atuando principalmente como um
reservatorio de energia. No entanto, a visdo tradicional do TAB como apenas um deposito de
lipidios é obsoleta. Atualmente, ele é reconhecido como um 6rgao enddcrino e sua formacédo
durante o desenvolvimento ocorre a partir de células mesenquimatosas, os lipoblastos, os quais
inicialmente apresentam multiplas goticulas lipidicas em seu citosol. Contudo, a medida que
amadurecem, as mdltiplas goticulas lipidicas se coalescem formando uma Unica inclusdo
citosélica, que ocupa a maior parte do citosol da célula, correspondendo de 80% até 95% da
massa celular (PINTO, 2014). Desta maneira, o adipocito maduro é denominado como tecido
adiposo unilocular, pois cada adipdcito contém uma goticula lipidica grande e Unica, capaz de
estocar energia excedente, principalmente na forma de triacilglicerois (TAG), em resposta a
demandas nutricionais (ABENTE et al., 2016; ZAIOU; AMRI; BAKILLAH, 2018).

A classificacdo do TAB baseia-se em sua distribuicdo corpdrea, que abrange dois
principais depdsitos: o tecido adiposo visceral (TAV), compreende depdsitos omentais,

mesenteéricos, retroperitoneais, gonadais e pericardicos, e o tecido adiposo subcutaneo (TAS),
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que esté localizado sob a pele, e inclui a area glatea femoral e abdominal ou superior do corpo
(Figura 5) (SANTILLANA et al., 2023). Cada deposito de tecido adiposo possui caracteristicas
bioquimicas distintas e desempenha fun¢des metabdlicas especificas. Evidéncias indicam que
a distribuicdo do tecido adiposo tem impacto direto no metabolismo. O aumento do TAV esta
correlacionado com a desregulacdo metabdlica, levando a intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina e pior prognostico de doencas (BODIS; RODEN, 2018; REYES-FARIAS et al., 2021).
Estudos in vitro mostraram ainda, que adipdcitos isolados do TAV apresentam elevados niveis
de sintese lipidica e lip6lise em comparacdo com adipdcitos do TAS (WAJCHENBERG, 2000;
RITCHIE; CONNELL, 2007; LEE; WU; FRIED, 2013).

Atualmente, acredita-se que uma capacidade diminuida de expansdo do TAS favoreca
a deposicao de gordura visceral (SANTILLANA et al., 2023). Esse é considerado o principal
problema do excesso de peso, a adiposidade abdominal, pois esta representa excesso de gordura
visceral metabolicamente ativa, que envolve os Orgdos e estd associada a desregulacdo
metabolica, predispondo os individuos a doenca cardiovascular e condicdes relacionadas.
(Figura 5) (PANUGANTI; NGUYEN; KSHIRSAGAR, 2023).

A hipertrofia dos adipdcitos estd associada a disfuncdo do tecido quando ocorre a
hipersecrecdo de adipocinas pré-inflamatérias e reducdo do fluxo sanguineo o que leva, em
ultima instancia, a hipdxia local, a inflamacdo e a infiltracdo de macréfagos associada a
distdrbios metabdlicos (LONGO et al., 2019; KAWAI et al., 2021). De fato, o tamanho dos
adipdcitos esta intimamente ligado a funcionalidade do tecido adiposo e 0 TAV tende a ter
adipdcitos maiores em comparacdo ao TAS, essa disparidade sugere que o tamanho dos
adipdcitos desempenha um papel determinante na funcéo patogénica ou protetora associada ao
tecido adiposo (Figura 5) (QUEIROZ et al., 2009; REYES-FARIAS et al., 2021).

Ruderman e colaboradores (1982) introduziram o conceito de individuos obesos
metabolicamente saudaveis. Curiosamente, individuos com obesidade e que ndo apresentam
complicacdes metabodlicas tendem a possuir adipdcitos menores e mais humerosos, além de
apresentarem niveis inferiores de inflamacgdo e fibrose em comparacdo aos seus pares nao
saudaveis (REYES-FARIAS et al., 2021).

O TAB apresenta a capacidade de secretar moléculas endocrinas que regulam o
metabolismo e assim, influencia aspectos como sensibilidade a insulina, controle do apetite,
equilibrio energético, resposta imune, angiogénese, pressao arterial e metabolismo de lipidios,
por meio de proteinas bioativas secretadas pelos adipécitos, conhecidas como adipocinas. Em
sua composicao tecidual, além dos adipdcitos, contém matriz extracelular (fibras colagenas e

reticulares), tecido nervoso, vasos sanguineos, células do estroma vascular, nddulos linfaticos,
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células imunes (leucdcitos, macrofagos), fibroblastos e pré-adipocitos (células adiposas
indiferenciadas) (FISCHER-POSOVSZKY; WABITSCH; HOCHBERG, 2007; ABENTE et al., 2016;
SANTILLANA et al., 2023).

As células adiposas possuem todas as enzimas e proteinas necessarias para sintetizar
acidos graxos (lipogénese) e estocar TAG, em periodos que a oferta energética é abundante, e
para mobilizé-los, através da lipolise, quando ha déficit calorico, gerando assim substratos para
o metabolismo energético através da B-oxidacdo. A regulagdo 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).

Figura 5 - Deposicao ectdpica de gordura sobre os tecidos
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Legenda: TAV = tecido adiposo visceral; TAS = tecido adiposo subcutaneo; AG = acidos graxos;

Nota: Representacdo esquematica do TAV e do TAS e consequéncias da deposicdo ectdpica de gordura sobre 0s
tecidos;

Fonte: Adaptado: DESPRES; LEMIEUX, 2006; SANTILLANA et al., 2023. Feito com Biorender
(www.biorender.com).
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Figura 6 - Representacao esquematica do tecido adiposo como um 6rgao enddcrino
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Legenda: PPAR = receptores ativados por proliferador de peroxissoma; GH = horm6nio do crescimento; IGF-1 =
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; AG = &cidos graxos livres; PAI-1 = inibidor de atividade de
plasminiogénio 1; IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; HSD = hidroxiesterdide desidrogenase;
Nota: Moléculas bioativas, expressas e secretadas pelos adipdcitos, atuando a nivel local (autdcrina e/ ou parécrina)
e sistémico (enddcrino);

Fonte: Adaptado: RIBEIRO FILHO et al., 2006. Feito com Biorender (www.biorender.com).

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 (autocrina e/ ou parécrina) e sisttmico (enddcrino), sendo
algumas destas: 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). As adipocinas sdo citocinas produzidas principalmente por
adipdcitos e na obesidade, os macrofagos que invadem o tecido também produzem adipocinas.
Elas 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
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imunoregulacdo (Figura 6) (GOOSSENS, 2008; MELLO et al., 2018; PANUGANTI; NGUYEN;
KSHIRSAGAR, 2023).

A nivel sistémico, a secrecdo alterada de adipocinas pode acarretar no aumento da
ingestdo alimentar e reducdo do gasto energético por meio do hipotalamo, bem como
diminuicdo da sensibilidade a insulina a nivel muscular e hepatico. Desta maneira, a obesidade
pode ser vista como uma inflamag&o cronica de baixo grau, detectada pela elevacdo de
marcadores inflamatdrios e citocinas, e pela presenca de macréfagos infiltrados no TAB. Esta
inflamacéo se expande tornando-se uma inflamacéo sistémica que contribui para o inicio e
progressao de disturbios metabolicos associados (MELLO et al., 2018).

Modificagbes em adip6citos maduros ocorrem em reposta a ativacdo de suas agdes
metabdlicas — lipogénese e lipolise — que variam de acordo com a necessidade de incorporagédo
ou liberacdo de lipidios que depende, entre outros fatores, do estado nutricional do individuo,
do gasto energético, da influéncia de hormonios e da atividade de enzimas envolvidas nesse
processo (JENSEN, 1997).

O tecido adiposo branco é capaz de se expandir através da hiperplasia (aumento do
numero de adipdcitos) e da hipertrofia (aumento do tamanho dos adipécitos) (QUEIROZ et al.,
2009). Esta classificacdo torna-se importante no progndstico e manejo da obesidade, sendo a
obesidade hiperplasica considerada a de mais dificil controle (SPALDING et al., 2008;
ABENTE et al., 2016). Quando ocorre uma sobrecarga na capacidade de armazenamento, as
funcBes endocrinas do tecido adiposo alteram e resultam no acimulo subsequente de gordura
ectdpica, desencadeando um estresse lipotdxico que promove disfuncdo metabélica (GROSS et
al., 2017).

O aumento crénico dos adipdcitos leva da liberacdo de &cidos graxos livres para a
circulacdo promovendo assim o quadro de lipotoxicidade carretando em prejuizos ao
metabolismo hepatico, cardiaco e pancreatico visto que a deposicdo ectopica de gordura
ocasiona aumento da producdo hepatica de glicose, apoptose das células  pancreaticas e
resisténcia a insulina nos masculos cardiaco e esquelético (Figura 5 (DESPRES; LEMIEUX,
2006; SANTILLANA et al., 2023).

Estudos descrevem que a resposta a essas disfuncdes metabolicas ocorre de maneira
hierarquica, onde o tecido adiposo e o figado agem como desreguladores primarios do sistema
metabolico, ja 0 muasculo esquelético e o pancreas respondem de maneira secundaria. O papel
primario do tecido adiposo ocorre devido a sua atuacdo na regulacdo metabdlica, como sua
capacidade de produzir horménios que modulam efeitos sobre a ingestdo alimentar, balanco e
homeostase energética (MUOIO; NEWGARD, 2006).
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O TAB é inervado pelo sistema nervoso simpatico, o qual desempenha um papel critico
no metabolismo lipidico em adipdcitos. Diante do exposto, existem, evidéncias indicando que
o0s sinais do circuito neuroenddcrino controlam a massa de gordura corporal e modulam o
armazenamento ou oxidacdo dos acidos graxos. Algumas vias do SNC regulam o metabolismo
dos adipdcitos independente da ingestdo de alimentos, sugerindo que tais vias possuem
mecanismos alternativos de regulacdo da homeostase da energia (MUOIO; NEWGARD, 2006).

Metabolismo dos adipdécitos

A principal fonte de energia para diversos tecidos e 6rgdos sao os acidos graxos (AG)
de cadeia longa. Grande parte dos tecidos possuem 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
funcdes do TAB englobam processos metabdlicos relacionados a biossintese, incorporacao e
armazenamento de TAG na goticula de gordura intracitoplasmatica, conhecida como
lipogénese, e acdes que promovem a hidrélise do TAG armazenado, liberacao de acidos graxos
livres (AGL) e de glicerol, processo denominado lipolise (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Os é&cidos graxos livres circulam ligados a albumina plasmatica ou covalentemente
ligados ao ndcleo de triacilglicerol das lipoproteinas circulantes, devido a sua baixa solubilidade
em agua (MERKEL; ECKEL; GOLDBERG, 2002). Para a biossintese de TAG, o adipdcito
requer tanto uma fonte de glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P) quanto um complexo de acidos
graxos livres ligados a coenzima A. O glicerol-3-P é obtido como um dos produtos da via
glicolitica, resultante da biossintese de acetil-CoA ou da captacdo de acidos graxos livres
provenientes de lipoproteinas plasmaticas, como quilomicrons e VLDL. No tecido adiposo
branco, esses acidos graxos livres sdo hidrolisados do TAG pela acdo da LPL presente na
superficie endotelial que sdo, entdo, transportados para o citoplasma dos adip6citos (Figura 7)
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A producgdo de glicerol-3-P requer captacdo de glicose, acdo que envolve proteinas
transportadoras especificas como o0 GLUT4. A insulina é responsavel por controlar tal processo
estimulando, durante o periodo prandial, a translocacdo de GLUT4 para a membrana celular,
aumentando a captacéo de glicose. Parte do fluxo metabolico da via glicolitica segue em direcéo
a formacdo de piruvato, que serd transportado para o interior das mitocéndrias e transformado
em acetil-CoA pela acdo da piruvato desidrogenase. Este é acoplado ao oxalato pela ac¢éo da

citrato sintase, gerando, citrato. Parte deste citrato é transportado de volta ao citoplasma, onde
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sofre a acdo da enzima ATP-citratoliase, gerando novamente acetil-CoA (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006). A acetil-CoA carboxilase (ACC) que catalisa a carboxilacdo de acetil-CoA em
malonil-CoA, um metabdlito intermediario que exerce duas principais funcdes: (1) entrar na
via de sintese de &cidos graxos, catalisada pela enzima acido graxo sintase (FAS), acarretando
a formacdo de acil-CoA, que ¢ utilizado para esterificacdo com glicerol-3-P, completando a
biossintese de TAG, e desta forma ser incorporado a goticula citoplasmaética de gordura e (2)
alostericamente inibir a carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1) que controla o transporte de
acidos graxos ativados para oxidacdo na mitocondria (DZAMKO; STEINBERG, 2009).

Figura 7 - Processo de captacdo de acidos graxos livres pelos adipdcitos e biossintese de
triacilglicerol
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Legenda: QM = quilomicron; VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa; AGL = &cido graxo livre; LPL =
lipoproteina lipase; TAG = triacilglicerol; MP = membrana plasmaética; FATP = proteina transportadora de acidos
graxos; FABP = proteina ligadora de éacidos graxos; ACBP = proteina ligadora de acil-Coa; HSL = lipase
hormdnio-sensivel;

Nota: Esquema ilustrativo do processo de captacdo de acidos graxos livres pelos adipécitos e biossintese de TAG;
Fonte: Adaptado: FONSECA-ALANIZ et al., 2006. Feito com Biorender (www.biorender.com).
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Em situagOes de privacdo da energia celular, como ocorre no jejum, os niveis de AMP
aumentam, ativando a AMPK (proteina quinase ativada por AMP) a qual esté presente na célula
como um complexo heterodimero e tem por fun¢do a manutencdo da homeostase energetica.
Quando ativada por fosforilacdo, inibe a ACC, diminui os niveis de malonil-CoA e reduz a
inibicdo alostérica sobre a CPT-1 (DAVAL et al., 2005).

Os é&cidos graxos de cadeia longa sdo ativados dentro da mitocondria, porém, a
membrana mitocondrial ndo é permeavel para os acil-CoAs. O sistema de transporte consiste
em trés proteinas, a CPT-1, a carnitina aciltranslocase e a CPT-2, cada uma com distinta
localizag&o mitocondrial. A CPT-1 representa a chave da regulagao na -oxidagdo mitocondrial,
porém, sua atividade é fortemente inibida pela malonil-CoA. A CPT-1 primeiro catalisa a
formacédo 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 atraves da
membrana mitocondrial interna em troca de carnitina-CoA. Apo6s a captacao dos acidos graxos
na mitocondria, estes passam pelo processo de f-oxidacdo, gerando NADH e FADH:2 que séo
utilizados na cadeia respiratoria (KERNER; HOPPEL, 2000).

Estudos demonstram que os AGs sdo capazes de estimular seu préprio catabolismo
através de um conjunto de receptores nucleares, chamados de receptores ativados pelo
proliferador de peroxissomo (PPARs) (ATHERTON et al., 2009).

(103). Os PPARs sdo fatores de transcricdo dependentes de ligacdo que regulam a
expressdao génica pela ligacdo especifica a elementos responsivos ao PPAR (PPRESs). Cada
receptor se heterodimeriza com o receptor X retindide (RXR, em que X pode ser a, B/& ou y)
e liga-se ao seu respectivo PPRE, formando uma estrutura que reconhecera sequéncias
especificas do DNA (AGGTCA) para a transcricao de seus genes-alvo (104, 105).

Os receptores ativados por PPARs possuem trés isoformas descritas na literatura:
PPAR-a (alfa), PPAR-R/8 (beta/delta) e PPAR-y (gama). Séo fatores de transcricdo que estdo
envolvidos na regulacdo da diferenciacéo celular, desenvolvimento e na regulagéo da expressédo
de genes do metabolismo de carboidratos e lipidios (BERGER et al., 2005). Podendo, desta
forma, atuar sobre comorbidades associadas a obesidade agindo na capacidade de
armazenamento de gordura do TAB e na queima de gordura no TAM, reduzindo assim a
sobrecarga de gordura ectopica (GROSS et al., 2017). Além disso, os PPARs podem participar
diretamente de respostas imunologicas e de mecanismos de inflamagdo (MORAIS et al., 2006).

O PPAR-y ¢ expresso principalmente no TABE e no TAM (HARRINGTON et al.,
2007), sua atividade do PPARY influencia os estoques de gordura no tecido adiposo, além de

induzir a maturac&o de pré-adipécitos. E considerado um regulador chave na diferenciagéo de
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adipocitos brancos e marrons, além disso, a maioria dos genes alvo do PPARy do tecido adiposo
estdo diretamente envolvidos na via lipogénica, incluindo LPL (KERNER; HOPPEL, 2000).
Sua ativacdo no TAB pode iniciar efeitos metabdlicos positivos, favorecendo a expanséo do
TAB, o0 que leva a retirada de lipidios de tecidos metabolicamente ativos e, assim, diminui a
lipotoxicidade (PELLEGRINELLI et al., 2016).

A expressao do PPARa no tecido adiposo branco ¢ baixa tanto em humanos quanto em
roedores (GOTO et al., 2011). E amplamente expresso no figado, mUsculo e coracdo, e sua
ativacdo sugere participacdo no metabolismo lipidico (HARRINGTON et al., 2007).
Camundongos deficientes em PPARa, embora tenham morfologia aparentemente normal do
TAM, apresentam distarbios relacionados a termogénese (TONG, et al., 2005; HONDARES,
et al. 2011). o PPAR-B apresenta uma distribui¢do corporal abrangente, com varias fungdes,
incluindo a oxidacdo de é&cidos graxos no musculo e a regulacdo geral de energia
(HARRINGTON et al., 2007).

A mitocbndria, no TAB, possui um papel crucial na regulacdo da lipdlise e
reesterificacdo de AGL, assim como na diferenciacdo e maturacdo do adipdcito, dado pela
sincronizacao da adipogénese e biogénese mitocondrial (DE PAUW et al., 2009). A disfuncao
mitocondrial pode ser uma causa primaria da inflamac&o no tecido adiposo (UAU et al., 2019).
Na obesidade, as mitocdndrias dos adipdcitos alteram a lipogénese e lipolise, regulam os
processos de diferenciacdo dos adipdcitos, apoptose, producdo de EROS e a eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa (CEDIKOVA et al., 2016). Além disso foi proposto que a disfungédo
mitocondrial desencadeia a proliferacdo de macréfagos o que induz a inflamacdo do tecido
adiposo na obesidade (XU et al., 2022).

O excesso de substrato energético, caracteristico na obesidade e sindrome metabdlica,
podem levar a disfuncdo mitocondrial, resultando em alteracGes que impactam o metabolismo
energético (BOURNAT, BROWN, 2010). A disfuncdo mitocondrial, no adipdcito, esta
associada com a reducdo da oxidacdo de &cidos graxos, alteracdo da secrecdo de adipocinas e
desregulacdo da homeostase energética. Nesta condi¢do, o aumento da producdo de EROS
resulta em acimulo de lipidios e resisténcia a insulina (MEDINA-GOMEZ, 2012).

Adogantes
O ser humano apresenta preferéncia inata ao sabor doce e, por esta razdo, sempre buscou

produtos que pudessem agregar tal sabor aos alimentos. Relatos milenares da cultura chinesa e

grega revelam que o primeiro adogante a ser utilizado pelo homem foi 0 mel, o qual, mais tarde,
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foi substituido pela sacarose, originada da cana-de-acucar, e utilizada inicialmente na india, ha
cerca de 2000 anos (BARREIROS, 2012; RUSSELL et al., 2023).

De uma forma geral, as substancias de sabor adocicado podem ser categorizadas em
dois grupos principais: 0 grupo dos agucares e outros carboidratos nutritivos e o grupo que
engloba os adogantes que séo isentos de carboidratos (FAUSTO et al., 2013). Os adocantes
dietéticos sdo produzidos a base de edulcorantes, utilizados em alimentos e bebidas, possuem
pouca ou nenhuma caloria e substituem a docura do acUcar de mesa (sacarose). Por vezes,
apresentam poder de docura bastante elevado em comparacgéo a sacarose (QURRAT-UL-AIN;
KHAN, 2015).

Os adocantes podem ser classificados como naturais, artificiais, caléricos ou nao
caldricos. Os adocantes naturais sdo, normalmente, compostos extraidos de vegetais ou frutas;
ja os adocantes artificiais sdo substancias produzidas em laboratério por sintese quimica. A
classificacdo de adogantes caldricos ou adocantes ndo caléricos (ANC) é dada de acordo com
o valor nutricional, sendo os cal6ricos aqueles que apresentam calorias € 0s nao caléricos
aqueles que nao possuem calorias (FAUSTO et al., 2013; SCHIANO et al., 2021). No grupo
dos adogantes caldricos, encontramos, por exemplo, a sacarose, frutose, mel e xarope de milho.
Ja no grupo dos adogantes ndo caloricos, estdo inclusos glicosideos de esteviol, aspartame,
neotame, sacarina, potassio de acesulfame e sucralose, dentre outros (BRASIL, 2008;
BARREIRQOS, 2012).

