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Resumo

Introdugdo: O uso de adogantes n&o caldricos (ANC) pode interferir na regulagao
do apetite, promovendo maior ingestao alimentar, maior ganho de peso (GP) e maior
adiposidade. Em estudos anteriores, do nosso grupo, os resultados mostraram que
0S animais que consumiram iogurte com sacarina e aspartame tiveram um maior
ganho de peso comparado ao grupo que usou sacarose. Porém, como o consumo
caldrico total foi semelhante entre os grupos, o aumento de peso ndo pbéde ser
explicado pelo aumento de ingestao calérica. Concluimos, entdo, que o aumento de
peso poderia estar associado a redugédo do gasto energético induzido pelo adogante
artificial. Estudos anteriores ja sugeriram que a sacarina poderia induzir um aumento
de peso, porém nenhum estudo até o momento avaliou o consumo de oxigénio basal
dos animais. Nesse sentido, € possivel que a sacarina possa estar determinando a
reducdo do gasto energético e possivelmente contribuindo para um aumento na
glicemia. Desse modo, o presente estudo contempla analisar o efeito da sacarina no
consumo basal de oxigénio.

Materiais e Métodos: Foi realizado um experimento controlado com 37 ratos Wistar
machos adultos pesando entre 180 e 220 g, que foram divididos aleatoriamente em
trés grupos de acordo com o tipo de exposigdo tanto para adogante nao calorico
(sacarina-SAC), adogante caldrico (sacarose-SUC) ou controle (CONT). Os
suplementos foram oferecidos diariamente durante um periodo de 12 semanas. O
ganho de peso, ingestdo calorica e controle hidrico foram determinados
semanalmente, o consumo basal de oxigénio determinado em repouso (VO2) e RER
foram medidos no inicio do estudo, 5 e 12 semanas, e o teste de tolerancia a glicose
oral foi determinada nas semanas 6 e 12.

Resultados: O uso de sacarina promoveu maior ganho de peso que a sacarose
(p=0,031). A ingestdo caldrica total (kcal/g) diferiu entre os grupos (p=0,029). Os
animais que consumiram sacarina ingeriram mais ragdo. Os grupos apresentaram
diferengas quanto a ingestao hidrica, sendo o grupo sacarina com o maior consumo
(ml/g) (p=0,018). Entretanto, o consumo de oxigénio e o quociente respiratorio ndo
foram significativos.

Conclusao: O ganho de peso cumulativo nos animais que consumiram sacarina nao
pode ser atribuido a uma redugao no dispéndio de energia, medida pelo consumo de

oxigénio, mas sim pelo aumento da ingestao alimentar e hidrica.



Palavras-chave: sacarina, sacarose, ganho de peso, teste de toleréncia a glicose e

consumo de oxigénio.



Abstract

Introduction: The use of non-caloric sweeteners (ANC) can interfere with the
regulation of appetite, promoting greater food intake, greater weight gain (WG) and
increased adiposity. In previous data, the results showed that the animals that
consumed yogurt saccharin and aspartame had a greater increase in weight
compared to the group using sucrose. However, as the total calorie intake was
similar between the groups, the weight increase could not be explained by the
increase in caloric intake. We concluded that weight gain may be associated with
decreased energy expenditure induced by artificial sweetener. Previous studies have
suggested that saccharin could induce weight gain, but no study to date has
evaluated the consumption of oxygen basal animals. In this sense, it is possible that
saccharin may be determining reduction in energy expenditure and possibly
contributing to an increase in blood glucose. Thus, this study include saccharin
analyze the effect on basal oxygen consumption.