A regulamentacdo dos adocantes no Brasil é de responsabilidade do Ministério da
Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Os ANC atualmente
permitidos para comercializagdo no Brasil sdo: manitol, isomaltiol, maltitol, esteviosideos,
lactitol, taumatina, xilitol e eritritol, classificados como naturais, e acessulfame de potassio
(acessulfame K), aspartame, ciclamato de sodio, sacarina, sucralose e neotame, classificados
como artificiais (BRASIL, 2008; ZANINI; ARAUJO; MARTINEZ-MESA, 2011). Na Europa e no
EUA, o 6rgdo responsavel pelo controle do uso de adogantes é a Food and Drug Administration
(FDA), a qual liberou o uso de alguns adogantes somente apds grandes estudos cientificos que
indicam a seguranca dos mesmos, sendo eles: esteviosideos, acessulfame-potéssio, aspartame,
neotame, sacarina, sucralose e o adventame (QURRAT-UL-AIN; KHAN, 2015).

Os adocantes dieteticos foram desenvolvidos com o intuito de atender as necessidades
especificas de pessoas com diabetes mellitus. Até a década de 1980, no Brasil, esses produtos
eram regulamentados como medicamentos, sendo comercializados em farmacias e consumidos
exclusivamente por individuos que necessitavam controlar a ingestdo de sacarose

(BARREIRQOS, 2012). Paralelo a isso, 0 consumo exagerado de agucar por aqueles que nédo
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apresentam a doenca tem sido parcialmente associado ao crescimento acelerado na incidéncia
de obesidade e diabetes tipo 2 em escala global (MALNIK, 2014; MOORADIANA; SMITHA;
TOKUDA, 2017). Uma metanalise, abrangendo 17 coortes, revelou que o consumo de bebidas
adocadas com agucar estava correlacionado a uma maior incidéncia de DM2 (IMAMURA et
al., 2015). Além disso, diversos estudos relatam uma associacdo entre o consumo de bebidas
com adogantes e a obesidade (CHAN et al., 2014; GREENWOOD et al., 2014; KELISHADI;
MANSOURIAN; HEIDARI-BENI, 2014).

De forma aditiva, a OMS recomenda que os acucares adicionados nao representem mais
do que 10% da ingestdo calorica didria, com uma proposta para reduzir este nivel para 5%,
visando um menor impacto na saide (MALNIK, 2014; OMS, 2015). A prevaléncia da
obesidade estd em constante aumento em todo o mundo e a préatica do uso desses adocantes
passou a ser atribuida ndo somente a pessoas com diabetes, mas também foi adotada por
consumidores que buscam reducdo do peso corporal, uma vez que é utilizado de maneira a
adocar os alimentos sem acréscimo de calorias, tornando-se assim, um mercado bastante
lucrativo e em crescente expansdo (TEYSSEIRE et al., 2024).

Sob essa perspectiva, seria palpavel imaginar que substituir o uso de actcar por ANC
contribuiria para menores indices de obesidade e reducao da prevaléncia de doencas associadas
a homeostase glicémica, além de auxiliar no alcance da meta estabelecida pela OMS para a
reducdo do consumo de agucar. No entanto, ndo é esse cenario que temos visto nas dltimas
décadas, desde a incorporacdo dos adogantes nao caldricos na alimentagdo da populacao.

A comunidade académica tem se dedicado a investigacdo dos efeitos do consumo de
ANC no processo de emagrecimento. Em 2023, a OMS emitiu uma diretriz, onde desaconselha
0 consumo de adogantes com a finalidade de reducéo do peso corporal ou diminui¢do do risco
do desenvolvimento de doencas cronicas. Essa recomendacdo € respaldada por uma
investigacdo profunda da literatura cientifica, que revelou que o uso de ANC néo proporciona
beneficios a longo prazo na reducgdo da gordura corporal. Pelo contrario, de forma paradoxal,
alguns estudos sugerem associagédo entre ANC e potenciais efeitos indesejaveis a longo prazo,
como aumento do peso, do risco de DM2, doengas cardiovasculares e até mesmo mortalidade
em adultos (NICHOL et al., 2018; OMS, 2023). Na Figura 8, apresentamos um esquema
ilustrativo com os principais achados experimentais associados ao consumo de ANC descritos

na literatura.
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Figura 8 - Achados sobre os efeitos do consumo de adocantes ndo caléricos em roedores
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Fonte: A autora, 2024. Feito com Biorender (www.biorender.com).

O consumo de adocantes tem aumentado em diversos paises (POPKIN; NIELSEN,
2003; RUSSELL et al., 2023). Os produtos dietéticos, especialmente refrigerantes diet e
adocantes de mesa, sdo as principais fontes de ingestdo de ANC. Um estudo recente avaliou a
tendéncia global de adocantes em produtos embalados, os autores relatam que o volume per
capita de ANC provenientes das vendas de bebidas aumentaram 36%, globalmente. Estudos
populacionais indicam que o consumo de ANC aumentou 28% por pessoas de todas as idades
e esta tendéncia € prevalente entre as criangas, especialmente, quando se trata de consumo de
bebidas (SYLVETSKY et al., 2012). Além do uso como adogantes 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, 2018; PALATNIK et al., 2020).

No Brasil, sdo poucos os estudos que fornecem estimativas sobre a prevaléncia da
utilizacdo dos adogantes dietéticos pela populacdo em geral. Zanini e colaboradores (2011)

realizaram uma pesquisa com adultos, em Pelotas, e demonstraram que 19% dos 2.732
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entrevistados utilizavam adogantes, sendo o percentual mais elevado em pessoas idosas,
diabéticos, hipertensos e individuos com excesso de peso. O uso de adogantes na forma liquida
foi 0 mais utilizado (98%). Nesse estudo, cerca de 10% dos consumidores de adocante dietético
liquido relataram a sua utilizagdo na forma de “esguichos” ao em vez de gotas, sendo assim, a
avaliacdo do consumo dos adogantes torna-se dificil. Arrais e colaboradores (2019),
conduziram um estudo com 41.433 participantes e observaram a prevaléncia de 13,4% do
consumo de adocantes dietéticos na populacdo superior a 20 anos. A maior parte das pessoas
que consumiam ANC eram mulheres, idosos, individuos com excesso de peso e pessoas com
doengas cronicas.

Durante muitos anos, os adocantes foram considerados seguros e substitutos saudaveis
do acucar, ja que forneciam o sabor doce sem valor calérico agregado e efeitos sobre a glicemia
(PEPINO; BOURNE, 2011). Acreditava-se que esses compostos eram inertes e passavam de
maneira intacta pelo organismo, entretanto, estudos tém demonstrado que o consumo de ANC
ndo esté relacionado com a melhora da satde. De fato, alguns estudos encontraram associagdes
positivas entre o consumo desses produtos e ganho de peso e do IMC, intolerancia a glicose e
sindrome metabolica e DM2 (Figura 8) (DE KONING et al., 2011; SWITHERS et al., 2012;
NICHOL et al., 2018; LAFOREST-LAPOINTE et al., 2021; NETTLETON et al., 2020).

Além disso, outra preocupacdo frequente associado ao consumo habitual de adocantes
é a hipdtese de que eles podem contribuir para a mudanca do paladar da populacédo, encorajando
preferéncias de sabor doce (RIOS-LEYVRAZ; MONTEZ, 2022). Embora o consumo de ANC
seja associado a diversos efeitos desfavoraveis a saude, os mecanismos fisioldgicos que
contribuem para 0 aumento da adiposidade e o desbalanco energético ainda ndo foram
completamente elucidados. Além disso, o0s adocantes sdo quimicamente diversos e,
consequentemente, ndo acarretam 0s mesmos efeitos metabolicos (BELLOIR; NEIERS;
BRIAND, 2017).

Adocante artificial sacarina

A sacarina (do latim saccharum, que significa agucar) é o adocante mais antigo e foi
descoberto em 1878 por Remsen e Fahlberg, na Universidade John Hopkins. Apresenta poder
de docura de 200 a 700 vezes maior que a sacarose e nao possui calorias (Figura 9)
(WALBOLT; KOH, 2020). Entre suas caracteristicas, destaca-se a estabilidade em

temperaturas elevadas e em ampla faixa de pH, além de ser solivel em dgua (SHANKAR et al.,
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2010). Tem sido amplamente utilizada devido ao seu baixo custo de produgdo (SCHIANO et
al., 2021).

Atualmente, a utilizagdo da sacarina é permitida em mais de 100 paises, incluindo o Brasil
(SCHIANO et al., 2021). Nos EUA, a sacarina possui aprovacdo da FDA, com recomendacéo
de ingestdo diaria aceitavel (IDA) de 15 mg/kg/dia, porém sem o status de Geralmente
Reconhecidos como Seguros (GRAS) (FDA, 2018). No Brasil e na Europa, a IDA estabelecida
pelo Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares FAO/OMS (JECFA) é de 5 mg/kg/dia
para adultos e criancas (FDA, 2018; TURNER et al., 2020). Além disso, a utilizacdo de sacarina
na industria € permitida em alimentos, suplementos e bebidas dietéticas, sendo o limite maximo
estabelecido de 0,015g a cada 100ml ou 100g do produto (BRASIL, 2008).

Figura 9 - Estrutura quimica da sacarina

Nota: Estrutura quimica da sacarina;
Fonte: Adaptado: SCHIANO et al., 2021.

Embora permitida em diversos paises, estudos experimentais indicam que a sacarina
promove aumento da adiposidade, porém, sem associa¢do direta com aumento da ingestdo
caldrica ou alteracGes nos niveis glicémicos. Sugerindo que o0 ganho de peso pode ser atribuido
a uma possivel reducdo do gasto energético, quando comparado com ingestdo de glicose
(SWITHERS et al., 2010). Alguns estudos relatam que o consumo de sacarina pode induzir a
hiperinsulinemia e causar ganho de peso (FEIJO et al. 2013), pois um estudo in vitro
demonstrou que a secregéo de insulina foi 3 vezes maior do que niveis basais, quando as células
foram expostas a elevada concentragdo de sacarina (MALAISSE et al., 1988).

Em um estudo com roedores, 0 consumo de sacarina, sucralose ou aspartame foi avaliado

por 11 semanas. Cada um dos grupos suplementados com ANC apresentou intolerancia a
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glicose e alteracdes da microbiota intestinal em relacéo aos animais controles que beberam agua
pura ou dgua com acucar. Avaliou-se, ainda, os efeitos observados da sacarina em diferentes
condig¢des nutricionais, grupo de camundongos alimentados com dieta rica em gordura (60%
kcal de gordura) e grupo com dieta padrdo. De fato, o consumo de sacarina em todas estas
condicBes, agravou a intolerancia a glicose (SUEZ et al., 2014).

Evidéncias cientificas destacaram que o consumo de ANC tem sido associado ao aumento
de fatores de risco para SM (HESS et al., 2018, ROMO et al., 2016; GREEN; SYN, 2019). O
consumo de sacarina foi associado aumento do peso corporal e da adiposidade em ratos
(SWITHERS et al., 2011), aumento do estresse oxidativo (POPKIN; HAWKES, 2016),
inibicdo significativa do sistema antioxidante em figados de ratos e reducdo da atividade da
catalase e SOD (AMIN; ALMUZAFAR, 2016).

Absorcdo, metabolismo e excrecdo de sacarina

Apds a ingestdo de sacarina, aproximadamente 85-95% € absorvida e se liga
reversivelmente as proteinas plasmaticas. Por ndo sofrer metabolizagdo gastrointestinal, é
distribuida por todo o corpo e, por fim, é excretada pela urina por meio de transporte tubular
ativo (MAGNUSON et al., 2016). A pequena fracdo de sacarina que ndo é absorvida, é
eliminada nas fezes (Figura 10) (PALATNIK et al., 2020). Estudos indicam que 0 consumo
desse adocante pode estar associado a alteracGes na microbiota intestinal, como o aumento das
bactérias do género Turicibacter, que tém sido associadas a um possivel efeito pré-inflamatorio
da sacarina (PLAZA-DIAZ et al., 2020).

As concentragdes de sacarina nos tecidos corporais mantém-se em equilibrio com as do
plasma sanguineo, diminuindo simultaneamente. Estudos indicam que a sacarina pode
atravessar a placenta, sendo detectada nos tecidos fetais de ratos, macacos e seres humanos,
assim como no liquido amniético, na bexiga fetal e no sangue materno em quantidades
semelhantes (PALATNIK et al., 2020). Quando administrada por via intravenosa, a sacarina é
rapidamente eliminada da circulacdo geral, com uma meia-vida de 40 minutos em ratos e 70
minutos em humanos (MAGNUSON et al., 2016). Além disso, de acordo com Magnuson e
colaboradores (2016), apds a administracdo oral de sacarina em ratos, 0s niveis plasmaticos do
adogante atingem o pico em 30 a 60 minutos e diminuem gradualmente devido a absorcao lenta
e continua no trato gastrointestinal, o que dificulta a definicdo do tempo de meia-vida

plasmatica ap0s o consumo de sacarina (Figura 10).
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Em seres humanos, apds administracdo oral, observa-se rapida eliminac&o nas primeiras
10 horas, seguida de uma eliminacdo mais lenta. Concentragdes elevadas de sacarina no plasma
de ratos submetidos a uma dieta rica em sacarina (> 3%) indicam que o processo de excre¢do
renal é saturdvel, ressaltando a necessidade de investigacdes adicionais sobre a absorcdo da

sacarina e seus efeitos.

Figura 10 - Principais vias de absorcdo, digestdo, metabolismo e excrecdo da sacarina
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Nota: Esquema ilustrativo do processo de absorcdo, digestdo, metabolismo e excrecéo da sacarina;
Fonte: Adaptado: MAGNUSON et al., 2016. Feito com Biorender (www.biorender.com).

Receptores de sabor doce

O ser humano apresenta preferéncia inata ao sabor doce, sendo este um dos fatores
determinantes para 0 consumo excessivo de agucares sobretudo em alimentos industrializados
(WILK et al., 2022). O paladar fornece a possibilidade de identificar os principais nutrientes
antes mesmo da sua 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


http://www.biorender.com/

44

sabor (doce, salgado, amargo, azedo e umami), o0 gosto doce é um dos principais determinantes
da escolha alimentar (LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

Figura 11 - Estrutura do receptor heterodimero de sabor doce (T1R2/T1R3)
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Legenda: GDA = grande dominio aminoterminal; DTV = dominio do trapézio de Vénus; DRC = dominio curto
rico em cisteina; DTM = dominio transmembrana; MP = membrana plasmatica.

Nota: Receptores de sabor doce, TLR2 e T1R3, que sdo encontrados principalmente nas papilas gustativas da boca;
Fonte: Adaptado: LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014. Feito com Biorender (www.biorender.com).

A percepcdo dos sabores € identificada através de receptores especificos. No inicio dos
anos 2000, estudos identificaram um receptor capaz de detectar a docura 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 T1R2/T1R3 responde a diversos compostos quimicamente distintos, tais como agucares
naturais, adocantes artificiais e naturais, alguns D-aminoéacidos e proteinas de sabor adocicado.
S0 expressos, principalmente, nas papilas gustativas da boca (NELSON et al., 2001;
LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014). Os adocantes, apesar de apresentarem estruturas
quimicas diversas, possuem a capacidade de ativar o receptor heterodimero de sabor doce.

O receptor de sabor doce, juntamente com diversas moléculas de transducao de sinal de
sabor, € expresso ndo apenas na cavidade oral, mas também em uma variedade de 6rgéos,
incluindo o tecido adiposo, trato gastrointestinal, pancreas, bexiga e cérebro (Figura 12)
(ZHANG et al., 2003; REN et al., 2009; WELLENDORPH et al., 2009; BEHRENS; MEYERHOF,
2011; BELLOIR; NEIERS; BRIAND, 2017; NUEMKET et al., 2017). Sua funcdo nos tecidos

extraorais ainda ndo esta bem esclarecida, no entanto, foi demonstrado que o receptor de sabor
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doce expresso nos tecidos pancreéticos e gastrointestinais esta envolvido na sinalizagdo da
glicose, na expressao dos transportadores de glicose e na manutencdo da homeostase glicémica
(LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

Figura 12 - Orgaos extraorais em que os receptores de sabor doce (T1R2/T1R3) s&0 expressos
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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; NEIERS; BRIAND, 2014. Feito com Biorender (www.biorender.com).

As subunidades T1R1, T1R2 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 &cido
aminobutirico B (GABARg). Tais receptores compartilham uma arquitetura comum, incluindo
um grande dominio aminoterminal (GDA). Este GDA contém 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; NEIERS; BRIAND, 2014).
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Ensaios celulares e estudos com camundongos nocaute estabeleceram que T1R2/T1R3
é o principal receptor de sabor doce. No entanto, estudos com camundongos nocaute, em que 0
gene T1R3 foi interrompido, sugeriram que mecanismos adicionais de deteccdo de acgucar
poderiam existir (DAMAK et al., 2003; LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

Na cavidade oral, compostos doces interagem com o0s receptores de sabor doce
expressos nas membranas apicais das células sensoriais presentes nos botdes gustativos. A
ativacdo do receptor de sabor doce, pelos compostos doces, induz uma cascata de transducao
intracelular, conduzindo a despolarizacdo das células receptoras gustativas (Figura 13)
(LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014). A lingua é o 6rgao 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
funcBes. Existem quatro tipos: filiformes, fungiformes, foliadas e circunvaladas. Com excecéo
das papilas filiformes, as outras trés papilas apresentam botdes gustativos. Esses botbes séo
estruturas ovais, com uma pequena abertura na superficie denominada poro gustativo. Além
dos botbes 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 cricéide (ROSS, 2012).

Os principais eventos de transducgéo da sinalizagcdo consequente da percepc¢do do sabor
doce foram identificados. A ligacdo de compostos doces ao receptor TIR2/T1R3 resulta na
dissociagdo da proteina G heterotrimérica (a-gustducina, Gb3 e Gg13), levando a um aumento
na atividade da fosfolipase C-p2 (PLC-B2), que resulta na ativagao 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 i6nico potencialmente transitério, membro 5 da
subfamilia do canal catiénico do receptor transiente (TRPM5) (Figura 13) (IWATSUKI;
UNEYAMA, 2012).

Esse mecanismo de transducdo, comum a deteccdo de sabores doces, umami e amargos,
leva a despolarizagdo da membrana, gerando um potencial de acdo e levando a liberagédo de
trifosfato de adenosina (ATP) como um transmissor para ativar aferéncias gustativas (Figura
13). Experimentos comportamentais e eletrofisiol6gicos mostraram que camundongos nocaute
para a a-gustducina (um membro da familia Gai), apresentaram deficiéncia na deteccdo de
compostos doces, umami e amargos (TOMONARI et al., 2012).

Alguns inibidores especificos do sabor doce foram usados como ferramentas
farmacolodgicas nos estudos de cascata de transducdo de sinal ou para investigar as funcGes

fisiologicas do receptor de sabor doce em tecidos orais e extraorais. Os inibidores mais
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estudados incluem o lactisole, um inibidor competitivo seletivo da percepcéo do paladar doce
humano e a gurmarina, um potente inibidor do receptor do sabor doce em roedores (SIGOILLO
etal., 2012).

Figura 13 - Sinalizacéo através do T1R2/T1R3 em células do tipo 11 de botbes gustativos, no
intestino e em células B do pancreas
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Nota: Nos botdes gustativos, o TIR2/T1R3 ativado interage com proteinas G heterotriméricas compreendendo a.-
gustducina, Gb3 e Ggl13. Apos a dissociagao 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 IP; estimula a liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico
(RE) via ativagdo do receptor IPs tipo Il (IPs-R). O Ca?* intracelular elevado ativa o canal TRPMS5, levando a
despolarizacdo da membrana, que permite que o Pannexin-1 (PX1) do canal de ATP abra e libere 0 ATP, que
estimula as fibras nervosas eferentes. No intestino, a via de transducéo de sinal é semelhante ao descrito nas papilas
gustativas. A estimulacdo da glicose (Glc) do receptor TIR2/T1R3 desencadeia a secre¢do de duas incretinas,
GLP-1 e GIP, e aumenta a expressao do cotransportador sddio-glicose-1 (SGLT-1) para a membrana plasmatica.
Nas células B do pancreas, o Glc ¢ transportado pelo transportador de glicose-2 (GLUT2). A glicdlise leva a um
aumento de ATP, levando ao fechamento do canal Kare, 0 que causa despolarizacdo. Essa despolarizacéo, por sua
vez, ativa o canal de célcio voltagem-dependente (CCVD), levando ao aciimulo de Ca?* no citoplasma e a secrecéo
de insulina. O receptor TIR2/T1R3 parece estar envolvido na regulagdo da secrecéo de insulina. ATP, trifosfato
de adenosina; GIP, péptido insulinotrépico dependente da glicose; GLP-1, peptideo do tipo glucagon-1; TRPMS5;
Fonte: Adaptado: LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014. Feito com Biorender (www.biorender.com).

No estomago, T1R3 e a-gustducina s@o expressos nas células enteroendocrinas do tipo
aberto. Sabe-se que as células enteroenddcrinas secretam grelina, um horménio gastrointestinal

orexigénico, que atua como um ligante endégeno do receptor secretagogo do horménio do
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crescimento do tipo la (GHS-R1a) 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 aminoéacidos, a liberacdo de grelina é suprimida. Como
0 T1R3 é expresso em células produtoras de grelina no estbmago, foi proposto que o T1R3 esta
envolvido no ajuste da liberacdo de grelina apds a ingestdo de glicose (HASS;
SCHWARZENBACHE; BREER, 2010; JANSSEN et al., 2011). Porém foi observado, em
roedores obesos, que o0 consumo de ANC néo afetou os niveis de NPY e POMC (MITSUTOMI
etal., 2014).

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

A funcdo das células enteroenddcrinas do tipo aberto ainda é pouco conhecida, embora
haja alguma especulacdo sobre sua atuacdo como detectores quimiossensoriais, devido as suas
semelhancas morfoldgicas com células gustativas tipo Il das papilas e ao fato de expressarem
moléculas gustativas de transdugdo, como TRPM5 e PLC-B2 (IWATSUKI; UNEYAMA,
2012).

Os receptores T1R2 e T1R3 sdo expressos em todo o intestino delgado, em células
enteroenddcrinas (Figura 12) secretoras de horménios que promovem saciedade: peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) e peptideo insulinotrépico dependente da glicose (GIP)
(DYER et al., 2005; LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014). Jang e colaboradores (2007),
demonstraram que camundongos nocaute para a-gustducina ndo secretaram GLP-1 em resposta
a administracdo direta de glicose, confirmando, assim, o envolvimento do receptor de sabor
doce na regulacéo da secrecdo dessas incretinas. Importante ressaltar que camundongos nocaute
para a-gustducina ou T1R3 demonstraram incapacidade de aumentar a expressdo do
cotransportador de sodio-glicose-1 (SGLT-1), apds aumento da ingestdo de carboidratos
(MARGOLSKEE et al., 2007).

Finalmente, no duodeno, o nivel de expressdo do receptor de sabor doce mostrou ser
regulado pelos niveis de glicose luminal e sistémica. Em pacientes com DM2, esta regulacdo
ocorre de maneira desordenada (YOUNG, 2013). Em conjunto, os dados relatados sugerem que
tanto o receptor heterodimero de sabor doce, quanto a a-gustducina, desempenham papeis-

chave no processo de deteccdo de carboidratos do intestino.
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Desta maneira, os receptores T1R2/T1R3 apresentam funcGes sobre a secrecdo de
incretinas (GLP-1), captacdo de glicose do lumen intestinal para os enterdcitos por estimular a
expressdo do transportador de glicose dependente de sodio (SGLT-1) e o transportador de
glicose do tipo 2 (GLUT2), e secrecdo de insulina (NAKAGAWA et al., 2009).

Um estudo de coorte, com participantes de 20 anos ou mais, sugeriu uma correlagéo
entre o uso cronico de adogantes de baixa caloria e um risco crescente de obesidade (CHIA et
al., 2016). Segundo Chia et al., (2016), a expressdo da subunidade T1R3 é regulada
negativamente nos neurénios hipotalamicos de camundongos obesos em comparacdo a
camundongos controle. Os receptores de sabor doce também séo expressos no tecido adiposo
branco de ratos, no entanto, 0 T1R3 apresenta expressao significativamente maior em
comparacdo ao T1R2, sugerindo que uma alta porcentagem de T1R3 estd presente como um
homoémero (YUN et al., 2016) provavelmente, em wuma forma homodimérica
(GHANAVATIAN et al., 2016).

Masubuchi e colaboradores (2013) demonstraram a presenca do T1R3 em adipdcitos,
em processo de diferenciacdo e maduros, além disso, foi verificado que o homodimero T1R3
pode ativar a via de sinalizacdo adenilato ciclase. Entretanto, outro estudo, realizado em 2013,
demonstra que os receptores T1IR2 e T1R3 estdo presentes durante todo o processo de
adipogénese (SIMON et al., 2013).

Curiosamente, um estudo revelou que camundongos nocautes para T1R2 tém gordura
corporal reduzida em comparagdo com 0s selvagens. Esta descoberta suporta a proposta de que
0 T1R2 tenha um papel fundamental na regulacao da biologia do tecido adiposo (SMITH et al.,
2016). Em humanos, ndo foi observado efeito de ANC sobre a secre¢do de GLP-1, PYY e
supressao da secrecdo de grelina, sugerindo que o estimulo aos 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

Em meio ao panorama crescente de obesidade, observa-se um aumento na utilizacéo de
adocantes ndo caloricos como uma alternativa para a perda de peso e controle glicémico, uma
vez que esses adogantes agregam sabor doce sem fornecer calorias.

No entanto, de forma inversa, a literatura cientifica sugere que os adocantes ndo sdo
compostos inertes e podem estar asociados ao ganho de peso, intolerancia a glicose, aumento
da secrecdo de insulina, hiperfagia, alteracGes na adipogénese e lipdlise do tecido adiposo
branco. Fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade e suas
complicagdes cronicas associadas.

Dessa forma, paradoxalmente, os adogantes artificiais amplamente vistos como uma
forma de combater a obesidade e diabetes, poderiam contribuir para a epidemia global dessas
doencgas. Contudo, s&o escassos 0s estudos que abordam a acdo dos ANC sobre as alteragoes
moleculares relacionadas ao metabolismo energético em tecidos periféricos, como o tecido
adiposo branco, que desempenha um papel enddcrino e contribui para a regulacdo da
homeostase energética e glicémica.

Portanto, é necessario investigar seu consumo, com o objetivo de elucidar os possiveis
mecanismos fisioldgicos pelos quais 0 adogante sacarina pode estar envolvido na regulacdo da
adiposidade corporal e do metabolismo energético, em um quadro de obesidade ou ndo, visando
contribuir para o preenchimento de algumas lacunas que ainda ndo foram elucidadas na

literatura cientifica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos fisioldégicos do consumo crénico de sacarina, adogante artificial ndo
calérico, em camundongos adultos obesos que foram submetidos & hiperalimentagdo durante o

periodo de lactacdo.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar o consumo alimentar do desmame (21 dias) até a idade adulta (180 dias);

b) Analisar a ingestdo de liquidos do inicio da intervencdo (90 dias) até a idade adulta (180
dias);

c) Analisar o0 ganho de massa corporal do desmame (21 dias) até a idade adulta (180 dias);

d) Analisar alguns componentes da composi¢éo corporal (massa corporal, porcentagem de
gordura, massa livre de gordura e fluidos) por ressonancia magnética nuclear antes (90
dias) e apo6s a intervencado (180 dias);

e) Analisar a tolerancia a glicose nos animais aos 180 dias;

f) Realizar a dosagem sérica de glicose e insulina nos animais aos 180 dias;

g) Analisar o indice de resisténcia a insulina nos animais aos 180 dias;

h) Analisar a morfologia do tecido adiposo branco epididimal aos 180 dias;

1) Analisar a expressao génica dos receptores de sabor doce (T1R2 e T1R3) no tecido adiposo
branco epididimal,

J) Analisar a expressdo génica de proteinas que estdo envolvidas no metabolismo glicidico e
lipidico no tecido adiposo branco epididimal, sendo elas: Acetil-CoA; ChREBP; CPT1,
FABP4; FAS; GLUT4; LPL; PPARa; PPARy; SREBP-1;

I) Analisar biomarcadores do estresse oxidativo: TBARS (tecido adiposo epididimal e
sangue) e catalase (tecido adiposo epididimal);

m) Analisar a funcdo mitocondrial do tecido adiposo branco epididimal, através do consumo
de oxigénio frente a substratos energéticos relacionados a oxidacéo de carboidratos e

acidos graxos pela respirometria de alta resolugéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e modelo experimental

Para induzir a obesidade nos animais, utilizamos o método de reducdo de ninhada que
promove hiperalimentacdo durante a lactagéo, resultando no ganho de peso precoce que persiste
até a idade adulta. Esse modelo experimental € amplamente estabelecido na literatura cientifica
e muito utilizado em nosso grupo de pesquisa (Figura 11) (PLAGEMANN et al., 1992;
RODRIGUES et al., 2007; MARTINS et al., 2008; CUNHA et al., 2009; SOARES et al., 2012; VIEIRA
etal., 2015; BERNARDO et al., 2016; MALAFAIA, 2018; GONCALVES, 2019).

Camundongos fémeas (46 animais) da espécie Swiss com 3 meses de vida, fornecidas
pelo Instituto Vital Brasil ao biotério do Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo e do
Desenvolvimento, foram submetidas ao acasalamento (3 fémeas: 1 macho). Em seguida, as
fémeas gravidas foram separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas de
polipropileno recebendo &gua e racdo comercial padrdo Nuvilab® ad. Libtum. Apds o
nascimento dos filhotes, todas as ninhadas foram ajustadas para 9 filhotes por lactante e,
inicialmente, divididas em dois grupos:

a) Grupo Obeso: ninhadas de 9 filhotes que foram amamentados juntos até o 3° dia
po6s-natal, em seguida, nesse mesmo dia as ninhadas foram reduzidas a somente 3
filhotes machos por lactante, os quais continuaram juntos em aleitamento até o 21°
dia (desmame). Ao findar o periodo de lactacdo, os animais foram separados da
lactante, permanecendo 3 camundongos machos por gaiola onde passaram a receber

racdo normocaldrica e gua filtrada até completarem 90 dias de vida (Figura 14, A).

b) Grupo Controle: ninhadas de 9 filhotes que foram amamentados juntos até o 21°
dia (desmame). Ao final do periodo de lactagdo, os animais foram separados da
lactante e ajustados a 6 camundongos machos por gaiola, onde permaneceram
recebendo racdo normocalorica e agua filtrada até completarem 90 dias de vida
(Figura 14, B).

Para o desenvolvimento do modelo experimental utilizamos camundongos suicos do
sexo masculino em todos os grupos. Os animais que nao foram utilizados no modelo
experimental foram encaminhados para a producgéo de novas matrizes. Ao completarem 90 dias

de vida, os grupos controle e obeso foram subdivididos em: grupo controle e obeso que
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ingeriram agua filtrada (C-AG e O-AG) até 180 dias de vida e grupo controle e obeso que

ingeriram &gua contendo sacarina a 0,3% (C-SA e O-SA) dos 90 aos 180 dias de vida. Os

animais receberam racdo normocalérica Nuvilab® e agua filtrada ou 4gua com sacarina ad

libitum. A oferta do adocante foi feita por 12 semanas (3 meses, dos 90 até os 180 dias de vida)

(Figura 14 e Tabela 1 - Subdivisdes dos grupos controles e obesos e suas respectivas siglas

(Tabela 1).

Os animais foram mantidos em condic¢des 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 exaustdo do ar (15 min/hora) durante todo estudo.

Figura 14 - Modelo de reducédo de ninhada e delineamento dos grupos experimentais
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Legenda: A = formac&o dos grupos obesos; B = formacdo dos grupos controles; DO = dia do nascimento; D3 =
terceiro dia apds o nascimento; D21 = 21 dias de vida; D90 = 90 dias de vida; D180 = 180 dias de vida (dia da
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eutanasia); O-AG = obeso &gua; O-SA = obeso sacarina; C-AG = controle dgua; C-SA = controle sacarina; &
machos; n® = ndmero;

Nota: A figura mostra a técnica utilizada para a indugdo da obesidade nos animais e a subdivisdo dos grupos
experimentais;

Fonte: A autora, 2024. Feito com Biorender (www.biorender.com).

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados animais machos totalizando um n
de 8 a 15 animais por grupo. Os animais foram tratados de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro com
registro CEUA|067|2018 (ANEXO A).

Tabela 1 - Subdivisdes dos grupos controles e obesos e suas respectivas siglas

Nome do grupo Sigla
Grupo Obeso Agua O-AG
Grupo Obeso Sacarina 0O-SA
Grupo Controle Agua C-AG
Grupo Controle Sacarina C-SA

Fonte: A autora, 2024.

3.2 Composicao nutricional da racédo padrédo Nuvilab

Utilizamos a ragéo padrdo para roedores da marca Nuvilab CR-1, atualmente produzida
pela Quimtia S/A. A mesma racdo foi ofertada para todos 0s grupos experimentais, sua

composicao é caracterizada como normocaldrica como mostramos na Tabela 2.

Tabela 2 - Composigéo nutricional da racéo padrdo Nuvilab CR-1®

Informacéo nutricional (por¢do 1009)

Quantidade por porcéo %VCT*
Valor energético 339 kcal = 1418k;j 100%
Carboidratos 54 ¢ 63,4%
Proteinas 229 25,9%
Lipidios 49 10,6%

*% do valor caldrico total da porcao.

Legenda: kcal = quilocalorias; kj = quilojoule; % = porcentagem; g = gramas; VCT = valor caldrico total;
Nota: A tabela mostra a composicao nutricional da ragdo consumida por todos os grupos experimentais;
Fonte: Adaptado, YOSHIMURA, 2014.
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3.3 Composicéao e obtencéo do adogante artificial sacarina

A sacarina (C-HsaNNaOsS *2 H-0) utilizada no presente estudo foi adquirida através da
empresa fornecedora Merck S/A (S&o Paulo, Brasil). O produto é descrito pelo fabricante como
cristais de cor branca e inodoro (ANEXO B).

Fornecemos para 0s animais a concentracdo de 0,3% de sacarina, utilizando agua
filtrada como veiculo. Essa concentracdo foi determinada com base na ingestao diaria aceitavel
(IDA) (5 mg/kg) e em estudos prévios realizados com diversos tipos de adogantes. A solucéo
de sacarina a 0,3%, demonstrou alta aceitabilidade por roedores, ndo prejudicando sua
palatabilidade e consumo, além de ndo ser considerada uma concentracdo elevada para esses
animais (SCLAFANI et al., 2010).

3.4 Andlise do consumo alimentar e da ingestao de liquidos

3.4.1 Consumo alimentar e ingestdo de liguidos ao longo do tempo

Apds o desmame (21° dia), o consumo alimentar (racdo normocalorica) e a ingestdo de
liquidos (agua filtrada ou dgua com adicdo de sacarina a 0,3%) foram acompanhados a cada
dois dias até que os animais completassem 180 dias de vida.

Por meio da técnica de resto-ingesta, foi possivel calcular o consumo dos animais. A
quantidade de racdo ingerida foi estimada pela diferenca entre o peso da ragdo ofertada (Ri —
racdo inicial) e a quantidade de racdo que restou na gaiola dois dias depois (Rf — racdo final).
O mesmo foi feito com os liquidos, onde o calculo foi realizado com a quantidade em ml que

restavam nos bebedouros. O calculo foi realizado de acordo com as férmulas abaixo:

. . (Ri- Rf) +2 5 o (Li- Lf) =2
Ingestao de ragio (g) = — Ingestao de liquido (ml) = ———

O “n” corresponde ao nimero de animais em cada gaiola (sendo 3 animais nas caixas
dos grupos obesos € 6 animais nas caixas dos grupos controles), e “2” corresponde ao nimero
de dias. O somatdrio do consumo alimentar e da ingestdo de liquidos foi dividido por 2
(referente ao intervalo de dias do resto-ingesta) para estimar o consumo diario de cada caixa e,

em seguida, o valor foi dividido pelo nimero de animais de cada caixa, gerando a estimativa
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do consumo diario de cada animal (g de racdo/dia). Os resultados foram apresentados através
de grafico em linha que mostra o consumo ao longo do crescimento.

Ap0s obter as informacdes referentes a quantidade de racdo (em gramas) consumida
pelos animais, foi possivel calcular a quantidade de calorias ingeridas pelos mesmos através

das informacGes de composicao nutricional da ragéo fornecidas pelo fabricante (Tabela 2).

3.4.2 Consumo alimentar e ingestdo de liguidos acumulados

O consumo acumulado (de racéo e de liquidos) foi calculado somando os valores do
consumo, adquiridos atraves do resto ingesta, que nos forneceu a informacédo da quantidade
total consumida por cada grupo desde o inicio do experimento/intervencdo até o término do

estudo. Neste caso, os resultados foram apresentados por grafico em barras.

3.5 Analise do ganho de massa corporal ao longo do crescimento

Para monitorar o ganho de massa corporal ao longo do crescimento, os animais foram
pesados em mini balanca digital (professional digital table scale MOD 1200), do 21° ao 180°
dia de vida pds-natal. As pesagens ocorreram em datas especificas: aos 21, 30, 45, 60, 90, 120,
145, 160 e 180 dias de vida, pois marcam periodos importantes do crescimento e

desenvolvimento dos animais.

3.6 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Alguns componentes da composicao corporal dos animais foram analisados através de
ressonancia magnética nuclear em PN178, para pequenos animais vivos. Os camundongos
foram digitalizados pelo equipamento (Minispec LF90 TD-NMR, Bruker, Rheinstetten,
Alemanha) sem a necessidade de utilizacdo de anestesia prévia.

A técnica foi realizada aos 90 dias de vida (no dia da subdivisdo dos grupos), com o
intuito de mostrar que os animais eram iguais antes da subdiviséo e aos 180 (ao final do estudo),
para observar o efeito das intervengoes.

No dia do teste, uma verificacdo de controle de qualidade das tensdes internas,
temperatura, imas e parametros de RMN foi realizada usando um padrdo fornecido pelo
fabricante. Os animais foram posicionados dentro de um cilindro de plastico transparente e

imobilizados pela insercdo de um émbolo ajustado ao cilindro. O tubo foi colocado na cdmara
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do equipamento por aproximadamente 2 minutos, para leitura. A avaliagdo foi cega uma vez
que o técnico de RMN ndo conhecia o protocolo experimental. Os dados foram expressos em
gramas de massa corporal, % de gordura corporal, % de massa livre de gordura e % de fluidos

corporais.

3.7 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Ao final do periodo experimental (180 dias), apds o jejum de 6 horas, realizamos o teste
intraperitoneal de tolerdncia a glicose nos camundongos, o tempo de jejum foi baseado na
literatura cientifica (PEDRO; TSAKMAKI; BEWICK, 2020). Os animais receberam injecdo
intraperitoneal de glicose (1g/kg de peso) e a glicemia foi verificada através do sangue retirado
da veia da cauda dos animais com o auxilio de um 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 apds a administracdo de glicose.

3.8 Eutanasia e coleta de tecidos

Os animais foram eutanasiados em condi¢6es de jejum a fim de evitar possiveis fatores
de confundimento em algumas anélises (BARAZZONI et al., 2005; ASPREA, 2013). O jejum
foi realizado das 06:00h as 12:00h (duracdo de 6h), embora o jejum noturno seja comumente
utilizado em seres humanos, o0s roedores consomem a maior parte de sua alimentacdo a noite.
Consequentemente, 0 jejum noturno pode levar a uma perda significativa de peso, diminuicéo
das reservas de glicogénio e estresse metabdlico, desta maneira a literatura sugere evitar o jejum
noturno (PEDRO; TSAKMAKI; BEWICK, 2020).

Apbs o periodo de jejum matinal, os animais foram anestesiados com injecao
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 (tecido adiposo branco epididimal, retroperitoneal, tecido adiposo marrom,
coragdo, gordura do coracdo, figado, musculo esquelético - soleo - e tibia). O tecido adiposo
branco epididimal, foi removido, pesado e armazenado em freezer -70°C para a realizacdo de
diversas técnicas. Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos aprovados

pelo comité de ética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).



58

3.9 Mensuracéo do tecido adiposo branco epididimal e outros 6rgdos

O tecido adiposo branco epididimal (TABE), foco de investigacdo deste trabalho,
abrange o tecido adiposo que envolve os ureteres, bexiga e epididimo. O TABE foi
completamente removido de ambos os lados e imediatamente pesado em balanca eletrénica de
precisdo (BIOPRECISA-FA-2104N®), assim como 0s outros tecidos mencionados acima.

Utilizamos o peso dos tecidos adiposos (epididimal e retroperitoneal) para o calculo de
peso relativo dos tecido mencionados. Onde relativizamos o peso do tecido pela massa corporal

do animal. Conforme descrito abaixo:

peso do tecido

Peso relativo do tecido =
peso corporal total

3.10 Comprimento naso-anal e comprimento da tibia

Mensuramos o comprimento naso-anal dos animais com auxilio do paquimetro, para
analise do indice de Lee (raiz cubica da massa corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) X
1000). Além disso, a tibia esquerda foi dissecada e 0 seu comprimento também foi aferido com
auxilio de paquimetro, posteriormente, utilizamos sem comprimento para calculo da massa
cardiaca corrigida pela tibia (VIEIRA et al., 2015).

3.11 Dosagem de glicose e insulina

A glicemia de jejum dos camundongos 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.

Para a dosagem sérica de insulina coletamos as amostras sanguineas dos animais da
cavidade toracica durante o sacrificio, em seguida essas amostras foram vertidas em tubo de
ensaio contendo EDTA K3 (concentragdo final de 1.735 mg/ml). Imediatamente, foram
centrifugadas a 3000rpm durante 15 minutos a 4°C para a separagdo do plasma. Em seguida, 0
plasma foi aliquotado e mantido a -20°C até a realizagcdo da dosagem por técnica ELISA
(EZRMI-13K - Merck). A leitura ocorreu no equipamento de leitura de placas (Perkin Elmer
EnVision Wallac - 2104 Multilabel Reader), seguindo as informacbes do fabricante. A

sensibilidade deste ensaio é de 0,1 ng/ml.
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3.12 Indice de resisténcia a insulina em jejum (IRI)

Os resultados de glicose e insulina em jejum foram usados para calcular o indice de
resisténcia a insulina em jejum. O calculo seguiu a formula descrita abaixo, baseada na literatura
(DUNCAN et al., 1995):

insulina em jejum (pU/1) x glicose em jejum (mmol/l)
25

IRI =

3.13 Anélise morfoldgica do tecido adiposo branco epididimal

3.13.1 Processamento histolégico do tecido adiposo branco epididimal

Apds a eutanasia, fragmentos das amostras de tecido adiposo branco epididimal
(aproximadamente 100 mg) foram coletados e fixados em solucdo de formalina tamponada
(10%) por 72 horas. Apos este periodo, o tecido foi desidratado em banhos de &lcool em
concentracdo crescente (70%, 90% e 100%), diafinizado em dois banhos de xilol, infiltrado em
banhos de parafina e, por ultimo, incluido em parafina. Os blocos de parafina foram cortados
(cortes ndo seriados) em micrétomo com sec¢des de S5um e os cortes corados com método de

rotina de Hematoxilina e Eosina (HE).