Materials and Methods: We conducted a controlled experiment with 37 adult male
Wistar rats weighing 180-220 g were randomly divided into three groups according to
the type of exposure for both non-caloric sweetener (sugar-SAC), calorie sweetener
(sucrose-SUC) or control (CONT). The supplements were given daily over a period of
12 weeks. Weight gain, food intake and water control were determined weekly, basal
oxygen consumption determined at rest (VO2) and RER were measured at baseline,
5 and 12 weeks and tolerance test oral glucose was determined at week 6 and 12.
Results: The use of saccharin promoted greater weight gain than sucrose (p
=0.031). The total caloric intake (kcal/g) differ between the groups (p = 0.029), the
animals that consumed saccharin ate more food. The groups differed in water intake,
and the sugar group with the highest consumption (ml/g) (p = 0.018). However, the
oxygen consumption and the respiratory exchange ratio were not significant.
Conclusion: The cumulative weight gain in the animals fed saccharin can not be
attributed to a reduction in energy expenditure, measured by oxygen consumption,
but can be explained by increased food and water intake.

Keywords: saccharin, sucrose, weight gain, tolerance test glucose and oxygen

consumption.
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1. INTRODUGCAO

A obesidade é o resultado de diversos fatores, incluindo habitos alimentares
inadequados, sedentarismo, alteragdes hormonais, assim como problemas
psicolégicos. Um dos métodos para a baixa ingestdo caldrica e controle do peso
corporal é a substituicdo do agucar por adogantes nao caldricos (ANC) na dieta (1).

A ingestdo de ANC tem aumentado entre pessoas de todas as idades.
Estudos populacionais indicam que a ingestdo total aumentou em 28% e essa
tendéncia é altamente prevalente entre as criancas, especialmente quando se trata
de consumo de bebidas. A analise dos dados da National Health and Nutrition
Examination (NHNE), entre 1999 e 2008, mostrou que a ingestdo de ANC em
bebidas aumentou de 6,1% para 12,5% entre as criancas e de 18,7% para 24,1%
entre os adultos (2).

Nos ultimos anos, alguns estudos epidemiologicos indicaram que a utilizag&o
de produtos que contenham adogantes pode estar associado de forma positiva com
a incidéncia de sobrepeso e obesidade, além de diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doenga cardiovascular e sindrome metabdlica (SM) (3-5). Segundo Suez (2014),
estudos mostram beneficios para o consumo ANC e a n&o inducdo de respostas
glicémicas, enquanto outros demonstram essa associagdo. Porém, a interpretacéo
dos estudos se torna complexa, tendo em vista que a populagdo que ingere ANC ja
sofre de alteragdes metabolicas (6).

Contudo, a hipétese de que o uso de ANC pode interferir no controle de peso,
na glicose e induzir ao maior ganho de peso tem sido evidenciada em diversos
estudos experimentais e ensaios clinicos randomizados (7, 8).

Swithers e Davidson (2008) conduziram uma série de experimentos
controlados em que evidenciaram que o uso de sacarina implicou na menor
habilidade de compensar calorias, promovendo maior ingestdo calorica total, maior
ganho de peso e adiposidade, quando comparado ao uso de glicose (9).

O presente estudo € um seguimento da linha de pesquisa que 0 n0Sso grupo
esta desenvolvendo sobre a ingestdo de ANC e ganho de peso. Em um estudo
preliminar, realizado em 2012 pelo grupo no Laboratério de Experimentagcao Animal
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), durante 12 semanas, foi comparado

o efeito dos adogantes (sacarina e aspartame) versus sacarose no ganho de peso e
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ingestado alimentar em ratos Wistar. Foi observado que a sacarina e o aspartame
promoveram maior ganho de peso comparado a sacarose (10).

Foram analisados ratos machos wistar (n=30) pesando em torno de 200 g. Os
ratos foram divididos em grupos (n=10): sacarina (SAC), aspartame (ASP) e
sacarose (SUC). Foi oferecido ragdo padrdao e agua diariamente para todos os
grupos. O protocolo utilizado para a preparagéo das dietas foi do estudo de Swithers
& Davidson (2008). Foram oferecidos 20 ml de iogurte com 20% de sacarose, 0,3%
sacarina sodica ou 0,4% aspartame. A densidade caldrica dos iogurtes era de 0,9
kcal/g adogado com sacarose e 0,5 kcal/lg adogado com sacarina e aspartame.
Foram analisados durante as 12 semanas: peso total dos animais (g), ingestao
caldrica total (iogurte e ragdo) e aumento de peso total do periodo.