3.13.2 Andlise qualitativa e guantitativa do tecido adiposo branco epididimal

Apos a coloragdo, os cortes foram analisados em sistema de cAmera de video Optronics
CCD acoplada a um microscopio de luz Olympus BX 53 (Olympus DP72). As imagens foram
capturadas em objetiva de 20x e analisadas no software STEPnaizer pelo método da contagem
de pontos: densidade/area (um?). As areas analisadas foram obtidas aleatoriamente.

Foram utilizadas 5 laminas por animal, dos quais foram selecionados 10 campos

aleatérios.

3.14 Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)
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Para avaliacdo da expressdo de mRNA foram realizadas as seguintes etapas de extracao
de RNA total, transcricao reversa e reacdo de polimerizagdo em cadeia em tempo real descritas

a sequir.

3.14.1 Extracdo do RNA total

O RNA foi isolado a partir de 100 mg de tecido adiposo epididimal utilizando kit
RNeasy de extracdo de tecidos de lipidios (QIAGEN, Valencia, CA) seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante. Posteriormente, o pellet foi ressuspenso em 30ul de agua livre de
RNase.

A gquantidade e qualidade do RNA foi determinada utilizando um espectrofotdmetro
NanoVue ® Plus (GE Healthcare, EUA). As leituras foram realizadas nos comprimentos de
onda de 260/280nm que indicam contaminacdo por &cidos nucleicos e proteinas, e as
absorbancias de 260/230nm, que indicam contaminacdo por sais e solventes. As amostras de
RNA foram consideradas puras (livres de contaminacdo) quando a razdo da absorbancia de
260/280nm e 260/230nm estavam entre 1,8-2,2 garantindo a qualidade do RNA obtido, segundo
as exigéncias vigentes para a biologia molecular. Todas as amostras de RNA extraidas foram

armazenadas a -70°C.

3.14.2 PCR em tempo real

O RNA total extraido (2,0 ng) foi reversamente transcrito em cDNA a 42°C, na presenga
da enzima transcriptase reversa e de Random primers. As reacdes de RT-PCR em tempo real
foram realizadas utilizando Tag-Man Universal PCR Master Mix® (Applied Biosystems) com
volume de reacdo de 25 pl. Todas as reagcdes foram realizadas em triplicatas com controle
negativo. As reacbes de PCR foram realizadas utilizando o sistema de deteccdo Applied
Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System, nas seguintes condig¢des: inicialmente, ocorre a
desnaturacdo de 95°C por 20 minutos, logo apos, as reacfes ocorreram em 40 ciclos: 95° C por
3 minutos e 60° C por 30 minutos. Os genes foram analisados pelo método CT Comparativo

(método 2744CY),

Para a etapa de polimerizacdo em cadeia em tempo real (PCR em tempo real) foi
utilizado TagMan Thermo Fisher Scientific. Segue abaixo, a Tabela 3 que apresenta 0s genes
com as referéncias das sequéncias especificas, incluindo o gene 36B4, utilizado como controle

interno.
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Tabela 3 - Ensaio de expressao génica e referéncias das sequéncias de iniciadores especificos

utilizados no PCR em tempo real

. Simbolo Ensaio de expressao Referéncia

Proteina o A -
do gene génica TagMan® da sequéncia
Acetil-CoA acach Mm01204671_m1 NM_133904.2
ChREBP MLXIPL MmO02342723 ml NM_021455.4
CPT1 Cptlb MmO00487200_m1 NM_009948.2
FABP4 Fabp4 MmO00445878 m1l NM_024406.2
FAS Fasn Mm00662319_m1 NM_007988.3
GLUT4 SLC2A4 MmO00436615_m1 NM_009204.2
LPL Lpl MmO00434764_m1 NM_008509.2

PPARa Ppara MmO00440939_m1 NM_0011 13418.1

PPARYy Pparg Mn00440940_m1 NM_011146.3
SREBP-1 Srebfl MmO00550338_m1 NM_011480.3
T1R2 Taslr2 Mm00499716_m1 NM_031873.1
T1R3 Taslr3 MmO00473459 gt NM_031872.2
36B4 Rplp0 MmO00725448 sl NM_007475.5

Legenda: Acetil-CoA = acetil-CoA carboxilase; ChREBP = proteina de ligacdo do elemento responsivo ao
carboidrato; CPT1 = carnitina palmitoiltransferase 1; FABP4 = proteina 4 de ligacdo a acidos graxos; FAS = 4cido
graxo sintase; GLUT4 = transportador de glicose tipo 4; LPL = lipoproteina lipase; PPARa = receptor alfa ativado
por proliferador de peroxissoma; PPARY = receptor gamma ativado por proliferador de peroxissoma; SREBP-1 =
proteina 1 de ligacéo ao elemento regulador de esterol; TLR2 = receptor de sabor tipo 1 membro 2; T1R3 = receptor
de sabor tipo 1 membro 3; 36B4 = proteina ribossémica;

Fonte: A autora, 2024.

3.15 Biomarcadores do estresse oxidativo

3.15.1 Niveis de TBARS

A peroxidacao lipidica foi avaliada por meio do ensaio de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico, seguindo o método de Buege & Aust (1978). A determinacdo da concentracédo
de TBARS baseou-se na capacidade do acido tiobarbitdrico (TBA) se ligar a lipidios oxidados.

Em resumo, 100 mg de tecido adiposo epididimal foram homogeneizados com 1 ml de
tampé&o Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) e, subsequentemente, centrifugados por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra bioldgica. Em seguida, 500 pL do
sobrenadante do homogeneizado foram misturados com TCA (28% p/v em HCI 0,25N), TBA
(1% em é&cido acético 0,25M) e BHT (125mM em etanol), sendo aquecido por 15 minutos a
95°C e, posteriormente, resfriado em um banho de gelo. O precipitado foi removido por
centrifugacdo a 10000g por 15 minutos a 4°C, e a absorbancia do sobrenadante foi medida a
535 nm, a agua destilada foi utilizada como branco. Os niveis de TBARS foram calculados
utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar do MDA (154000 M-1 cm-1).
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3.15.2 Medida da catalase

A determinacdo da atividade da catalase seguiu 0 método proposto por AEBI (1984),
que se fundamenta na decomposicao do peroxido de hidrogénio (H202) pela enzima, sendo
observada ao longo de 5 minutos por meio de espectrofotometria a 240 nm.

Para a realizacdo da técnica, 100 mg de tecido adiposo epididimal foram
homogeneizados em 1 mL de tampéo fosfato 100mM, (pH 7,2) e em seguida centrifugado a
10.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra bioldgica.
Em um tubo de polipropileno colocaram-se 50 uL de tampao fosfato 100 mM, (pH 7,2) e 40
uL de agua destilada, o qual foi mantido em banho maria 30°C por 1 minuto.

Em seguida adicionaram-se 10 pL da amostra e a reacgdo foi iniciada pela adi¢ao de 900
pL de H202 (10 mM). As absorbancias foram determinadas exatamente a cada minuto, durante
cinco minutos a 240 nm, a 4gua destilada foi utilizada como branco. A atividade da catalase foi
calculada através do coeficiente de extingdo molar do peréxido de hidrogénio (39,4 M-1 cm-
1). Os resultados foram expressos em unidade por miligrama de proteina. Uma unidade de

catalase é equivalente a hidrdlise de lumol de H202 por minuto.

3.16 Anélise da funcdo mitocondrial por respirometria de alta resolucéo

A funcdo mitocondrial do tecido adiposo branco epididimal foi determinada conforme
descrito anteriormente, com pequenas modificacdes (KRAUSS et al., 2005; CANTO;
GARCIA-ROVES, 2015). O TABE foi preparado para medic6es das taxas de fluxo respiratorio
por disseccdo mecanica com pingas afiadas em um buffer relaxante (BIOPS; em mM:
CaK2EGTA 2,77, K2ZEGTA 7,23, MgCl2 6,56, ditiotreitol 0,5, K-MES 50, imidazol 20, taurina
20, Na2ATP 5,77, fosfocreatina 15, pH 7,1 ajustado a 25°C) em gelo.

As taxas de respiracdo (consumo de oxigénio) do TABE foram determinadas com o
oxigrafo 2k-Oroboros (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) em 2 ml de MIR05 a 37°C
com agitacdo continua. Antes de adicionar o tecido a cAmara, foram realizadas medidas do peso

umido, utilizando-se de 50-70 mg por camara. Todas as medidas foram realizadas
em concentracoes de oxigénio acima de 400 nmol ml—1 na camara. O
software DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) foi

utilizado para aquisicao e analise dos dados.
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As taxas de consumo de oxigénio sio expressas como pmol de Oz+semg de peso tmido”
1 A digitonina é utilizada para permeabilizar as membranas celulares, preservando as
membranas mitocondriais devido a sua especificidade em solubilizar o colesterol, que esta em
concentragdes muito maiores na membrana plasmatica. O estudo foi realizado com dois grupos
de substratos independentes em cada camara: (camara A, em mM) glutamato 10, piruvato 5,
malato 2, ADP 1 e succinato 10, para a anélise da oxidac&o relacionada a carboidratos (com
entrada de elétrons pelos complexos | e Il da cadeia respiratoria) e (camara B, em mM)
palmitoil-carnitina 0,02, malato 2 e ADP 5, para a analise da oxidacdo relacionada a acidos
graxos.

Os parametros respiratérios foram definidos como: estado 1 - taxa respiratoria basal,
sem adicdo de substratos; estado 2 - antes da adicdo de adenosina difosfato (ADP); estado 3
(Complexo 1) - taxa respiratéria maxima estimulada por ADP (5 mM); estado 3 maximo
(Complexo I+11) - apds a adicdo de succinato e estado 4, taxas de respiracdo apds a adi¢éo do
inibidor de sintase de ATP oligomicina (1 pg/ml) para identificar vazamentos de prétons do
espaco intermembranar para a matriz mitocondrial. A partir dos fluxos respiratorios obtidos
durante o protocolo de titulacdo de substratos, a razdo de controle respiratério (RCR) foi
calculada para o Estado 3/Estado 4, que foi utilizada como uma medida geral do acoplamento
mitocondrial. A adigdo de citocromo ¢ (10 uM) permitiu a avaliagdo da integridade da
membrana mitocondrial, pois um aumento na respiracdo com a adi¢ao de citocromo c indica

um defeito na membrana mitocondrial externa (NEVES et al., 2014).

3.17 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média, n de 8 a 15 animais
por grupo. Todos os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal e homogeneidade
de variancia atraves do teste Kolmogorov-Smirnov.

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

As demais variaveis estudadas foram analisadas por Two way ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey’s com multiplas comparagdes, através do software Graph Pad Prisma 8.00 (San
Diego, CA, USA), considerando nivel de significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Consumo alimentar

4.1.1 Consumo alimentar de camundongos do desmame até 180 dias de vida

O consumo alimentar dos animais foi monitorado ao longo do estudo, e os resultados
dessas avaliacOes sdo apresentados tanto em gramas quanto em calorias.

Através dos nossos dados, é possivel observar que a reducdo de ninhada promoveu um
maior consumo de racdo pelo grupo obeso (O-AG) em alguns momentos ao longo do
crescimento, quando comparados com seu controle (C-AG) (Figura 15 e Figura 16).

O consumo de sacarina, por sua vez, ndo alterou o consumo alimentar, exceto aos 130
e 145 dias de vida, onde os animais obesos que ingeriram o adogante (O-SA) consumiram uma
diminuida quantidade de racdo quando comparado com o grupo obeso que consumiu apenas
agua (O-AG) (Figura 15 e Figura 16).

Figura 15 - Consumo de racdo (em gramas) dos grupos controles e obesos até 180 dias

LEGENDA:
B C-AG x O-AG

-® Controle Agua A Obeso Agua
& Controle Sacarina -¢- Obeso Sacarina

C-SAX O-SA

B |=

0-AG x O-SA

12+

Consumo de racéo (g/dia)

[ I I I I I I I |
D21 D30 D45 D60 D90 D120 D145 160 D180

Tempo (dias de vida)

Legenda: B = diferenga entre C-AG X O-AG; y = diferenga entre C-SA X O-SA; A = diferenga entre O-AG x O-
SA; g = gramas;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a quantidade
em gramas (g) de racdo consumida durante todo o estudo;

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 16 - Consumo de calorias (kcal) dos grupos controles e obesos até 180 dias

-@- Controle 4gua —&- Obeso agua LEGENDA:
- Controle Sacarina - Obeso Sacarina B | cAGx0-AG

Y C-SAx O-SA

O-AGxO-SA

SN
T

w
o
|

N
o
|

Ingestdo caldrica (kcal)

[EEN
o
L

[ I I I I I I I I
D21 30 D45 D60 D90 D120 D145 D160 D180

Tempo (dias de vida)

Legenda: B = diferenga entre C-AG X O-AG; y = diferenga entre C-SA X O-SA; A = diferenca entre O-AG x O-
SA,; kcal = quilocalorias;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a quantidade
em calorias (kcal) de ragdo consumida durante todo o estudo;

Fonte: A autora, 2024.

4.1.2 Consumo acumulado de racdo do desmame até 180 dias de vida

Para melhor compreensdo do impacto das intervencdes sobre o consumo alimentar dos
animais, avaliamos o consumo acumulado. A analise do consumo ao longo do tempo revela
maior consumo em momentos pontuais do crescimento, enquanto o consumo acumulado
proporciona uma visualizacdo mais abrangente do impacto dessas variacdes ao longo das
semanas.

Podemos observar um aumento significativo de 20 % (p<0,01) do consumo acumulado
de racdo padrdo (gramas e calorias) no grupo obeso agua (O-AG) em comparagdo ao grupo
controle agua (C-AG) (Figura 17, A e B).

A sacarina promoveu diferenca significativa no consumo acumulado de racdo dos
animais.
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Figura 17 - Consumo acumulado de ragéo e calorias dos grupos controles e obesos
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Legenda: A = Consumo acumulado de racéo aos 180 dias; B = Consumo acumulado de calorias aos 180 dias; **
= p<0,01; g = gramas; kcal = quilocalorias;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8-15 animais por grupo. A figura representa a consumo
acumulado de ragéo e calorias dos 21 aos 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2024.

4.2 Ingestéo liquidos

4.2.1 Ingestdo de liguidos ao longo da intervencéo

Ao completarem 90 dias de vida, iniciamos o acompanhamento da ingestéo de liquidos
(&gua filtrada ou &gua com sacarina a 0,3%) pelos animais, estendendo essa analise até o
término do estudo.

Observamos que o0s camundongos que receberam adocante (C-SA e O-SA)
apresentaram aumento significativo da ingestdo de liquidos em comparacdo com aqueles que
consumiram apenas agua (C-AG e O-AG). Tal diferenca foi observada desde o inicio da
intervencao e se manteve o final do estudo (Figura 18).

Os animais que consumiram apenas agua (C-AG e O-AG) ndo apresentaram diferenca

significativa no consumo hidrico durante todo o estudo.
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Figura 18 - Ingestéo semanal de liquidos pelos camundongos dos 90 aos 180 dias
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Legenda: o = diferenga entre C-AG X C-SA; A = diferenga entre O-AG x O-SA; ml = mililitros;
Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a quantidade

em mililitros (ml) de liquidos (4gua filtrada ou agua com sacarina) ingeridos durante a intervengdo (90 até 180
dias de vida);

Fonte: A autora, 2024.

4.2.2 Ingestdo acumulada de liguidos dos grupos controles e obesos

A avaliacdo da ingestdo acumulada de liquidos corrobora com os dados de ingestdo ao
longo do crescimento. Observamos um aumento significativo do consumo de sacarina no grupo
controle (C-SA) (58%, p<0,001) e no grupo obeso (O-SA) (44%, p<0,01), quando comparados
aos seus controles (C-AG e O-AG) (Figura 19).
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Figura 19 - Ingestdo acumulada de liquidos pelos camundongos dos 90 aos 180 dias
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Legenda: *** = p< 0,001; ** = p<0,01; ml = mililitros;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a ingestao
acumulada de liquidos (ml) dos animais controles e obesos, dos 90 aos 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2024.

4.3 Ganho de massa corporal ao longo do crescimento

Os animais que foram submetidos a reducéo de ninhada para inducdo da obesidade (O-
AG e O-SA) apresentaram aumento significativo da massa corporal (p<0,05) quando
comparados aos seus controles (C-AG e C-SA). Tal diferenca torna-se mais pronunciada a
medida que a idade dos animais avanca (p<0,0001).

A ingestdo de sacarina promoveu, no grupo controle (C-SA), aumento significativo
(p<0,001) da massa corporal. Tal aumento foi observado a partir do 145° dia de vida (dois meses
apos o inicio da ingestdo de sacarina) e manteve-se maior até completarem 180 dias de vida
(Figura 20).
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Figura 20 - Ganho de massa corporal de camundongos até 180 dias
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Legenda: a = diferenca entre C-AG X C-SA; B = diferenga entre C-AG X O-AG; y = diferenga entre C-SA x O-
SA; g = gramas; D = dia;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa o ganho de
massa corporal (g) dos animais do desmane (21 dias de vida) até a eutanasia (180 dias de vida);

Fonte: A autora, 2024.

4.4 Andlise de componentes da composicéo corporal por RMN

Através da técnica de ressonancia magnética nuclear foi possivel analisar alguns
componentes da composic¢éo corporal dos animais.

Avaliamos os parametros estudados antes de iniciarmos a oferta do adogante (aos 90
dias), com o intuito de demonstrar que os animais eram equivalentes antes da subdivisao dos
grupos, e ao finalizarmos o estudo (aos 180 dias) reavaliamos os animais para observar 0s

efeitos das intervengdes sobre os mesmos parametros.
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Conforme esperado, j4 aos 90 dias de vida, os animais obesos (O-AG e O-SA)
apresentaram aumento da massa corporal (22% e 18%, p<0,0001, respectivamente), da
porcentagem de gordura (29% e 26%, p<0,05, respectivamente) e aumento de fluidos corporais
(14% e 15%, p<0,001, respectivamente) como resultado da inducdo da obesidade nesses
animais (Figura 21, A, C e G).

O impacto da reducéo de ninhada refletiu na idade adulta onde observamos, aos 180
dias, aumento da massa corporal (37%, 19%), da porcentagem de gordura (71%), aumento de
fluidos corporais (47%, 42%) e reducdo significativa (14%,10%) da massa livre de gordura
(predominantemente massa muscular) (Figura 21, B, D, F e H).

O consumo de sacarina promoveu aumento significativo de 17% (p<0,05) da massa
corporal e 57% (p<0,001) da gordura corporal nos animais controles que ingeriram o adogante
(C-SA) aos 180 dias (Figura 21, B e D).

Em contrapartida, o consumo de sacarina ndo influenciou de forma significativa a

composigdo corporal dos animais obesos.

Figura 21 - Componentes da composi¢édo corporal de camundongos aos 90 e 180 dias
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Legenda: A = massa corporal aos 90 dias de vida; B = massa corporal aos 180 dias de vida; C = porcentagem de
gordura corporal aos 90 dias de vida; D = porcentagem de gordura corporal aos 180 dias de vida; E = porcentagem
de massa livre de gordura aos 90 dias de vida; F = porcentagem de massa livre de gordura aos 180 dias de vida; G
= fluidos corporais aos 90 dias de vida; H = fluidos corporais aos 180 dias de vida; **** = p<0,0001; *** =

p<0,001; ** = p<0,01; * = p<0,05; g = gramas; % = porcentagem;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a avaliagdo

de alguns componentes da composicdo corporal de animais controles e obesos, aos 90 e aos 180 dias de vida;
Fonte: A autora, 2024.

4.5 Parametros biométricos

E possivel observar que a inducdo da obesidade através da reducdo de ninhada
promoveu aumento de 177% (p<0,0001) do tecido adiposo branco epididimal no grupo O-AG
e de 29% (p<0,001) no grupo O-SA (Figura 22, A). Além disso, foi visto um aumento de 171%
(p<0,01) do tecido adiposo retroperitoneal no grupo O-AG e de 32% (p<0,05) no grupo O-SA,
quando comparados aos seus controles (C-AG e C-SA) (Figura 22, C).



TAB epdidimal (g)

TAB retroperitoneal (g)
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Foi realizada a analise do peso relativo dos tecidos adiposos epididimal e

retroperitoneal. Verificamos aumento (p<0,0001) do peso relativo desses tecidos no grupo O-

AG, guando comparados ao grupo C-AG (Figura 22, B e D).

A intervengdo com sacarina promoveu aumento de 119% (p<0,0001) do tecido adiposo

epididimal e de 317% (p<0,0001) do TAB retroperitoneal e de seus pesos relativos nos animais

controles (C-SA) quando comparado com o0 grupo controle que ingeriu apenas agua (C-AG)
(Figura 22, Ae C).

Nos animais obesos (O-SA), o consumo de sacarina promoveu aumento de 103%

(p<0,0001) do peso do TAB retroperitoneal, quando comparados ao grupo obeso que bebeu

agua (O-AG) (Figura 22, C). Em contrapartida, o peso relativo do TAB retroperitoneal foi

menor (p<0,0001) no grupo obeso que recebeu o adogante (O-SA), quando comparado ao grupo

obeso agua (O-AG) (Figura 22, D).

Figura 22 - Tecido adiposo branco epididimal e retroperitoneal e seus respectivos pesos
relativos em camundongos aos 180 dias
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Legenda: A = tecido adiposo branco epididimal (g) aos 180 dias de vida; B = peso relativo do tecido adiposo
branco epididimal aos 180 dias de vida; C = tecido adiposo branco retroperitoneal (g) aos 180 dias; D = peso
relativo do tecido adiposo branco retroperitoneal aos 180 dias de vida; TAB = tecido adiposo branco; **** =
p<0,0001; *** = p<0,001; ** = p<0,01; * = p<0,05; g = gramas;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média = EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa o peso do
TAB epididimal e retroperitoneal e seus respectivos pesos relativos aos 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2024.

Na tabela a seguir, apresentamos 0s impactos da obesidade e do consumo de sacarina
sobre outros tecidos e 6rgdos. O ganho excessivo de massa corporal observado nos animais
obesos (O-AG) refletiu no aumento de 13% (p<0,001) do peso do coragdo, 120% (p<0,01) do
peso da gordura do coragéo e 22% (p<0,01) do peso do coragéo corrigido pelo comprimento da
tibia, aumento de 31% (p<0,0001) do peso do figado, 90% (p<0,0001) do peso do tecido
adiposo marrom (TAM) e 10% (p<0,05) do peso do musculo esquelético - sleo (Tabela 4).

O consumo de adogante, por sua vez, promoveu nos animais controle (C-SA) aumento
de: 5% (p<0,01) do comprimento nasoanal corrigido comprimento da tibia, 9% (p<0,01) do
peso do coracdo, 22% (p<0,01) do peso do coragdo corrigido pelo comprimento da tibia, 16%
(p<0,001) do peso do figado, 100% (p<0,0001) do peso do TAM e 16% (p<0,0001) do peso do

musculo esquelético - séleo (Tabela 4).

LEGENDA:

a | C-AGxC-sa

C-AGx 0-AG

Y C-SA x O-SA

Tabela 4 - Parametros biométricos de camundongos controles e obesos aos 180 dias

Parametros C-AG C-SA O-AG O-SA
Massa corporal (g) 47,47 + 0,68 53,95+0,86* 64,19+ 1,09 62,32+ 1,48
indice de Lee 356,80 +2,42 359,44+181 368,89+27° 367,40+279
Comprimento nasoanal (cm) 430£006 454005 4634005  457+006
/comprimento da tibia (cm)
Peso do coragio (g) 023+0,005 0,25+0,005* 0,26+0,005% 0,26+ 0,008
Peso do coragdo (g)/ 0,09+0,002 0,11+0,003* 0,11+0,003% 0,11+ 0,005
comprimento da tibia (cm)
(Pge)so do tecido adiposo do coragao 554 0004 0,070,005  011+0,02° 0,14 0,03
Peso do figado (g) 1,85+004  2,15+0,05¢ 242+007° 2,30+ 0,07
Peso do figado (g)/ 0,039 +0,0007 0,039 +0,0006 0,036 0,001 0,038 + 0,0007
massa corporal (g)
Peso do tecido adiposo marrom (g) 0,10 £ 0,006 0,20 +0,012* 0,19 + 0,009" 0,19+0,014
Peso do musculo esquelético (g) 0,19 = 0,005 0,22 +0,003* 0,21 +0,007" 0,22 + 0,006

Legenda: C-AG = controle &gua; C-SA = controle sacarina; O-AG = obeso agua; O-SA = obeso sacarina; o =
diferencga entre C-AG x C-SA; B = diferencga entre C-AG X O-AG; y = diferenga entre C-SA x O-SA; g = gramas,
cm = centimetros;
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Nota: Resultados expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A tabela mostra parametros biométricos
dos grupos controles e obesos aos 180 dias de vida;
Fonte: A autora, 2024.

4.6 Dosagem sérica de glicose e insulina em jejum

A obesidade induziu um aumento significativo de 31% (p<0,05) da glicemia de jejum
apenas no grupo agua (O-AG) mas promoveu aumento da concentragdo sérica de insulina nos
dois grupos obesos (O-AG e O-SA). Os animais que consumiram apenas agua (O-AG)
demonstraram aumento de 473% (p<0,001) e, os animais que ingeriram adocante (O-SA)
apresentaram aumento de 209% (p<0,01), quando comparados aos seus controles (C-AG e C-
SA) (Figura 23, B).

Figura 23 - Glicemia e insulinemia de jejum de camundongos aos 180 dias
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Legenda: A = glicemia de jejum aos 180 dias de vida; B = insulina de jejum aos 180 dias de vida; *** = p<0,001;
** = p<0,01; * = p<0,05; mg = miligrama; dL = decilitro;

Nota: Resultados expressos como Média £ EPM, n = 12 animais por grupo. A figura representa a dosagem sérica
de glicose e insulina de animais em jejum aos 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2024.
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4.7 Indice de resisténcia a insulina (IRI)

Ao realizarmos o calculo do indice de resisténcia a insulina verificamos um aumento
significativo de 538% (p<0,01) no grupo obeso agua (O-AG x C-AG) (Figura 24).

Figura 24 - Indice de resisténcia a insulina de camundongos aos 180 dias
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Legenda: IRI = indice de resisténcia & insulina; * = p< 0,05;

Nota: Resultados expressos como Meédia £+ EPM n = 8 animais por grupo. A figura representa o indice de
resisténcia a insulina em jejum de camundongos aos 180 dias de vida;

Fonte: A autora, 2024.

4.8 Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (TITG)

Podemos observar que a obesidade promoveu um aumento de 35%, 52%, 50% e 39%
(p<0,0001) da glicemia no grupo obeso agua (O-AG) nos respectivos tempos do teste (T0, T30,
T60, T90 e T120), quando comparado ao seu controle (C-AG).

Contrariamente, a sacarina promoveu diminuicdo de 20%, 26% e 28% (p<0,0001) da
glicemia do grupo obeso (O-SA) nos tempos T60, T90 e T120, respectivamente. Aos 120
minutos, o grupo O-SA reduziu seus niveis glicémicos a ponto de equiparar-se aos niveis
observados nos animais do grupo controle (C-SA e C-AG) (Figura 25, A)

A area sob a curva foi maior (85%, p<0,0001) no grupo obeso que recebeu agua (O-
AG). De maneira oposta, 0 grupo obeso que bebeu adogante (O-SA) apresentou diminuicdo de
26% (p<0,01) da area sob a curva, quando comparados aos animais obesos que receberam
apenas agua (O-AG) (Figura 25, B).
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Figura 25 - Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose de camundongos aos 180 dias
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Legenda: A = teste intraperitoneal de tolerancia a glicose; B = area sob a curva do TITG; B = diferenga entre C-
AG x O-AG; A = diferenca entre O-AG x O-SA; T0 = tempo zero; T30 = tempo trinta (ap6s 30 minutos da infusao
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 e vinte (apds 120 minutos da infusdo de glicose); mg = miligrama;
dL= decilitro; **** = p<0,0001; ** = p<0,01;

Nota: Resultados expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa o teste
intraperitoneal de tolerancia a glicose em camundongos ao final do estudo (180 dias);

Fonte: A autora, 2024.

4.9 Andlise morfolégica do tecido adiposo branco epididimal

As analises do grupo C-AG demonstraram morfologia caracteristica do tecido adiposo
branco, com a presenca de adip6citos uniloculares, que contém apenas uma goticula lipidica
grande no citoplasma (Figura 26).

Foi possivel verificar, ja na analise qualitativa, a hipertrofia (aumento de tamanho) dos
adipdcitos nos animais obesos, como resultado da indugéo da obesidade no inicio da vida (O-
AG e O-SA) (Figura 26). Isso ¢ evidenciado pela presenca de goticulas de gordura aumentadas
em comparagédo aos seus controles (C-AG e C-SA) (Figura 26).

E possivel observar uma hiperplasia do TABE no grupo controle que ingeriu o adogante
(C-SA) guando comparado ao grupo controle agua (C-AG) (Figura 26).
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Figura 26 - Andlise histologica qualitativa do tecido adiposo branco epididimal de
camundongos aos 180 dias

Spm } / ¢

Legenda: C-AG com aumento de 20x; C-SA com aumento de 20x; O-AG com aumento de 20x; O-SA com
aumento de 20x;

Nota: n = 8 animais por grupo. A figura representa a histologia do tecido adiposo branco epididimal de
camundongos adultos por coloracdo Hematoxilina - Eosina (HE) com aumento de 20x;

Fonte: A autora, 2024.

Com o intuito de aprimorar a compreensdo das imagens apresentadas anteriormente,
realizamos a analise histologica quantitativa do TABE por meio do célculo da densidade das
goticulas de lipidios. Foi constatado aumento significativo na area dos adipdcitos dos grupos
obesos em comparacgdo aos controles, atingindo 100% e 133% (p<0,0001) nos grupos O-AG e
O-SA, respectivamente (Figura 27), corroborando as analises qualitativas.

O consumo de sacarina promoveu aumento de 22% (p<0,05) da area dos adipdcitos no
grupo controle que ingeriu o adogante (C-SA) quando comparado ao grupo controle dgua (C-

AG) (Figura 27). Os grupos O-AG e O-SA nao apresentaram diferenca.



Expressédo relativa

demRNA -TIR2

Figura 27 - Andlise histologica quantitativa do tecido adiposo branco epididimal de
camundongos aos 180 dias
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Legenda: * = p<0,05; **** = p<0,0001; p? = micrometro ao quadrado;
Nota: Os resultados sdo expressos como Média + EPM, n = 15 animais por grupo. A figura representa a densidade
de goticulas de lipidios do tecido adiposo branco epididimal de camundongos aos 180 dias;

Fonte: A autora, 2024.

4.10 Reacdo de polimerizacédo em cadeia em tempo real (PCR em tempo real)
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N&o observamos diferencas nas expressdes de mRNA dos receptores de sabor doce

(T1R2 e T1R3) no tecido adiposo branco epididimal dos animais estudados (Fig. 28, A e B).

Figura 28 - Avaliacdo da expressdo de mRNA dos receptores de sabor doce no TABE de
camundongos aos 180 dias
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Legenda: A = Expressdo génica de T1R2 aos 180 dias; B = Expressao génica de T1R3 aos 180 dias; TABE =
tecido adiposo branco epididimal; T1R2 = receptor de sabor tipo 1 membro 2; T1R3 = receptor de sabor tipo 1
membro 3;

Nota: Os resultados sdo expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a expressao
génica dos receptores de sabor doce no tecido adiposo branco epididimal de camundongos adultos (180 dias de
vida).

Fonte: A autora, 2024.

A analise da expressdo de genes envolvidos no metabolismo glicidico e lipidico no
tecido adiposo epididimal demonstrou que os animais obesos que ingeriram apenas agua (O-
AG) apresentaram diminuicdo da expressdo génica de GLUT4 (72% P<0,001), Acetil-CoA
(56% p<0,05) e ChREBP (46% p<0,001) (Figura 29, A, B e D).

O consumo crbnico de sacarina promoveu nos animais controles (C-SA) uma
diminuicdo da expressdo de Acetil-CoA (66%, p<0,01), ChREBP (54%, p<0,0001), PPARa
(55%, p<0,01) e FASN (46%, p<0,05) (Figura 29, B, D, E e I). J& no grupo obeso (O-SA), a
ingestdo do adogante acarretou a diminuigdo de PPARy (50%, p<0,05), FABP4 (38%, p<0,05),
SREBP-1 (33%, p<0,05) e LPL (48% p<0,01) (Figura 29, C, F, HeJ).

Figura 29 - Avaliacéo da expressdo de mRNA de genes envolvidos no metabolismo glicidico
e lipidico no TABE de camundongos aos 180 dias
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Legenda: A = Expressao génica de GLUT4; B = Expressao génica de Acetil-CoA; C = Expressao génica de PPARY;
D = Expressdo génica de ChREBP; E = Expressdo génica de PPARa; F = Expressdo génica de FABP4; G =
Expressdo génica de CPT1B; H = Expressdo génica de SREBP-1; | = Expressdo génica de FASn; J = Expressao
génica de LPL; Acetil-CoA = acetil-CoA carboxilase; ChREBP = proteina de ligacdo do elemento responsivo ao
carboidrato; CPT1 = carnitina palmitoiltransferase 1; FABP4 = proteina 4 de ligacdo a acidos graxos; FAS = 4cido
graxo sintase; GLUT4 = transportador de glicose tipo 4; LPL = lipoproteina lipase; PPARa = receptor alfa ativado
por proliferador de peroxissoma; PPARy = receptor gamma ativado por proliferador de peroxissoma; SREBP-1 =
proteina 1 de ligagdo ao elemento regulador de esterol; **** = p<0,0001; *** = p<0,001; ** = p<0,01; * = p<0,05;

g = gramas; mMRNA = microRNA;
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Nota: Os resultados sdo expressos como Média £ EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa a expresséo de
mRNA de genes envolvidos no metabolismo glicidico e lipidico no tecido adiposo branco epididimal de
camundongos adultos (180 dias de vida);

Fonte: A autora, 2024.

4.11 Analise de biomarcadores do estresse oxidativo (MDA e catalase)

4.11.1 Peroxidacao lipidica (TBARS)

Para estimar o grau de estresse oxidativo, a concentracdo de malondialdeido (MDA) foi
avaliada no tecido adiposo branco epididimal e no sangue dos animais.

Nossos resultados sugerem um aumento significativo de 61,5% (p<0,05) da
lipoperoxidacédo no tecido adiposo epididimal dos animais obesos que ingeriram o adocante (O-
SA) (Figura 30, A). Em contrapartida, observamos uma diminuicdo de 38% (p<0,05) de

malondialdeido no sangue dos mesmos animais (O-SAC) (Figura 30, B).

Figura 30 - Niveis de malondialdeido no TABE e sangue de camundongos
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Legenda: A = malondialdeido no tecido adiposo branco epididimal; B = malondialdeido no sangue; nmol TBA/mg
= nanomolar de &cido tiobarbitdrico por miligrama de proteina; MDA = malondialdeido; TBARS = substancias
reativas ao 4cido tiobarbitdrico; * = p<0,05;

Nota: Resultados expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa os efeitos do
consumo de sacarina sobre a peroxidacdo lipidica (TBARS) no tecido adiposo branco epididimal e no sangue de
camundongos adultos (180 dias de vida);

Fonte: A autora, 2024.
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4.11.2 Andlise da catalase

N&o foram observadas diferencas significativas na atividade da enzima antioxidante
catalase no tecido adiposo epididimal dos animais estudados (Figura 31).
Figura 31 - Atividade da catalase no tecido adiposo epididimal de camundongos
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El Sacarina

Catalase
(U/mg proteina)
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Legenda: U/mg de proteina = unidade por miligrama de proteina;
Nota: Resultados expressos como Média + EPM, n = 8 animais por grupo. A figura representa o conteido de
catalase no tecido adiposo branco epididimal de camundongos adultos (180 dias de vida);

Fonte: A autora, 2024.

4.12 Respirometria de alta resolucdo no tecido adiposo branco epididimal

4.12.1 Metabolismo de carboidratos no tecido adiposo epididimal de camundongos

Utilizamos a técnica de respirometria de alta resolucdo para avaliarmos a atividade
mitocondrial na oxidacdo de substratos energéticos nos animais. O grupo O-AG apresentou
disfuncdo mitocondrial no TABE, com reducgdo significativa na taxa respiratdria maxima
estimulada por ADP (estado 3 CI+ClIl), indicando reducédo de 40% (p<0,0001) da oxidacéao de
substratos referentes a carboidratos quando comparado ao C-AG (Figura 32, A).

Os grupos que ingeriram o adocante (C-SA e O-SA) apresentaram uma reducédo

significativa de 27% (p<0,001) e 96% (p<0,0001) respectivamente, na oxidacdo de substratos
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relacionados a carboidratos quando comparados aos seus controles (C-AG e O-AG) (Figura 32,
A). Entretanto, ndo observamos diferenca significativa em relagdo a razdo do controle
respiratorio (RCR) (Figura 32, B).

Figura 32 - Respirometria de alta resolugéo (protocolo de carboidratos)
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Legenda: A = oxidacdo de substratos referentes a carboidratos no tecido adiposo epididimal; B = Racdo do controle
respiratdrio; CHO = carboidratos; **** = p<0,0001; *** = p<0,001; ** = p<0,01; * = p<0,05;

Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM, n = 6 animais por grupo. A figura mostra a respirometria de
alta resolucgdo do tecido adiposo branco de animais adultos. A = O grafico mostra o estado 3 (estimulado por ADP)
durante a oxidagao dos substratos palmitoil-L-carnitina e malato na cAmara B — Protocolo de carboidratos. A razdo
do controle de desacoplamento (RCD) foi calculada com a razdo das taxas respiratérias dos estados 3 e 4;

Fonte: A autora, 2024.

4.12.2 Metabolismo de &cidos graxos no tecido adiposo epididimal de camundongos

Avaliamos a respiracdo mitocondrial frente a substratos energéticos relacionados a
oxidacgéo de &cidos graxos, apds a adi¢ao de palmitoil-L-carnitiva e malato. Observamos que a
sacarina foi capaz promover, no animal controle (C-SA), aumento de 20% (p<0,0001) da
oxidacdo de &cidos graxos quando comparado ao animal controle que bebeu apenas agua (C-
AQG).

Em contraste, no animal obeso (O-SA), a sacarina promoveu reducdo significativa de

94% (p<0,0001) na oxidacéo relacionada a acidos graxos (Figura 33, A), quando comparado
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ao grupo obeso agua (O-AG). Ndo observamos diferenca significativa em relagdo a razdo do
controle respiratério (RCR) (Figura 33, B).

Figura 33 - Respirometria de alta resolugdo (protocolo de &cidos graxos)
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Legenda: A = oxidacao de substratos referentes a &cido graxos no tecido adiposo epididimal; B = Ragéao do controle
respiratdrio; AG = cido graxo; **** = p<0,0001; *** = p<0,001; ** = p<0,01; * = p<0,05;

Nota: Os resultados sdo expressos como média = EPM, n = 6 animais por grupo. A figura mostra a respirometria de
alta resolugdo do tecido adiposo branco de animais adultos. A = O grafico mostra o estado 3 (estimulado por ADP)
durante a oxidacéo 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;

Fonte: A autora, 2024.

4.13 Principais resultados encontrados

A Tabela 5 apresenta um resumo dos principais resultados encontrados no presente
estudo. Onde o grupo obeso agua (O-AG) foi comparado ao grupo controle agua (C-AG), para
avaliacdo dos efeitos da obesidade. Para avaliacdo dos efeitos do consumo de sacarina
comparamos 0 grupo controle sacarina (C-SA) e obeso sacarina (O-SA) aos grupos grupo

controle 4gua (C-AG) e obeso agua (C-AG), respectivamente (Tabela 5, Figura 34 e Figura 35).
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Parametros

C-SA
(comparado
a C-AG)

O-AG
(comparado
a C-AG)

O-SA
(comparado
a 0-AG)

Consumo Alimentar

Consumo de liquidos (ml)

Massa corporal (g)

indice de Lee (g/cm)

Gordura corporal (%)

Peso do TAB epididimal (g)

Peso do TAB retroperitoneal (g)

Peso do coracgéo (g)

Peso da gordura do coracao (g)

Peso do figado (g)

Peso do TAM interescapular (g)

Peso do musculo esquelético - séleo (g)
Glicemia de jejum

Insulina de jejum

indice de resisténcia a insulina
Tolerancia a glicose

Densidade de goticulas lipidicas (TABE)
Expressdo de mRNA (GLUT4) (TABE)
Expressdo de mRNA (Acetil-CoA) (TABE)
Expressao de mRNA (PPARY) (TABE)
Expressdo de mRNA (ChREBP) (TABE)
Expressao de mRNA (PPARa) (TABE)
Expressdo de mRNA (FABP4) (TABE)
Expressédo de mRNA (SREBP-1) (TABE)
Expressdao de mRNA (FASn) (TABE)
Expressdo de mRNA (LPL) (TABE)
Peroxidacéo lipidica (TBARS) no TABE
Peroxidacéo lipidica (TBARS) no SANGUE
Catalase (TABE)

Oxidacéo de carboidratos (TABE)
Oxidacdo de cidos graxos (TABE)

T
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Legenda: (1) = aumento; (1) = redugio; (=) = sem alteragio, TABE = tecido adiposo branco epididia
Nota: A figura mostra uma sintese dos principais achados do estudo.
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Figura 34 - llustracdo dos efeitos da obesidade em camundongos adultos

IMPACTO DA HIPERALIMENTAGCAO DURANTE A LACTACAO EM CAMUNDONGOS ADULTOS (180 DIAS)

Ragdo normocaldrica
e dgua ad libitum

EFEITOS DA OBESIDADE
(INDUZIDA POR RN)

Legenda: (1) = aumento; (1) = redugio; % = porcentagem; GLUT4 = Transportador de glicose tipo 4; Acetil-COA
= Acetilcoenzima A; ChREBP = proteina de liga¢io do elemento responsivo ao carboidrato;

Nota: A figura mostra uma sintese dos principais achados sobre o efeito da redu¢do de ninhada na prole estudada;
Fonte: A autora, 2024. Feita com Biorender (www.biorender.com).