Os resultados mostraram que 0s grupos que consumiram iogurte com
sacarina e aspartame tiveram um aumento de peso comparado ao grupo que usou
sacarose. Porém, como o consumo caldrico total foi semelhante entre os grupos, o
aumento de peso ndo pbde ser explicado pelo aumento de ingestdo caldrica.
Concluimos, entdo, que o aumento de peso poderia estar associado a redug¢ao do
gasto energético induzido pelo adogante artificial. Estudos anteriores ja sugeriram
que a sacarina poderia induzir um aumento de peso, porém nenhum estudo até o
momento avaliou o consumo de oxigénio basal dos animais.

Nesse sentido, € possivel que a sacarina esteja determinando a redug¢ao do
gasto energético e, possivelmente, contribuindo para um aumento na glicemia.
Assim, estamos propondo investigar a relagdo causa-efeito entre adogantes
artificiais, redu¢do do consumo de oxigénio e tolerancia a glicose, analisando de
forma longitudinal o consumo de oxigénio de ratos, usando sacarina e sacarose em
comparacao ao placebo. Nossa hipétese, € que a sacarina apresente menor

consumo de oxigénio em relagdo ao placebo e a sacarose, em repouso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Esta revisao de literatura esta focada nos aspectos relacionados ao principais
efeitos da sacarina como adogante nao caldrico e a sua relagcdo com o controle de
apetite, balango energético, ganho de peso corporal e consumo de oxigénio. A
estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: Pubmed, Scielo,
LILACS e banco de teses da UFRGS no periodo de 1960 a 2014. Foram realizadas

buscas através dos seguintes termos “non caloric sweetener”, “saccharin”, “weight

gain” and “oxygen consumption”.

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE

Segundo a Organizagdao Mundial da Saude (OMS), a obesidade representa
um importante problema de saude publica e foi definida como a epidemia do século
XXI. Entre os anos de 1980 e 2008, nos Estados Unidos e no Reino Unido as taxas
da doencga duplicaram entre os adultos (11).

No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), relativos ao biénio 2002-2003, 40% da populagdo apresenta excesso de
peso (IBGE, 2004). Em 2010, a Pesquisa de Or¢gamento Familiar (POF 2008-2009)
constatou que de 1974-1975 a 2008-2009 a prevaléncia de excesso de peso em
adultos aumentou de 18,5% para 50,1% no sexo masculino e no sexo feminino de
28,7% para 48,0% (12).

Os custos relacionados a obesidade sao estimados em milhdes de ddlares,
com um grande impacto em despesas médicas, principalmente em paises em
desenvolvimento. No Brasil, um estudo retrospectivo analisou os gastos que a
obesidade gerou no Sistema Unico de Saude (SUS) em um periodo de trés anos, de
2008 a 2010. Foi estimado que em um ano foram gastos mais de US$ 2 bilhdes de
dolares em procedimentos ambulatoriais e hospitaliza¢des (13).

O crescimento do sobrepeso e obesidade esta relacionado com uma dieta
rica em agucar e gorduras (14,15). Existem duas fortes teorias que podem explicar
esse crescimento, conforme alguns estudos, a teoria neoclassica e a
comportamental. A teoria neoclassica, defendida por Philipson (2008), € de que as
taxas de obesidade estdo cada vez maiores pelo progresso da tecnologia que levou
a redugao da atividade fisica e diminuigdo acentuada nos pregos dos alimentos (16).
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Ja a teoria comportamental, relaciona o aumento da ingestdo caldrica com o
acréscimo da melhora na tecnologia e redug&o dos pregos dos alimentos e do tempo
de preparacdo dos mesmos, aumentando, entdo, o consumo de alimentos

industrializados, alta densidade cal6rica e de facil preparo (17).

2.3 ETIOLOGIA DA OBESIDADE

Nos ultimos anos, as pesquisas buscam identificar os fatores que contribuem
na obesidade. Existem elementos que estdo relacionados a doenca e que sao
influenciados por fatores genéticos, como o balango energético e fatores ambientais,

dieta e sedentarismo (18).