Figura 35 - llustracdo dos efeitos do consumo crénico de sacarina em camundongos adultos

IMPACTO DO CONSUMO CRONICO DO ADOGANTE SACARINA EM CAMUNDONGOS ADULTOS (180 DIAS)
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‘D ‘@

EFEITOS DO CONSUMO
CRONICO DE SACARINA

Agua com sacarina (0,3%) +
ragdo normocaldrica ad libitum
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Legenda: (1) = aumento; (1) = redugio; % = porcentagem; ml = mililitros; g = gramas; TAB = tecido adiposo
branco; TAM = tecido adiposo marrom; TABe = tecido adiposo branco epididimal; Acetil-CoA = acetil-CoA
carboxilase; ChREBP = proteina de ligagio do elemento responsivo ao carboidrato; CPT1 = carnitina
palmitoiltransferase 1; FABP4 = proteina 4 de ligacio a dcidos graxos; FAS = dcido graxo sintase; LPL =
lipoproteina lipase; PPARa = receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma; PPARY = receptor gamma
ativado por proliferador de peroxissoma; SREBP-1 = proteina 1 de ligagio ao elemento regulador de esterol;
Nota: A figura mostra uma sintese dos principais achados sobre o consumo cronico de sacarina em animais

controles e obesos;
Fonte: A autora, 2024. Feita com Biorender (www.biorender.com).
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeitos causados pela condicdo de obesidade em animais adultos

Nossos resultados evidenciam a presenca de hiperfagia no grupo obeso (O-AG)
corroborando com estudos anteriores que empregaram a mesma metodologia experimental e
demonstraram aumento do consumo alimentar em roedores durante a infancia (CUNHA et. al.,
2009), adolescéncia (SILVA, 2023) e na idade adulta (RODRIGUES et al., 2011; ARGENTE-
ARIZON et al., 2016).

Sabe-se que, em circunstancias normais, maes roedoras possuem menor nimero de
mamilos do que filhotes o que, naturalmente, gera competicdo pela amamentacgéo entre a prole.
No entanto, no modelo de reducdo de ninhada (RN), 0 nimero de mamilos da mae supera o
namero de filhotes, promovendo maior oferta de leite sem a necessidade de competir pelo
mesmo (PECKHAM, 1979).

Um estudo prévio, conduzido por nosso grupo de pesquisa, demonstrou que a ninhada
reduzida ingere aproximadamente 1,5 vezes mais leite do que ninhadas de tamanhos normais.
Além disso, o trabalho evidenciou que a composi¢do do leite materno é modificada ap6s a RN,
tornando-se um leite com maior teor de gordura e diminuida quantidade de proteinas. Portanto,
esses fatores podem elucidar o surgimento da obesidade nesses animais (CUNHA et al., 2009).

A hiperfagia vista na infancia vem sendo relacionada ao excessivo ganho de peso na
idade adulta. Em 1992, Plagemann ja abordava esse tema em um estudo com ratos. Nele, a RN
levou & programacdo metabdlica, refletindo no aumento do consumo alimentar e resultando no
incremento da massa corporal.

Dentre os diversos aspectos que determinam a etiologia da obesidade, podemos destacar
a importancia de periodos criticos do desenvolvimento, incluindo o periodo pré e pds-natal,
pois alteracdes neste momento podem influenciar a expressdo génica da prole, uma vez que a
plasticidade gendmica ainda permanece e mudancas epigenéticas e hormonais nos mecanismos
centrais e periféricos relacionados ao controle da ingestdo alimentar e ao balanco energético na
idade adulta, favorecem assim o fenotipo da obesidade (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022).

A exposicdo precoce ao excesso de energia e gordura tem sido associada a diversos
disturbios metabdlicos e vem sendo cada vez mais discutida e elucidada, sendo a suscetibilidade
a obesidade uma das consequéncias proeminentes e mais associada a graves causas de
mortalidade em escala global (PLAGEMANN et al.,1992; BARKER, 1995; WATERLAND,
1999; HABBOUT et al., 2013).
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Esse cenério impacta o desenvolvimento e a fungdo de alguns 6rgdos como pancreas,
tecido adiposo e outros tecidos metabdlicos, como o figado. As alteragdes causadas nesses
Orgaos podem estar envolvidas nos ajustes do gasto energético, na resposta ao estresse e na
ingestdo alimentar (SOUZA; MOURA; LISBOA, 2022). Desta maneira, sustentamos a hipotese
de que a hiperfagia precoce, vista no método de RN, originada pela maior oferta de leite durante
a lactacdo, persiste quando o animal é desmamado e passa a consumir rag&o.

Os nossos resultados demonstram, que camundongos submetidos a RN desenvolveram
o fendtipo de obesidade na idade adulta, demonstrando éxito na reprodutividade da
metodologia. A condigdo de obesidade nos animais foi caracterizada pelo aumento eminente do
indice de Lee, da massa corporal, da porcentagem de gordura corporal, gordura visceral (tecido
adiposo epididimal, retroperitoneal e gordura do coragdo), além do aumento de peso de 6rgaos
como coracdo e figado. O mesmo foi visto por outros autores que mostraram acréscimo do peso
corporal e do tecido adiposo em diversas idades: aos 21 (SOARES, 2016; XAVIER et a., 2019),
ao0s 50 (GUIMARAES et al., 2024), aos 90 (RODRIGUES et al., 2007), aos 120 (MALAFAIA,
2018) e aos 180 dias de vida (HABBOUT et al., 2013; GONCALVES, 2019).

Conforme Argente-Arizdn descreveu em 2016, a hiperalimentagdo induz ao aumento de
peso nos animais antes mesmo do desmame. Stefanidis e Spencer (2012) relatam que esse
aumento de peso pode alcancar até 30% a mais em compara¢do aos controles magros. Além
das alteracfes biométricas, a analise histoldgica revelou mudancgas morfolédgicas na arquitetura
do tecido adiposo epididimal (TABE), evidenciando a hipertrofia dos adipdcitos. Nossos
achados estdo alinhados com as descobertas presentes na literatura cientifica; em 2012, Soares
e colaboradores, mostraram um aumento significativo de 262% na area dos adipdcitos do TABE
em camundongos adultos provenientes de ninhadas reduzidas. A hipertrofia dos adipocitos
intra-abdominais € caracterizada por um estado hiperlipolitico devido a resisténcia a acdo da
insulina (MITTELMAN et al., 2002).

O grupo obeso que bebeu apenas agua (O-AG) apresentou altera¢cdes na homeostase da
glicose, incluindo hiperglicemia, hiperinsulinemia e, com o teste de tolerancia a glicose,
verificamos uma diminuicdo da resposta secretora pancreatica a glicose, corroborando com
diversos estudos que demonstraram aumento dos niveis glicémicos e desregulacdo da
homeostase da glicose/insulina em animais hiperalimentados no inicio da vida (DAVIDOWA,;
PLAGEMANN, 2007; CUNHA et al., 2009; KAPPELER et al., 2009; HABBOUT et al., 2013;
ARGENTE-ARIZON et al., 2016; XAVIER et a., 2019; PREVIA et al., 2020). A hiperinsulinemia e
hiperleptinemia precoces, vista nesse modelo experimental, podem alterar a percepgéo de
saciedade do animal (SOUZA; MOURA,; LISBOA, 2022).
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Adicionalmente, foi visto uma diminui¢do da expresséo génica de GLUT4, Acetil-CoA
e ChREBP no tecido adiposo branco epididimal dos animais obesos (O-AG). O tecido adiposo
desempenha um papel crucial na regulacdo do metabolismo e mudancas na sinalizacdo da
insulina nesse tecido estdo correlacionadas com uma reducéo na tolerancia a glicose decorrente
da resisténcia a insulina associada a obesidade (RODRIGUES et al., 2007).

A literatura cientifica documenta uma reducdo na expressdo deste transportador de
glicose em animais obesos em diferentes tecidos. No TABE, essa reducao foi documentada em
roedores com 90 e 120 dias de vida (RODRIGUES et al., 2007; SOARES et al., 2012), enquanto
no tecido adiposo marrom, foi observada aos 120 dias (MALAFAIA, 2018), e no coragéo, aos
21 dias de vida (BERNARDO et al., 2016). A reducdo no contetdo de GLUT4 também foi
observada em estudos com humanos com diagndstico de obesidade e/ou Rl e/ou DM2 (KLIP
etal., 1994; GARVEY et al., 1998; LEGUISAMO et al., 2012).

Independente do tecido que apresente declinio na expressdo do GLUT4, outros tecidos
alvos dependentes de insulina seréo afetados. Em estudo com nocaute da expressdo do GLUT4
especifico do masculo, houve RI no tecido adiposo e no figado (GRAHAM; KAHN, 2007),
associado a um aumento expressivo na probabilidade de desenvolvimento de diabetes
(ROSSETTI et al., 1997; LI et al., 2000).

Os adipacitos secretam diversos peptideos bioativos, conhecidos como adipocinas, entre
eles TNF-a, IL-6 e resistina (que diminuem a eficécia da insulina), e a adiponectina, que exerce
acao oposta. Além disso, os acidos graxos livres (AGL) provenientes desses adipdcitos podem
influenciar de maneira significativa o transporte de glicose para as células, competindo como
substrato energético. A obesidade induz a resisténcia a insulina, visto que inibe a via de
sinalizacdo da insulina e a translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica
(HOTAMISLIGIL et al., 1994; GUERRE-MILLO, 2004), podendo suprimir a expressdo de
GLUT4 em adipocitos (HOTAMISLIGIL, SPIEGELMAN, 1994).

Portanto, é evidente que o tecido adiposo, mesmo contribuindo com apenas cerca de
20% da captacéo total de glicose no organismo, tem a capacidade de influenciar indiretamente,
a sensibilidade a insulina em diversos tecidos, desempenhando um papel significativo na
alteracdo da homeostase glicidica (MACHADO; SCHAAN; SERAPHIM, 2006).

Em consonancia com os nossos achados, os resultados provenientes da analise de
respirometria de alta resolucdo indicam que os animais obesos (O-AG) apresentaram reducéao
na capacidade de oxidacgdo relacionada aos carboidratos (piruvato, malato e succinato), com
entrada de elétrons pelos complexos | e 1l da cadeia respiratéria. Entretanto, ndo observamos

alteracdes na capacidade de oxidacdo de &cidos graxos. A literatura prop6e que a disfungéo
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mitocondrial pode ser uma causa primaria da inflamac&o no tecido adiposo (UAU et al., 2019).
A obesidade pode causar prejuizos na oxidacdo mitocondrial desses substratos, esses achados
estdo em concordancia com estudos anteriores que descrevem uma diminuicdo na capacidade
oxidativa mitocondrial de adipocito brancos em individuos obesos (YIN, 2014) e em adipdcitos
marrons de camundongos aos 120 dias (MALAFAIA, 2018).

5.2 Efeitos causados pelo consumo crénico de sacarina em animais adultos

A seguranca dos adocantes artificiais ndo caloricos (ANC) tem sido objeto de
investigacdo nas Ultimas décadas, ja que diversos estudos associam o seu consumo a desfechos
desfavordveis a salde (AZEEZ; ALKASS; PERSIKE, 2019). No entanto, ainda existem
lacunas acerca desse tema pois alguns achados séo contrastantes e pouco se sabe sobre os efeitos
decorrentes do seu uso a longo prazo. Nossa pesquisa explorou a acdo da sacarina sobre alguns
parametros metabolicos, principalmente no tecido adiposo branco epididimal, de camundongos
adultos.

Os resultados apresentados revelam que os grupos que receberam adocgante ingeriram
um volume de liquido (dgua com sacarina a 0,3%) superior quando comparados com aqueles
gue beberam apenas dgua. De forma semelhante, Swithers e Davidson (2008) observaram um
aumento significativo da ingestao de adocantes artificiais por parte dos animais e sugeriram um
possivel efeito viciante causado por esses compostos. Outros autores reforcam a mesma
hipotese (MALAISSE et al., 1998; FEIJO et al., 2013).

Embora o consumo de adocante tenha sido elevado em nosso estudo, sua ingestdo ndo
induziu ao aumento do consumo alimentar (gramas e calorias) pelos animais. Pesquisas recentes
do nosso grupo reforcam esse achado. Gongalves, em 2019, demonstrou que camundongos
adultos (180 dias) que ingeriram o adocante stevia (0,3%) ao longo de 3 meses nao
apresentaram modifica¢Ges no padrdo de consumo alimentar (GONCALVES, 2019).

De forma semelhante, Bissonnette e colaboradores (2017) investigaram os efeitos da
ingestdo de ANC sobre o consumo alimentar. Ratos Wistar foram submetidos a uma dieta
liquida adogada com sacarina, stevia ou sacarose (1% da dieta liquida) ao longo de 6 semanas.
Os resultados evidenciaram que o consumo de sacarina ndo promoveu incremento da ingestéo

de calorias quando comparados aos animais que consumiram dieta padré&o.
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Ruyter et al., (2012) em um estudo clinico, instruiram criancas a substituir sua bebida
didria habitual adocada com aclcar por uma lata da mesma bebida, porém adocada
artificialmente. A cada 6 meses, os participantes realizaram uma avaliacao subjetiva sobre fome
e saciedade antes e depois da exposicdo a bebida. Os autores relatam que a bebida adocada
artificialmente ndo promoveu mudanca na percepcdo de fome e saciedade pelas criancas.
Posteriormente, Bryant et al., (2014) avaliaram a resposta apetitiva associada ao consumo de
adocantes em individuos saudaveis, os pesquisados ndo observaram efeito na percepcdo de
fome ou saciedade apds o consumo de ANC. Desta forma, acreditamos que a sacarina ndo
exerce impacto significativo na promocdo da ingestdo compensatoria de energia a longo prazo.

Porém, de forma oposta, diversos estudos clinicos e experimentais, associam a
utilizacdo de adocantes artificiais ao aumento do consumo alimentar. A literatura sugere, para
esses desfechos divergentes, que a fome seria impulsionada pelo centro hed6nico nao sendo
totalmente satisfeita pelo adogante ndo caldrico (YANG, 2010). O que poderia levar a
incapacidade de autorregular as calorias ingeridas, resultando no aumento da ingestéo calérica
(SWITHERS; DAVIDSON, 2008).

Apesar dos adocantes serem usados popularmente como uma alternativa para a reducédo
de peso, as publicacOes se mostram controversas pois algumas evidéncias tém relacionado o
aumento do consumo de ANC ao ganho de peso e desenvolvimento de obesidade a longo prazo
(YANG, 2010; SWITHERS et al., 2010; FEIJO et a., 2013; MITSUTOMI et al., 2014; GREEN et al.,
2019). Em nosso trabalho, observamos que os animais controles que ingeriram sacarina (C-SA)
apresentaram diversos efeitos deletérios como: aumento significativo da massa corporal,
correlacionado a uma elevada porcentagem de gordura corporal e hiperplasia de adipdcitos.
Adicionalmente, constatou-se um acréscimo no peso do tecido adiposo branco epididimal e
retroperitoneal, assim como no depdsito de gordura cardiaca e ainda, aumento do peso cardiaco
e hepético nesses animais. E importante relembrar que essas alteracdes se manifestaram aos
180 dias de vida, sem a contribui¢do de um maior consumo alimentar ao longo do crescimento
dos animais, reforcando que essas alteracGes estdo diretamente relacionadas a ingestdo do
adocante e que elas acontecem independente do consumo energético do animal.

De maneira analoga, Foletto et al., (2016) conduziram um estudo com ratos Wistar
submetidos a ingestdo de iogurte com sacarina, por 14 semanas. Ao término do estudo, 0s
autores verificaram que 0s animais que consumiram iogurte com sacarina apresentaram
aumento significativo no ganho de peso, ndo evidenciando diferenca quanto a ingestao
energética. O que também foi visto por outros autores (ROGERS et al., 2016; GONCALVES,
2019).
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Swithers e Davidson (2008), investigaram a relacdo entre o gosto doce obtido por uma
fonte caldrica (glicose) e outra ndo caldrica (sacarina) e sua influéncia sobre o consumo
energético, peso corporal e adiposidade de ratos Sprague-Dawley. Nos primeiros 3 dias foi
administrado iogurte natural (ndo adogado) para dois grupos e nos 3 dias seguintes os ratos
receberam iogurte adocado com 20% de glicose ou 0,3% de sacarina. Os resultados desse estudo
mostraram que, nas semanas 2, 3 e 5, 0 grupo que consumiu iogurte adogado com sacarina
apresentou maior peso e adiposidade corporal, correlacionando, dessa forma, o consumo de
adocante ndo caldrico ao aumento de peso. Os autores concluem que consumir um alimento
adocado com sacarina sem calorias pode levar a maior adiposidade do que consumir 0 mesmo
alimento adogcado com agUcar de alto teor caldrico.

Feijo e colaboradores (2013), ofertaram aos animais iogurte adocado com sacarose
(20%), sacarina (0,3%) ou aspartame (0,4%) pelo periodo total de 12 semanas. Foi observado
um aumento significativo no ganho de peso nos grupos que consumiram iogurte com sacarina
ou aspartame quando comparados com 0 grupo que consumiu iogurte com aglcar, porém a
ingestdo calorica total foi semelhante em todos os grupos.

Posteriormente, em outro estudo, ratos machos da linhagem Wistar foram distribuidos
em 4 categorias distintas: grupo controle (que recebeu apenas dgua) e 3 grupos experimentais
(grupos com diferentes doses de sacarina, estabelecidas em 2,5, 5 e 10 mg/kg). Os animais
receberam sacarina uma vez ao dia, pela técnica de gavagem, ao longo de 120 dias. A dose de
5 mg/kg de sacarina resultou em maiores valores de peso corporal dos ratos, evidenciados tanto
aos 60 dias quanto 120 dias (AZEEZ; ALKASS; PERSIKE, 2019).

Diversos estudos experimentais estabelecem uma correlacdo entre o consumo de
sacarina, aumento do peso corporal e maiores niveis de ingestdo de adocante, embora sem
apresentar associacdo com aumento da ingestdo calérica (SWITHERS et al., 2010; FEIJO et
al., 2013). Bissonnette relata resultados paradoxais, pois em seu estudo os ratos alimentados
com ANC ingeriram menos calorias do que os ratos alimentados com sacarose, mas ganharam
significativamente mais peso (BISSONNETTE et al., 2017).

No contexto da complexa relagdo entre o consumo de adocantes e a incidéncia de
obesidade, pesquisas com humanos também tém investigado essa associa¢do. Estudos
prospectivos documentaram risco aumentado de obesidade e sindrome metabdlica em
individuos que consomem bebidas com adocantes (DHINGRA et al., 2007).

Em estudo transversal, 524 estudantes universitarios responderam um questionario e
tiveram seu percentual de gordura corporal avaliado. O consumo de sacarina mostrou-se

significativamente elevado no grupo com participantes que foram classificados com excesso de
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gordura ou obesidade, apesar da quantidade de sacarina ingerida pelos mesmos ndo ter
ultrapassado a recomendacéo estabelecida para a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de 15 mg/kg.
Os pesquisadores concluem que 0 consumo excessivo tanto de agucar, quanto de sacarina foi
associado a maiores percentuais de gordura corporal em adultos jovens (TAPANEE et al.,
2023).

Recentemente, em um estudo de coorte prospectivo (chamado de CARDIA), mais de 3
mil adultos jovens eutroficos foram acompanhados por um periodo de 25 anos. Durante esse
intervalo, identificou-se uma associacdo positiva entre o consumo de ANC, incluindo a
sacarina, e maiores volumes de tecido adiposo visceral, intermuscular e subcutaneo, os quais
foram avaliados por meio de tomografia computadorizada. Os autores relatam uma correlagéo
com o aumento do IMC, peso corporal e circunferéncia da cintura. Desta forma, os resultados
sugerem que a ingestdo prolongada desses adocgantes pode estar associada a maior incidéncia
de obesidade, independentemente da ingestdo caldrica (STEFFEN et al., 2023).

Corroborando com essa hip6tese, outros estudos observacionais indicam que 0 consumo
de adocantes dietéticos pode estar associado ao aumento da adiposidade, elevacdo do IMC e da
circunferéncia da cintura. Fowler (2008) mostra em estudo envolvendo 749 idosos de ambos os
sexos, que os individuos que consumiam bebidas dietéticas apresentaram circunferéncias de
cintura superiores em comparagdo aqueles que ndo ingeriam tais bebidas, durante periodo de
acompanhamento de 9,4 anos.

Esses achados estdo alinhados com os dados encontrados em nossa pesquisa. No
entanto, até o momento, ainda ndo had um consenso cientifico quanto aos aspectos de correlagédo
e causalidade entre o consumo de adogantes e o desenvolvimento da obesidade, sobretudo no
contexto de estudos observacionais. Isso se deve, em parte, a divergéncia de resultados
encontrados em pesquisas que envolvem diferentes tipos de adocantes, tanto em humanos
(MILLER; PEREZ, 2014; SORENSEN et al., 2014; ROGERS; APPLETON, 2021), quanto em
animais (CURRY; ROBERTS, 2008; NORDENTOF et al., 2008; DUTTA et al., 2010; PARLEE et al.,
2014; ASSAEIl et al., 2016; AHMAD et al., 2018).

Uma possibilidade para elucidar os achados relatados acima reside na hipdtese de que a
sacarina possa induzir a hiperinsulinemia, resultando no ganho de peso (FEIJO et al., 2013;
AZEEZ; ALKASS; PERSIKE, 2019), pois um estudo conduzido in vitro indica que a secre¢éo
de insulina aumenta significativamente, atingindo 3 vezes mais do que os niveis basais, quando
as células séo expostas a concentragdes mais elevadas de sacarina (MALAISSE et al., 1988).
Além disso, outro estudo demonstrou que as discrepancias nas respostas dos niveis séricos de

glicose e GLP-1 em animais expostos a sacarina foram répidas e de curta duracéo, sugerindo



95

que um dos mecanismos pelos quais 0 uso de adogantes ndo nutritivos interfere na relacdo
preditiva entre sabor doce e calorias pode prejudicar o equilibrio energético, suprimindo a
liberacdo de GLP-1. Esse fendmeno, por sua vez, poderia alterar a homeostase da glicose e
reduzir a sensacdo de saciedade (SWITHERS et al., 2012).

Evidéncias respaldam a hipotese de que a regulacdo da glicemia pode ser afetada em
resposta a percepcdo do sabor doce, uma vez que ja foi relatado anteriormente que a interacdo
dos ANC com o receptor TIR2/T1R3 ocorre e que tais receptores também sdo funcionalmente
expressos no pancreas e poderia influenciar a secrecao de insulina (BELLOIR; NEIERS; BRIAND
et al., 2017; SERRANO et al., 2022). Embora essa justificativa seja frequentemente empregada
nos estudos (SUEZ et al., 2014; AZEEZ, ALKASS, PERSIKE, 2019), nossos resultados
revelam que a ingestdo de sacarina promoveu um cenario oposto. Os animais obesos que
ingeriram o adocante (O-SA) apresentaram melhora da tolerancia a glicose e diminuicdo
expressiva da curva glicémica ao final do TITG. Considerando que a melhoria da homeostase
da glicose pela sacarina poderia ter ocorrido através do aumento da secre¢do de insulina,
avaliamos a insulinemia nos animais. Contudo, ndo foram identificadas diferencas na
concentracdo plasmatica de insulina, quando comparamos 0s grupos obesos (O-AG x O-SA), 0
que poderia significar uma melhora da sensibilidade a insulina e explicar a melhora da
tolerancia a glicose observada nos camundongos obesos durante o TITG, além disso, sugerimos
a possibilidade de existirem mecanismos suplementares na via de sinalizagdo de insulina em
resposta a sacarina.

Parlee e colaboradores (2014) observaram que a administracdo de sacarina através da
lactacdo materna foi capaz de melhorar a toleréncia a glicose sem alterar a secre¢do de insulina
em camundongos machos adultos. Outros estudos experimentais demonstraram a melhora da
tolerancia a glicose em roedores que consumiram adocantes (BAILEY et al., 1997;
GONCALVES, 2019). A suplementacdo de sacarina em animais promoveu incremento
ponderal sem correlagdo com a resisténcia a insulina, bem como ndo influenciou as
concentracgdes de glicose, PYY e leptina em jejum (FOLETTO et al., 2016).

No entanto, em humanos alguns estudos néo relatam nenhum efeito sobre a glicose e a
insulina. Individuos saudaveis receberam glicose em jejum contendo diferentes adogantes
(sacarina, aspartame ou acessulfame K) e, em seguida, realizaram o teste de tolerancia a glicose,
com duracdo de 60 minutos. Nesse estudo nédo foi observado efeito adicional da sacarina na
resposta a glicose oral em nenhum momento do teste. Os autores concluem sua pesquisa

sugerindo que ndo ha evidéncias consistentes de que os ANC, quando consumidos de forma
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aguda, tenham um efeito na modulagéo da glicose sanguinea em pessoas saudaveis (BRYANT
etal., 2014).

Além disso, um ensaio clinico randomizado conduzido por Higgins e Mattes (2019)
investigou os efeitos dos adocantes sacarina, aspartame e sucralose no peso corporal de
individuos com sobrepeso ou obesidade, comportamentos digestivos e tolerancia a glicose, em
comparagdo com a sacarose. Apds intervencdo com duracdo de 12 semanas, observou-se um
aumento no peso corporal no grupo que consumiu sacarina ou sacarose em comparagdo com
aqueles que ingeriram outros adogantes, sem associa¢do com intolerancia a glicose (HIGGINS;
MATTES, 2019). Outros estudos ndo encontraram efeito da sacarina na liberacdo de insulina
em resposta a glicose tanto em individuos saudaveis (HORWITZ; MCLANE; KOBE, 1988)
guanto em pacientes com diabetes tipo 2 (COOPER; WAHLQVIST; SIMPSON, 1988).

Recentemente, uma revisao sistematica com meta-analise em rede de ensaios agudos
que compara os efeitos do consumo de bebidas com adocantes ou com agucar em humanos foi
publicada. Nas intervencGes onde os adocantes eram avaliados sem a adi¢do de energia ou
nutrientes, ndo foi observado efeito sobre as respostas pds-prandiais de glicose, insulina, GLP-
1, GIP, PYY, grelina e glucagon. Os autores concluem que os adogantes ndo apresentaram
efeitos metabolicos agudos (ZHANG et al., 2023).

De forma oposta, uma meta-analise divulgada em 2020, abrangeu 13 estudos de coorte,
com um periodo médio de acompanhamento de 8,4 anos, investigou a associacao entre o
consumo de bebidas artificialmente adocadas e o risco de desenvolver DM2. Os resultados
destacaram uma relacdo linear entre a ingestdo de adocantes artificiais e o risco de DM2,
revelando um aumento de 15% do risco para cada acréscimo de 250 ml/dia no consumo de
refrigerantes com esses adocgantes. No entanto, o estudo apontou uma heterogeneidade
consideravel, e fatores de confundimento ndo mensurdveis ndo puderam ser totalmente
descartados. Portanto, € necessario ter cautela ao interpretar os resultados pois podem néo ser
considerados conclusivos (QIN et al., 2020). Vale ressaltar que uma possivel explicacdo para
esta observacdo pode ser a causalidade reversa, uma vez que apenas a exposicdo basal é
considerada (PANG; GOOSSENS; BLAAK, 2021).

A despeito disso, além da hip6tese de maior ganho de peso resultante da hiperglicemia
e/ou hiperfagia que refutamos aqui, alguns autores propdem que 0 aumento de peso seja
decorrente de uma possivel reducdo no gasto energético associada ao consumo de adocantes
causado por alteracdes fisiologicas (SWITHERS; DAVIDSON et al., 2008; SWITHERS et al., 2010;
FENO et al., 2013). Adicionalmente, um estudo conduzido em camundongos com obesidade

induzida por dieta (DIO), evidenciou que o consumo desse adocgante foi capaz de aumentar a
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adiposidade corporal, intensificar a deposic¢éo de goticulas de lipidios e diminuir a expressao
da proteina desacopladora 1 (UCP-1) no tecido adiposo marrom (TAM). A UCP-1, localizada
na membrana interna mitocondrial, desacopla o transporte de elétrons da cadeia transportadora,
dissipando a energia na forma de calor nesse tecido. Esses achados sugerem que os ANC
podem, em parte, modular o metabolismo energético ao influenciar a regulagdo da UCP-1 no
TAM de camundongos com obesidade (MITISUTOMI et al., 2014).

Atualmente, diversos estudos demonstram a presenca desse receptor no tecido adiposo
branco (BEHRENS; MEYERHOF, 2011; SIMON et al., 2013; BELLOIR; NEIERS; BRIAND, 2017;
NUEMKET et al., 2017). Sua fungdo nos tecidos extraorais ainda ndo esta bem esclarecida, no
entanto, os receptores T1R2/T1R3 apresentam agéo sobre a secrec¢do de incretinas (GLP-1),
captacdo de glicose do lumen intestinal para os enterdcitos e secrecao de insulina, desta maneira
estd envolvido na homeostase glicEmica (MARGOLSKEE et al., 2007; NAKAGAWA et al., 2009;
LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014). Em nossos resultados observamos que 0 consumo de
sacarina nao foi capaz de alterar a expressao génica do receptor de sabor doce (T1R2/T1R3) no
TABE dos animais (C-SA e O-SA). Porém, regulou negativamente a expressdo génica de
FABP4, PPARy, SREBP-1 e LPL no grupo obeso, quando comparados aqueles que beberam
apenas agua (O-SA x O-AG).

Simon e pesquisadores (2013) demonstraram que a adi¢do de sacarina em células 3T3L1
estimula a adipogénese, resultando em aumento no acimulo de lipidios e da expressdo da
FABP4, além de possuir um efeito supressor da lipdlise em adip6citos maduros. De maneira
surpreendente, os autores relatam que essas acdes da sacarina sobre o tecido adiposo ocorrem
na auséncia de receptores de sabor doce, sugerindo um novo receptor e/ou mecanismo de acao
da sacarina. Apesar disso, 0s autores sugerem que os receptores de sabor doce podem identificar
sinais nutritivos e regular a diferenciacdo de pré-adipdcitos.

A FABP4, uma das proteinas mais abundantes no adipdcito, esta envolvida na
modulacdo do metabolismo glicidico e lipidico (NING et al., 2016; HE et al.,
2021). Camundongos deficientesem FABP4 adquiriram beneficios terapéuticos para
hiperinsulinemia relacionada a obesidade e resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL et al.,
1994; UYSAL et al.,, 2000; TROJNAR et al., 2019), reduziu a glicemia plasmatica,
triacilglicerol, colesterol e melhorou a sensibilidade a insulina em animais obesos (BAAR et
al., 2005; MAEDA et al., 2005). Além disso, a delecdo do FABP4 diminuiu a lipdlise tanto in
vitro, quanto in vivo (SCHEJA et al., 2000; BALONAN; SHEN, 2000).

Como ja postulado, a diminuicdo da expressdo ou atividade da FABP4 possui um

importante papel para a homeostase glicémica (TU et al., 2017). Em conformidade com o que
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foi visto na literatura, nossos animais obesos que ingeriram adocante, apresentaram reduzidos
niveis de FABP4 associado a uma melhora da tolerancia a glicose. Tal melhoria pode estar
relacionada a diminuicdo da expressao deste gene, que conduz a melhora da sensibilidade a
insulina, por conseguinte, promove melhoria na captacdo de glicose pelas células, resultando
em uma resposta glicémica mais eficiente.

O envolvimento da FABP4 na patogénese da obesidade e da resisténcia a insulina parece
ser mediado pela inibi¢ado PPARy (RODREUGUEZ-CALVO et al., 2017; TROJNAR et al.,
2019). A insulina regula negativamente FABP4 (FURUHASHI, 2019) e FABP4 regula
negativamente o PPARy em adipocitos e macrofagos (TROJNAR et al., 2019). Todas os
subtipos de PPAR sdo detectados no TAB, sendo PPARy predominante (CHINETTI,
FRUCHART,; STAELS, 2000). O PPARy ¢ conhecido por ser um importante regulador
envolvido nas vias de transcri¢cdo da adipogénese, além de influenciar o metabolismo de lipidios
e carboidratos (SUGII et al., 2009).

O PPARYy e C/EBP regulam a expressao da maioria dos genes associados a adipogénese,
promove proliferacdo e diferenciacdo de adipdcitos (SIERSBAEK; NIELSEN; MANDRUP,
2010; HUANG et al., 2018). No tecido adiposo branco, os genes alvo do PPARy estdo
diretamente envolvidos na via lipogénica, incluindo a LPL (KERSTEN, 2014). O PPARY néao
apenas promove a proliferacdo e diferenciacdo de adipdcitos, mas também confere sensibilidade
a insulina aos adipdcitos (HUANG et al., 2018), lipogénese e a funcdo dos adipdcitos, sua
inativacdo no tecido adiposo de camundongos leva a lipodistrofia e distirbios metabdlicos
(WANG et al., 2013).

Masubuchi e colaboradores (2013) relatam que a adicéo de sacarina em células adiposas
(3T3-L1) reduziu consideravelmente a expressdo de PPARy e C/EBPoa, sugerindo uma
regulacao negativa sobre esses genes. De acordo com nossos dados, a sacarina parece modular
de forma negativa a expressao de PPARY (nos animais obesos), sua redugdo ou superexpressao
vem sendo associada a desfechos desfavoraveis (KUREK; MIKOLAJCZYK-STECYNA,
KREJPCIO, 2023).

A lipase lipoproteica (LPL) medeia a liberacdo de acidos graxos livres (AGL) de
lipoproteinas ricas em triglicerideos, como quilomicrons e VLDL. Portanto, a LPL representa
uma enzima chave para a regulacdo da homeostase lipidica celular, fornecendo AGLSs para
fornecimento de energia celular e armazenamento de energia intracelular, bem como um
mecanismo de controle para os niveis de triglicerideos plasmaticos (MEAD; IRVINE; RAMJI,
2002). Foi demonstrado que a insulina desempenha um papel central na resposta pds prandial

da atividade adiposa da LPL. Embora aumentos na expresséo do gene LPL pela insulina tenham
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sido observados em adipdcitos in vitro as alteragbes no mRNA da LPL provavelmente sdo
responsaveis apenas por uma pequena por¢do da estimulacéo da atividade da LPL pela insulina
(KERSTEN, 2014). Em ratos, a atividade desta enzima estd associada a um aumento na
lipogénese hepatica, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e obesidade (BESSESEN;
ROBERTSON; ECKEL, 1991; LIM et al., 2009). A literatura sugere ainda, que o aumento da
sua expressdo pode estar inversamente relacionado a sua atividade (LOPEZ et al., 2016).

Pontigo et al., (2011) demonstrou uma diminuicdo da expressdo da LPL no tecido
adiposo subcutaneo e visceral em obesos; a intensidade desta diminuicéo esteve relacionada ao
grau de obesidade, relacdo mais evidente no depoésito visceral. Esta diminuicdo estd mais
relacionada a hipertrofia e a hiperplasia dos adipécitos, do que a resisténcia a insulina. A
diversidade dos resultados sobre expressao génica da LPL em tecido adiposo pode ser explicada
pela fase em que a obesidade é analisada. Em condicGes normais, o excedente de calorias é
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 alcangar 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 um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, camundongo Swiss (180 dias) que
consumiram ANC (stevia) por um periodo de 3 messes também apresentaram reducdo da
expressdo génica de LPL no tecido adiposo branco epididimal (GONCALVES, 2019). Em
nosso trabalho, os animais obesos que ingeriram sacarina ndo apresentavam resisténcia a
insulina, e 0 ponto maximo de estocagem de lipidios talvez tenha sido alcancado, o que pode
explicar a diminuigé@o na expressao génica de LPL.

Outro fator que ativa a transcricdo do gene LPL e que € reduzido no tecido adiposo em
jejum é o SREBP-1, um fator de transcricdo relacionado ao metabolismo lipidico, conhecida
como proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol (KERSTEN, 2014). Estudos com
camundongos transgénicos e knockout sugerem que 0 SREBP-1c esta envolvida na sintese de
AG e no metabolismo da glicose induzido pela insulina (particularmente na lipogénese). Os
processos biossintéticos de colesterol e AG sdo controlados por uma familia comum de fatores
de transcrigdo designadas proteinas de ligacéo a elementos reguladores de esterol (SREBPs). Os
SREBPs ativam transcricionalmente uma cascata de enzimas necessarias para a sintese
enddgena de colesterol, AG, triglicerideos (TG) e fosfolipidios. Assim, os SREBPs séo
considerados reguladores mestres da colesterogénese e da lipogénese. Possui um papel
importante no metabolismo dos triglicerideos (TG) para regular a expressado de apolipoproteinas
relacionadas a ativacdo da LPL no figado (NAKAGAWA; SHIMANO, 2018).
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O estresse oxidativo desempenha um papel crucial na patogénese das alteragdes
metabdlicas, além disso, 0 aumento do peso corporal tem sido relacionado ao estresse oxidativo
e a alteracOes inflamatorias. O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e mecanismos antioxidantes (MURPHY, 2009). Com o intuito de
observar os efeitos das ERO sobre os danos oxidativos no tecido adiposo branco induzidos pela
sacarina, avaliamos os niveis de malondialdeido (MDA), um subproduto da lipoperoxidacao, e
observamos que animais obesos que ingeriram o adogante (O-SA) apresentam maiores niveis
de MDA no TABE e niveis diminuidos no sangue em compara¢do ao grupo obeso que bebeu
apenas agua (O-AG). Um estudo contendo pacientes saudaveis e com diabetes que consumiram
sacarina e ciclamato demonstrou maiores niveis de MDA nos dois grupos estudados. Os autores
concluem que o consumo prolongado de misturas de sacarina e ciclamato induz estresse
oxidativo tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes diabéticos (HASAN; ALKASS;
DE OLIVEIRA, 2023).

Um estudo anterior, demonstrou que a sacarina aumentou a producdo de ERO, foi visto
uma inibicdo significativa dos sistemas de defesa antioxidante durante a administracdo de
sacarina, especificamente uma diminuicdo nas atividades de catalase (CAT), enzimas
superoxido dismutase (SOD) e GSH, que previne a morte celular causada pela producéo de
radicais toxicos. Em contraste, os niveis de MDA aumentaram como produto da peroxidacdo
lipidica como resultado da acdo das ERO nos lipidios das membranas celulares (POPKIN;
HAWKES, 2016; AMIN; ALMUZAFAR, 2016).

Outros estudos demonstraram que, ao analisar cérebros de camundongos e ratos que
foram tratados com adocantes artificiais em curto e longo prazos, em concentracdes que
variaram de 5,6 mg a 1.000 mg/kg, observaram aumento significativo da peroxidacéo lipidica,
assim como da expressdo de 6xido nitrico (NO) e da SOD e CAT (ABDEL-SALAM et al., 2012;
ABU-TAWEEL et al., 2014; ASHOK et al., 2015; ADARAMOYE; AKANNI, 2016). O tecido
adiposo branco é um tecido periférico dependente da homeostase insulinémica. O consumo
cronico de adogantes pode criar um ambiente metabdlico diferente, induzindo estresse
metabdlico. O que pode desencadear respostas adaptativas nas células, incluindo modificagdes
na expressao génica para se ajustar as novas condicdes.

Nos animais magros (C-SA), o consumo de sacarina promoveu diminuigao da expressao
génica de FAS, Acetil-Coa, ChREBP e PPARa, quando comparado ao grupo controle que
bebeu apenas agua (C-SA x C-AG). A enzima acido graxo sintase (FAS) desempenha um papel
crucial nos processos metabolicos envolvendo acetil-CoA, na biossintese de acidos graxos
(AG) e navia de sinalizagéo da insulina (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; LIZUKA; TAKAO;
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YABE, 2020). Sua regulagéo negativa no tecido adiposo de pacientes obesos foi identificada
como um fator inibidor da lipogénese denovo de acidos graxos, crucial para a sensibilizagdo a
insulina. Essa inibicdo aumenta o risco de intolerancia a glicose e, consequentemente, o
desenvolvimento do diabetes (SIEVERT et al., 2021). Alguns estudos demonstram alteracdes
na sintese de acidos graxos e na expressao do gene Fasn, especialmente em contextos de
diabetes e obesidade (DIRAISON et al., 2002; EISSING et al., 2013). No entanto, em nossos
achados demostramos que a sacarina promoveu diminuicdo dos niveis de expressdo de FAS no
tecido adiposo dos animais controles sem associacdo com alteracdo no perfil glicémico. Foi
relatado anteriormente, que 0 ANC stevia apresentou impacto regulatério negativo na expresséo
génica e proteica de FAS em células 3T3- L1 (PARK et al., 2022; KUREK et al., 2023).

A proteina de ligacdo ao elemento responsiva a carboidratos (CREB) é um fator de
transcricdo comum que regula a expressao do gene envolvido na gliconeogénese em situacoes
de baixa disponibilidade de energia. Quando os niveis de energia aumentam com o consumo de
alimentos, ChREBP orquestra a resposta transcricional a disponibilidade de nutrientes que
muda o metabolismo em direcdo a utilizacdo e armazenamento de energia (NORIEGA et al.,
2011). O gene ChREBP é predominantemente expresso no figado e no tecido adiposo, apresenta
papel dominante no metabolismo lipogénico em comparacdo a fatores de transcricao
(FILHOULAUD, 2013). A superexpressdo em camundongos melhora diabetes, obesidade,
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Por outro lado, camundongos deficientes em
apresentam esteatose hepatica e aterosclerose (NAKAGAWA,; SHIMANO, 2018).

Em particular, o CHREB interage com o PPARa para regular a expressdao dos genes
alvo do PPARa, incluindo o FGF21. A ativagdo do PPARa reduz a massa corporal e a
resisténcia a insulina, favorecendo a beta-oxidagdo mitocondrial (VEIGA et al., 2017). O
consumo cronico de sacarina promove reducdo da expressdo génica tanto de ChREBP quanto
de PPARa no animais controles que adquiriram ganho de peso ao longo de estudo, tais fatores
podem estar associados a uma disfuncdo do adipdcito. Além disso, € importante ressaltar que
os resultados deste estudo dizem respeito exclusivamente a expressdao de mRNA, e, portanto,
devem ser interpretados com cautela, pois nem sempre a expressdo génica esta diretamente
relacionada a expressdo proteica.