2.4 CONTROLE ALIMENTAR E BALANCO ENERGETICO

O consumo de energia e o gasto energético sdo importantes para o controle
de peso corporal, assim como a oxidagao de macronutrientes. A obesidade pode ser
o resultado desse desequilibrio. A hiperfagia, a taxa metabdlica basal reduzida e
baixas taxas de oxidagcdo de gorduras, assim como atividade simpatica reduzida
podem levar a obesidade em modelos experimentais. Em humanos, foram
encontrados fatores similares naqueles que s&o suscetiveis ao ganho de peso
(Figura 1) (19).

2.4.1 Balango Energético

O balango energético (BE) é a relagdo da ingestdao de macronutrientes, gasto
energético e termogénese. O aumento de peso corporal ocorre quando a ingestao é
maior que o gasto energético, resultando em um BE positivo, enquanto o negativo
resulta em um efeito oposto (20).

Estudos prospectivos realizados em indigenas do estado do Arizona, onde a
populacao € prevalente a obesidade, foram encontrados quatros fatores metabdlicos
reduzidos que podem gerar o ganho de peso corporal: taxa metabdlica basal,
atividade do sistema nervoso simpatico, atividade fisica e oxidagao de gordura (21).

A complexidade do BE envolve varios fatores fisiolégicos, como os neuronais,
endocrinos, adipocitarios e entéricos, que atuam em conjunto na regulagdo da
ingestdo alimentar (IA). Existem dois mecanismos que interferem na IA, os
regulatorios, de curto e longo prazo. Esses sistemas, em condi¢gdes normais, tém

como objetivo a manutencdo do peso corporal constante apesar da ingestédo
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energética diferenciada ao longo do dia, contribuindo, assim, para a homeostase do
BE (22).

2.5 REGULACAO DO APETITE

Os mecanismos para o controle alimentar e saciedade envolvem a relagéao
entre o trato gastrointestinal (TGl), sistema nervoso central (SNC), parassimpatico,
simpatico e tecido adiposo (23). Os estudos de interveng&o nutricional visam a
regulacdo do apetite e a sensagcdo de saciedade para melhorar a aderéncia dos
pacientes ao tratamento, objetivando a manutenc&o ou a redugdo de peso corporal
(24).
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Figura 1. Regulagdo dos principais componentes na regulacdo do peso corporal em um ambiente
obesogénico (19).
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O apetite € definido pela fome, saciedade e saciagcao. A fome é um estado
bioldgico que induz a ingestdo dos alimentos e é controlado por fatores metabdlicos,
cognitivos e sensoriais (25). Apos a IA, ocorre a estimulagdo da saciedade e isso
pode determinar o periodo entre as refeicdes. Ja a saciagdo esta associada a
reducdo da fome e limita a quantidade de energia consumida durante as refeigbes
(26). Portanto, € fundamental que as consideragbes sobre o apetite, como um
determinante do comportamento alimentar e do BE, contemple tanto a saciedade
quanto a saciagéao (22).

O apetite é regulado por um complexo de sinais centrais e periféricos, que
interagem a fim de modular a resposta individual e a IA. Essa regulagao periférica
inclui sinais de saciedade e de adiposidade, enquanto que o controle central é
realizado por diversos fatores, incluindo o0s sistemas endocanabinoide,
neuropeptidérgicos e monoaminérgicos (25).

Evidéncias recentes demonstram que o inicio da refeicdo parece estar
associado bioquimicamente em casos graves de privagcdo de energia, pois
normalmente € controlada por fatores sociais, culturais e ambientais estritamente
relacionados com o estilo de vida (27, 28). O controle bioquimico da ingestao
caldrica é bastante relacionado com o término da refeicdo através da modulagao do
tamanho da refeicdo e sensagao de plenitude, de acordo com as necessidades de
energia (25). Conforme a teoria glucostatica, o nucleo relacionado com a
alimentagao esta localizado no hipotalamo lateral (NHL), que capta a queda de
glicose no periodo poés-prandial no sangue e estimula a ingestdo de alimentos. A
hiperglicemia subsequente pds-prandial ativa o nucleo da saciedade no hipotalamo
ventromedial (VMH), que inibi o NHL com a supressao do comer (29).

2.5 SNC, Trato Gastrointestinal e Saciedade

Apés o processo de digestdo, os nutrientes induzem a liberagcdo dos
horménios intestinais. Esses horménios juntamente com o tecido adiposo
desempenham papel importante na regulagédo da |A, gasto energético e as respostas
relacionadas a saciagéo e saciedade (30).

As respostas hormonais intestinais que sao liberados pelo TGl atingem o
nucleo do trato solitario (NTS) por meio do nervo vago. Do NTS, as fibras aferentes
sdo convergidas para o hipotalamo. No hipotalamo, o nucleo arqueado (ARC) possui

dois tipos de neurbnios que irdo atuar no comportamento alimentar, os neurénios
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orexigenos na area medial que liberam o neuropeptideo Y (NPY) e peptideo Agouti
(AgRP) (31). Os neurbnios anorexigenos estdo localizados na regido lateral e
secretam o horménio a-melandcito estimulante (a-MSH), derivado do pré6-
-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulador por cocaina e anfetamina
(CART) (32). Assim, no hipotalamo, ocorre a integragdo entre os sinais periféricos do
TGl, participando, dessa forma, na regulacdo a curto prazo e nos sinais de
adiposidade, que atuam na regulagéo da |IA a longo prazo (31).

A composicdo e a estrutura dos alimentos afeta a liberagdo dos peptideos do
TGl de diversas formas. Alguns desses estdo envolvidos na inibicdo da motilidade
intestinal, especialmente a grelina, colecistoquinina (CCK), o peptideo semelhante
ao glucagon 1 (GLP-1) e peptideo yy (PYY) (33). Dessa forma, o alimento ingerido
promove saciedade especialmente através de dois estimulos originados no TGl:
processos mecanicos, através da estimulagdo de terminagdes nervosas e pela
liberagao de peptideos mediados pelos efeitos quimicos dos alimentos (34).

Estudos recentes mostram que o pico de grelina acontece antes da refeigéo,
com quedas significativas apds a IA (35, 36). As concentragdes do peptideo estédo
relacionadas ao tipo de macronutriente ingerido, ou seja, a refeicdo rica em
proteinas e lipideos apresenta niveis plasmaticos elevados de grelina quando
comparado a refei¢des ricas em carboidratos (35, 37). Apesar de ser sintetizada
perifericamente, ela apresenta receptores especificos no nucleo arqueado
hipotalamico e aumenta a atividade dos neurénios NPY/AgRP (35, 38). Em modelos
experimentais, a administragdo de grelina estimula os neurénios orexigenos para a
regulagcdo da homeostase energética, podendo aumentar a ingestdo energética em
até 30% por suprimir a saciedade poés-prandial (39). Em estudos recentes, foi
demonstrado que a supressao da grelina pos-prandial ndo € mediada por nutrientes
no estdmago ou no duodeno (local em que é produzida), mas, sim, pelo aumento de
estimulos pés-ingestivos referentes @ menor osmolaridade intestinal (via sinalizagéo

do nervo entérico), assim como picos de insulina (40).
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Figura 2. Regides do TGl em que alguns hormoénios sao secretados e suas principais fungoes.
A grelina e a gastrina séo liberadas pelo estdmago; insulina, glucagon, PP e amilina pelo pancreas;
CCK, secretina, GIP e motilina pelo intestino delgado; GLP-1, GLP-2, oxintomodulina e PYY3_3 pelo
intestino grosso. Esses horménios periféricos sinalizam o SNC para os processos biologicos
envolvidos na IA e no BE (31).