As mitocondrias desempenham um papel central no metabolismo energético. A
principal fungdo da mitocondria é produzir energia para as células, atraves do consumo de
oxigénio por fosforilagcdo oxidativa (FO), na forma de adenosina trifosfato (ATP) a partir de
substratos alimentares (carboidratos, lipidios e proteinas) (ROGGE et al; 2009; OSELLAME
etal., 2012; KUSMINSKI et al., 2012; SCHOTTL et al., 2015). No TABE, as mitocondrias s&0
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cruciais para o metabolismo energético, sendo a B-oxidacdo de acidos graxos um importante
processo realizado pelas células adiposas para producéo de energia (WILSON-FRITCH et al.,
2004).

Yin e colaboradores (2014) descrevem que, em individuos obesos, had uma reducéo da
capacidade oxidativa mitocondrial do adip6cito em compara¢do com os individuos magros.
Ainda existe uma limitada compreensdo acerca do efeito dos adogantes sobre o metabolismo
mitocondrial e utilizacdo de substratos energéticos. Em nossa analise de respirometria de alta
resolucdo observamos, no obeso que ingeriu o adocante (O-SA), taxas respiratorias maximas
estimuladas por ADP mais baixas em ambos os protocolos de oxidagdo (A = substratos
piruvato, glutamato, malato, succinato; B = substratos palmitoil-L-carnitina, malato, ADP) o
que levanta a hipdtese de uma menor eficiéncia dos complexos mitocondriais e,
consequentemente, piora do metabolismo celular. Desta maneira 0 consumo de sacarina
poderia, em parte, agravar o quadro de disfuncdo mitocondrial j& descrito em obesos.

As mitocondrias, em individuos obesos, ttm menor capacidade de geracdo de energia,
membranas internas menos definidas (HERNANDEZ-AGUILERA, 2013). A disfuncdo
mitocondrial, esta associada com a reducéo da oxidacéo de acidos graxos, alteracdo da secrecao
de adipocinas e desregulacdo da homeostase energética. Nesta condi¢cdo, o aumento da
producdo de ERO resulta em acumulo de lipidios e resisténcia a insulina (KUSMINSKI;
SCHERER 2012; MEDINA-GOMEZ, 2012).

Em um estudo anterior realizado com camundongos DIO (obesidade induzida por dieta)
que receberam suplementacdo com ANC demonstrou que o consumo de adocante foi capaz de
aumentar a deposicao das goticulas de lipidios e reduzir a expressao da proteina desacopladora
1 (UCP-1) no tecido adiposo marrom (TAM), acarretando assim em déficit no transporte de
elétrons da cadeia transportadora. Estes dados indicam que os ANC podem em parte, regular o
metabolismo energético através da regulacdo da UCP-1 e da fosforilacdo oxidava do TAM de
camundongos obesos (MITISUTOMI et al., 2014).

Nos animais magros (C-SA), observamos que o consumo de sacarina reduziu apenas o
uso de substratos relacionados a carboidratos (protocolo A) e, de maneira oposta, vimos um
aumento do uso de substratos relacionados a &cidos graxos (protocolo B) nesse grupo.
Acreditamos que a sacarina promove um dano oxidativo no TABE associado ao aumento do
depdsito de acidos graxos (hiperplasia) nesse grupo, o que pode causar um efeito adaptativo
compensatério promovendo maior utilizacdo de substratos relacionados a acidos graxos em

detrimento ao uso de substratos relacionados a oxidacgao de carboidratos.
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Enquanto o rearranjo mitocondrial mediado por horménios é bem conhecido, o impacto
dos adocantes ndo caldricos nas respostas mitocondriais no TABE ainda n&o € claro. Sugere-se
que uma adaptacdo especifica do tecido pode interferir na dinamica e na funcdo mitocondrial,
correlacionada com a extensdo da duragdo a que o organismo foi exposto a sobrecarga de
nutrientes (BARBATO et al., 2015).

Desta maneira, de acordo com nossos dados, a sacarina promove, nos animais obesos,
aumento do estresse oxidativo no TABE, diminuic¢do da oxidacdo de substratos relacionados a
carboidratos e &cidos graxos e diminuicdo da expressdo de genes envolvidos no metabolismo
lipidico, apesar de melhorar a tolerdncia a glicose nesses animais. J& nos animais magros, a
sacarina promoveu ganho de peso e de adiposidade corporal de forma expressiva associado a
diminuicdo da capacidade mitocondrial de oxidacdo de substratos relacionados a carboidratos,

apesar de demonstrar aumento da capacidade de oxidacdo de acidos graxos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo contribui para a melhor compressdao dos efeitos decorrentes do
consumo cronico do adocante artificial sacarina em animais adultos submetidos a
hiperalimentagdo durante o periodo de lactacéo.

Nossos resultados trazem evidéncias sobre os potenciais efeitos deletérios associados a
utilizacdo desorientada de adocantes dietéticos. O consumo de sacarina esta pode promover
aumento da adiposidade corporal que se correlaciona com a reducdo da expressao de genes
envolvidos no metabolismo lipidico e reducdo da oxidacdo de substratos energéticos resultando
em desordens metabdlicas no organismo sobre tudo no animal controle.

Considerando tais achados, € pertinente que futuras investigaces sejam conduzidas a
fim de elucidar de maneira mais abrangente os potenciais riscos associados ao consumo
prolongado de adocgantes artificiais. Vale salientar que a generalidade das descobertas obtidas
em estudos experimentais para humanos, que vivem em contextos alimentares mais complexos,
requer cautela e analises criteriosas. Entretanto, tais descobertas reforcam a premissa de que 0s
adocantes ndo sdo compostos inertes e exercem impacto sobre diversos processos metabolicos

e que sua utilizacdo para fins de emagrecimento deve ser dedsencorajada.
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Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do consumo dos adocgantes sacarina e

stevia sobre parametros endécrinos-metabolicos e o metabolismo energético do tecido
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ANEXO C - Ficha de Informacges e Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) - Sacarina

MERRU K

Ficha de Informacbes de Seguranca de Produtos
Quimicos - FISPQ
De acordo com a NBR 14725-4:2014

Data da revisdo 04.12 20156 Wersdo 1.4

SECE.D 1. Identificacio do produto e da empresa
1.1 |dentificador do produto

No. de catdlogo 814114
Mome do produto Sacarina de sadio, sal dihidratado para sintese

Mimero de registro REACH  N&o ha ndmero de registro disponivel para esza substancia, uma vez
que a substancia ou a utiizacdo da mesma sdo isentas de registro de
acordo com o Artigo 2 da norma REACH (CE) Mo. 1907/2006, a

tonelagem anual ndo exige registro ou o registro esta previsto para um
prazo posterior.
N? CAS 61565-67-3

1.2 Usos idenfificados da substancia ou mistura € usos ndo recomendados

Usos identificados Quimico para sintese
Para informagies adicionais sobre os usos, por favor consulte o portal
Merck Chemicals (www merckgroup.com).

1.3 Detalhes do fornecedor da Ficha de Informacio de Seguranca de Produto Quimico - FISPQ

Empresa Merck S/A * Brazil * Rua Torre Eifell, 100 - Pargue Rincdo - Gleba A
Cotia - CEP: 06T05-481 - Séo Paulo - SP * telfax: +55 11 3127-7389
1.4 Ndmero do telefone de Suatrans: : 0800 707 7022 [ 0800 17 2020
emergéncia

SECAQ 2. Identificagiio de perigos
2.1 Classificaciio da substéncia ou mistura
Esta substdncia ndo & classificada como perigosa de acordo com a legislacio da Unido Européia.

2.2 Elementos do rétulo
Rotulagem (de acordo com a ABNT 14725-2)
Substdncia ou mistura ndo perigosa de acordo com o Regulamento Europeu 1272/2008 (EC).

2.3 Quiros perigos
M&o conhecidos.

SECAD 3. Composicio e informacies sobre os ingredientes
3.1 Substéncia

Farmula C-HsMNals5 * 2 Hz0 (Hill)
N® CE 204-586-1
Massa molar 241,19 g/mol

As Fichas de dados de Seguranca para items de catalogo estdo igualmente disponiveis em www_ merckgroup.com
Pagina 1 de 8
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Ficha de Informacdes de Seguranga de Produtos Quimicos - FISPQ
De acordo com a NBR. 14725-4:2014

Mo. de catalogo 814114
Mome do produto Sacarina de sodio, sal dihidratado para sintese
Observacies M&o apresenta ingredientes perigosos conforme o Regulamento

(EC) No. 1907/2006.

3.2 Mistura
MWéo aplicavel

SECAD 4. Medidas de primeiros-socomos

4 1 Descrigio das medidas de primeiros-socomos
Apds inalacdo: Exposicdo ao ar fresco.

Apds contacto com a pele: Lavar abundantemente com dgua. Tirar a roupa contaminada.
Apds contacto com os olhos: Enxaguar abundantements com agua.
Apds ingestdo: fazer a mitima beber dgua (dois copos no maximo). Consultar o médido se se

sentir mal.

4 2 Sintomas e efeitos mais importantes, agudos e retardados
Méo ha descrigdo de quaisquer sintomas tdxicos.

43 Indicac@o da atencdo médica imediata e do tratamento especial necessario
Méo existem informacdes disponiveis.

SECﬁO 5. Medidas de combate a incéndio

5.1 Meioz de extingio
Meios adeguados de extingdo
Agua, Didxido de carbono (CO2), Espuma, Pd seco

Agentes de extingdo inadequados

Menhuma limitagdo de agentes extintores € dada para essa substancia/mist ura.

£_2 Riscos especiais resultantes da substincia ou da mistura
Combustivel.
Em caso de forte aguecimento podem formar-se misturas explosivas com o ar.
Em caso de incéndio formam-se gases inflaméveis e vapores perigosos.
Um incéndio pode provocar o desenvolvimento de:
Oxidos de enxofre, dxido nitrico

5_3 Precaucdes para bombeiros
Eguipamentos especiais para protegdo das pessoas envolvidas no combate a incéndio.
Usar equipamento de respiragio auténomo em casos de incéndio.

Informagdes complemeniares
Suprimir (abater) com jatos de dgua oz gases, vapores e névoas. Evitar a contaminacio da
agua de superficie & da agua subferranea com a agua de combate a incéndios.

SECﬁO 6. Medidas de controle para derramamento ou vazamento
6.1 Precaugdes pessoais, equipamentos de protegdo e procedimentos de emergéncia
Recomendacdes para pessoal ndo envolvido com emergéncias: Evitar a inalaco de pos.
Evacuar a area de perigo, observar os procedimentos de emergéncia, consu ltar um
especialista.

Recomendagies para atendentes de emergéncias: Equipamento protetor, vide secdo &.

As Fichas de dados de Seguranca para items de catalogo estdo igualmente disponiveis em www_merckgroup.com
Pagina 2 de 8
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Ficha de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos - FISPQ
De acordo com a NBR 14725-4:2014

Mo. de catdlogo 814114
Mome do produto Sacarina de s6dio, =al dihidratado para sintese

6.2 Precaugdes ambientais
Méo se requer a adopcdo de medidas especiais.

6.3 Métodos & materiais de contencdo e limpeza
Observar as possiveis restriches de materal (vide segdes 7 e 10).
Absorver em estado seco. Proceder & eliminacdo de residuos. Limpeza posterior. Evitar a
formagéo de pos.

6.4 Consulta a outras secies
Indicagies sobre tratamento de dejetos, vide segdo 13

SE(;EO 7. Manuseio e armazenamento

7.1 Precaugdes para manuseio seguro
Recomendagies para manuselo Seguro
Observar oz avizos dos rotulos.

Medidas de higiene
Mudar a roupa contaminada. Depois de terminar o trabalho, lavar as maos.

7.2 Condigies para armazenamento seguro, incluindo incompatibilidades
Condicdes de armazenamenio
Herméticamente fechado. Em local seco.

Temperatura recomendada de armazenamento, consulte na etiqueta de produto.

7.3 Utilizagdes finais especificas
Menhum uso especifico & previsto além dos mencionados na sessdo 1.2,

SECAD B. Controle de exposiciio e protecio individual
8.1 Pardimetros de controle
Mé&o contém substancias com valores limites de exposicdo ocupacional.

8.2 Controles da exposicio

Medidas de controle de engenharia

Medidas técnicas e operagdes de trabalho adequadas devem ter prioridade sobre o uso de
equipamento de protecdo pessoal.

Vide secdo 7.1.

Medidas de protegdo individual

As caracteristicas dos meios de proteccio para o corpo devem ser seleccionadas em funcéo da
concentragio e da quantidade das substincias toxicas de acordo com as condigies especificas
do local de trabalho. A resisténcia dos meios de proteccio aos agentes quimicos deve ser
esclarecida junto dos fornecedores.

.Emte.pa'a para a pele/olhos

Oculos de seguranca

Frotegdo das mdos

contacto total:
Substancia da luva: Borracha nitrilica
Espessura da luva: 0,11 mm
Pausa: = 480 min

contacto com salpicos:
Substincia da luva: Borracha nitrilica

A5 Fichas de dados de Seguranca para items de catdlogo estdo igualmente disponiveis em www merckgroup. com
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Ficha de Informagdes de Seguranca de Produtos Quimicos - FISPQ
De acordo com a NBR. 14725-4:2014

MNo. de catalogo 814114

Nome do produto Sacarina de sodio, sal dihidratado para sintese
Eszpessura da luva: 0,11 mm
Pausa: =480 min

As luvas de proteccdo a usar tém gue obedecer 4z especificacdes da directiva EC 8WE86/EEC
e do padrdo resultante EN374, por exemplo KCL 741 Dermatrik® L (contacto total), KCL 741
Dermatril® L (contacto com salpicos).

As ruturas acima descritas foram determinadas pelo KCL em testes de laboratdrio seg. a EN374
com amosiras dos tipos de luvas recomendados.

Esta recomendacéo aplica-se apenas ao produto descrito na ficha de dados de seguranca por
nos fornecida bem como para a aplicacéo especificada. Quando houver dizsolugio ou mistura
COm outras substancias e 2ob az devidas condigdes houver desvios aos descritos na EN374 por
favor contactar o fomecedor de luvas com marcagio CE (ex: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell,
Internet: www kcl.de).

Protegdo respiraldnia

necessdrio em caso de formagdo de pds.

Tipo de Filtro recomendado: Filtro P 1

O empresario deve assegurar que a manutencéo, limpeza e teste dos dispositivos de protecao
respiratdria sejam executados de acordo com as instrugdes do produtor. Estas medidas devem
ser adequadamente documentadas.

SECAD 9. Propriedades fisicas e quimicas
9.1 Informagdes sobre propriedades fizico-guimicas basicas

Estado figico cristais
Car branco
Odor inodoro
Limite de Odar Mao aplicavel
pH 60-7.5
em 100 gl
20°C
Ponto de fusdo Mao existem informacdes disponiveis.
Ponto de ebuligéo Méo existem informacdes disponiveis.
Ponto de fulgor =200°C
Método: vaso aberto
Taxa de evaporacdo Mao existem informacdes disponiveis.
Inflamabilidade (sdlido, gas) Méo existem informacdes disponiveis.

Limite inferior de explosividade  M&o existem informacdes disponiveis.
Limite superior de explosividade Mo exiztem informagdes disponiveis.
pressdo de vapor Mao existem informacdes disponiveis.

Densidade relativa do vapor M&o existem informacdes disponiveis.

As Fichas de dados de Seguranca para items de catalogo estdo igualmente disponiveis em www merckgroup.com
Pagina 4 d= 8



129

Ficha de Informagies de Seguranca de Produtos Quimicos - FISPQ
De acordo com a NER 14725-4:2014

Mo. de catalogo 814114

Mome do produta Sacarina de sodio, sal dihidratado para sintese
Densidade Méo exiztem informacdes disponiveis.
Densidade relativa Méo exiztem informacdes disponiveis.
Solubilidade em agua 1.000 g/l

em 20 °C

Coeficiente de partigdo (n- log Pow: 0,45
octanol/dgua) {calculado)

{Literatura) Ndo se prevé qualguer bio-acumulagdo.
Temperatura de autoignicdo Mao existem informacdes disponiveis.

Temperatura de decomposicio  230- 236 °C

Viscosidade, dindmica Méo exiztem informacdes disponiveis.
Riscos de explosdo Mao aplicavel
Propriedades oxidantes nao

9.2 Qutras informagdes
Densidade aparente 600 - 800 kg/'m3

SECEO 10. Estabilidade e reatividade

10.1 Reatividade
Em geral o seguinte aplica-se a substincias e misturas orgdnicas inflaméveis: numa distribuicio
geralmente fina, quando voltado para cima pode gerar uma potencial explosdo de po.
Em caso de forte aquecimento podem formar-se misturas explosivas com o ar.

10.2 Estabilidade quimica
O produto & quimicamente estdvel em condigies ambientes padrdo (temperat ura ambients).

10.3 Possibilidade de reacdes perigosas
Reacgdes violentas sdo possiveis com:

Agentes oxidantes fortes

10.4 Condighes a serem evitadas
Agquecimento muito forte (decompasicdo).
Uma gama de aproximadamente 15 Kelvin abaixo do ponto flash & considerada como critica.

10.5 Materiaiz incompativeis
ndo existem indicacdes

10.6 Produtos de decomposigio perigosa
em caso de incéndio: vide o capitulo &%
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SECAD 11. Informagies toxicoldgicas
11.1 Informacgdes sobre efeitos toxicologicos

Toxicidade aguda oral
DL50 Ratazana: 14200 mglkg

(substdncia anidra) (RTECS)
Toxicidade aguda - Inalagdo

Esta informacéo ndo estd disponivel.
Toxicidade aguda - Dérmica

Esta informacéo ndo estd disponivel.
Irritacdo da pels

Esta informacéo ndo estd disponivel.
Irmtagdo nos olhos

Esta informacéo ndo estd disponivel.
Sensibilizacao

Esta informacéo ndo estd disponivel.
Mutagenicidade em celulas germinalivas
Genotoxicidade in vitro

Teste de Ames

Resultado: negativo

(substdncia anidra) (Literatura)
Carcinogemicidade
Esta informacdo ndo estd disponivel.
Toxicidade a reprodugdo
Esta informacdo ndo estd disponivel.
Teratogenicidade
Esta informacdo ndo estd disponivel.
Toxicidade sistémica de drgdo-alvo especifico - exposicdo unica
Esta informacdo ndo esta disponivel.
Toxicidade sistémica de drgdo-alvo especifico - exposicdo repetids
Esta informacéo ndo esta disponivel.
Perigo por aspiracdo.
Esta informacdo ndo esta disponivel.
11.2 Informacdes complementares
Méo se podem excluir propriedades perigosas, no entanto, sdo pouco provaves se a
manipulagdo do produto € adequada.
Manusear de acordo com as boas praticas industriais de higiene e seguranca.

SECAD 12. Informacdes ecoldgicas
12.1 Toxicidade
Méo existem informagdes disponiveis.
12.2 Persisténcia e degradabilidade
Méo existem informagdes disponiveis.
12.3 Potencial bioacumulativo
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Coeficiente de parficdo (n-octanolidgua)
log Pow: 0,45
(calculado)

{Literatura) Mdo se prevé qualguer bio-acumulagdo.
12.4 Mobilidade no solo
M&o existem informacdes disponiveis.
12.5 Resultados da avaliagio PBT e vPvB
Avaliacdo de PBTAPVE ndo realizada uma vez que a avaliagio de seguranga quimica ndo &
exigida/ndo foi realizada.
12.6 Qutros efeitos adversos
A descarga no meio ambiente deve ser evitada.

SECAQ 13. Consideragies sobre tratamento & dispozigio
Meitodos de fratamento de residucs

0= dejetos devem ser descartados em conformidade com regulamentagdes nacionais e locais.

Mantenha as substdncias quimicas em seus recipientes originais. Mo misturar com outros

dejetos. O manuseio de recipientes sujos deve ser realizado da mesma forma que o do produto

em si.

As frazes de perigo e de precaugdo apresentadas no rotulo também se aplicam a qualquer
residuo deixado na embalagem. & disposicio ndo controlada ou reciclagem desta embalagem
ndo & permitida e pode ser perigosa.

Deve zer incinerado em instalacdo de incineragdo adequada pelas autoridades competentes.

SECADQ 14. Informagfes sobre transporte
Transporte terrestre (ADR/RID)

14.1-146 Produto nio perigoso segundo o regulamento de transporte.

Transporte fluvial (ADN)

M&o relevante

Transporte aéreo (LATA)

14.1-146 Produto nao perigoso segundo o regulamento de transporte.

Transporte maritimo (IMDG)
14.1-146 Produto ndo perigoso segundo o regulamento de transporte.

14 7 Transporte em massa de acordo com o Anexo || de MARPOL 73/78 e do Cadigo IBC
N&o relevante

SECAD 15. Regulamentagies
15.1 Normas de seguranga, saide e ambientais especificas para a substéncia ou mistura
Legislagao nacional
Clasze de amazenagem 10-13

15.2 Avaliacio de seguranca quimica

M&o foi realizada uma avaliacio de seguranca quimica conforme a regulame ntacio UE REACH

N® 190772006 para este produto.
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SECAQ 16. Outras informagies

Recomendacéo de treinamento
Proporcions informacgdes, instrugdes e treinamento adequados para os operadores.

N® CE 204-886-1

Legenda das abreviagies e acrdnimos
As abreviaturas e acrdnimos utilizados podem ser consultados em hitp:ffw ww wikipedia.org.

As indicagdes basaiam-g6 no nivel aciual dos nossos conhecimenios & Senvam Dars 4 caracienzagan do produio no
que 58 fefere 45 meaidas oe Segurangs & fomar. Eslas indicapdas A impicam JUaSJUsT JEranta de propnedsdss do

produto descio.
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