O intestino delgado e o coélon desempenham um papel fundamental na
saciedade através da liberacdo de peptideos secretados em resposta ao alimento
ingerido (34), como a CCK, o polipeptidio insulinotropico dependente de glicose
(GIP), o GLP-1 e o PYY. A liberacdo de CCK é intensamente estimulada pela
ingestdo de lipidios (41), ja os carboidratos estimulam menos, e esse aumento
persiste pouco, retornando proximo aos valores basais dentro de 1h (42). Em
humanos, a administragao intravenosa de CCK reduz a IA e aumenta a saciedade
(23). A infusdo de glicose intragastrica ou intraduodenal também aumenta os niveis
plasmaticos de CCK (43). Tanto os lipidios como os carboidratos, com excegao da
frutose, aumentam a concentragdo do hormoénio GIP. Quanto ao GLP-1, os
carboidratos, principalmente a glicose, estimulam mais que os lipidios (44). Outro
horménio envolvido na saciedade € o PYY, pois sua secrecido é proporcional a
ingestao de calorias e n&o é afetada pela distensdo gastrica, nem pelo conteudo de
agua (45).

Embora a regulagéo de curto e de longo prazo da IA seja mediada através de

mecanismos distintos, ha ampla interacdo entre ambas, garantindo, assim, o
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equilibrio do BE, apesar das variagbes diarias no consumo de energia (46). Os
principais reguladores do BE, a longo prazo sdo os horménios adipocitarios, leptina
e insulina, que modulam a sensibilidade do organismo através da
estimulacdo/inibicdo dos sinais de saciedade TGl (47).

O complexo sistema neuroenddcrino minimiza o impacto das pequenas
flutuagbes do BE promovendo a sua homeostase (34). Em resposta as alteragdes na
adiposidade corporal, o SNC desencadeia adaptagdes fisiologicas compensatorias
que resistem a mudanca de peso. Quando ha perda de peso, ocorre 0 aumento da
fome e diminuicdo da taxa metabodlica basal, enquanto que o ganho de peso
desencadeia respostas opostas (48).

O SNC é informado sobre o status de reservas energéticas corporais através
de sinais adipocitarios. Esses sinais sdo transmitidos através de horménios, como a
leptina e a insulina, que sdo secretados em proporgdo a quantidade de gordura
corporal, e atuam no hipotalamo, estimulando o catabolismo, como, por exemplo,
POMC/CART, e inibindo o anabolismo, como, por exemplo, NPY/AgRP, por vias
efetoras. Essas vias tém efeitos opostos sobre o BE (diferenca entre a ingestéo
calorica e gasto energético) que, por sua vez, determinam a quantidade de
combustivel armazenado sob a forma de gordura corporal (47). A insulina é
secretada a partir das células B pancreaticas nas ilhotas de Langerhans. Assim
como a leptina, sua concentragdo plasmatica € proporcional a adiposidade. O
aumento do tecido adiposo pode evoluir para uma resisténcia a insulina a partir do
aumento da proteina quinase C delta (49). A insulina tem o efeito periférico de
aumentar a captacdo de glicose e o metabolismo de lipideos, levando a queda da
glicemia e a consequente fome rebote, além de favorecer o aumento dos estoques
de gordura (50). Também atua estimulando a produgdo de leptina, que é um
hormonio anorexigeno (51, 52). A administracéo central tanto de insulina como de
leptina reduz a IA e o peso corporal (53, 54), e a resisténcia ou a deficiéncia
hormonal de seus respectivos receptores no SNC resultam em hiperfagia e ganho
de peso (55-57).

A grelina, que € um horménio anabdlico, atua a longo prazo, promovendo
mudangas compensatdrias em resposta as alteracbes do peso corporal tendo em
vista que os niveis circulantes sao inversamente proporcionais aos estoque de
energia (58). A reducgao do peso aumenta de forma proporcional os niveis de grelina
(59) que induz ao aumento da IA e da diminuigdo da oxidag&o de gorduras.
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Os sinais de longo prazo interagem com os sinais de curto prazo na regulagao
da homeostase energética e parecem definir a sensibilidade para a saciedade por
meio de efeitos de curto prazo, tais como os sinais de estiramento gastrointestinal,
estimulac&o de quimiorreceptores e liberacédo de peptideos a partir do TGl (60).

Assim sendo, a |IA e o0 peso corporal sdo resultantes de uma complexa
resposta integrada entre os sinais neurais e hormonais (61), garantindo o preciso
equilibrio entre a ingestdo de energia cumulativa e o gasto energético a longo prazo.

3.0 ADOGANTES NAO CALORICOS

Os ANC oferecem pouca ou nenhuma energia e substituem a dogura da
sacarose. Entretanto, eles ndo tém as mesmas propriedades funcionais, tais como
escurecimento, cristalizagcdo ou inibigdo microbiana (62). Eles foram criados com o
objetivo de substituir o agucar nos alimentos, reduzindo a ingestdo caldrica,
prevenindo, dessa forma, o aumento de peso corporal e o descontrole glicémico em
pacientes com DM2 (63). Entretanto, alguns estudos mostram que o consumo de
adogantes pode nao estar associado a perda ponderal de peso (64). Segundo Yang
(2010), o aumento da obesidade na populagdo americana coincidiu com o aumento
da ingestdo de ANC e a criagao de novos produtos (figura 5) (65).

3.1 ANC e Ganho de Peso Corporal

De forma intuitiva, as pessoas escolhem os ANC para redugao e manutengao
do peso, pois o0 agucar fornece carboidratos que sao rapidamente absorvidos,
podendo levar a ingestdo excessiva de energia, ganho de peso e resultando em
sindrome metabdlica (65). Desde o surgimento dos ANC, o marketing bem-sucedido
das empresas que os produzem faz com que a populagcdo os classifique como
“alimentos saudaveis”(65). Entretanto, os dados epidemiologicos sugerem o
contrario. Estudos prospectivos de larga escala encontraram correlagdo positiva
entre o uso de adogantes artificiais e ganho de peso. O estudo San Antonio Heart
Study examinou 3.682 adultos durante um periodo de sete a oito anos na década de
1980 (4). Nesse periodo foram analisados o indice de massa corporal (IMC) inicial,
género, etnia e dieta, e os consumidores de bebidas artificialmente adogadas
apresentaram maior incidéncia de sobrepeso e obesidade. O ganho médio do IMC
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no grupo de controle foi de 1,01 kg/m? e 1,78 kg/m? para aqueles que consumiram
as bebidas adogadas artificialmente (4).

O estudo da American Cancer Society realizado no inicio de 1980, analisou
78.694 mulheres. Em um ano de acompanhamento, os usuarios regulares de ANC
tiveram aumento de peso corporal maior quando comparados aos nao usuarios. Ja
outra analise do Nurse's Health Study mostrou significativo ganho de peso com o
uso de sacarina em 31.940 mulheres, realizado na década de 1970 (66).
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Figura 3. Linha do tempo e o consumo de adocantes artificiais desde 1960 a 2010.
Linha média: alteracdo no percentual da populagédo que sédo obesos (IMC> 30) de 1961 a 2006. Linha
intermediaria: mudangas no percentual da populagdo que sdo usuarios de adocantes artificiais
regulares de 1965 a 2004. Linha superior: alteragdes no numero de novos adogantes artificiais em
produtos alimenticios introduzidos no mercado americano de 1999 a 2004. Barras abaixo do eixo do
tempo indica quais os tipos e disponibilidade de adogantes artificiais nos Estados Unidos ao longo do
tempo (65).
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3.1.2 Mecanismos Intestinais, Percepc¢ao do Sabor e Saciedade

Apesar dos ANC terem sido considerados metabolicamente inertes, estudos
recentes tém demonstrado que eles podem ter efeitos fisiologicos, alterando o
apetite e/ou metabolismo da glicose (67).

A lingua contém trés variedades de papilas, que s&o: as fungiformes,
foliaceas e circunvaladas; e os sabores sdo detectados através de receptores de
proteinas G. Cada célula individual expressa um receptor de tipo unico e, assim, é
especializada para perceber um sabor unico (68). Essas células projetam aos
neurdnios, permitindo a percepg¢ao consciente do sabor. Os receptores doce,
amargo e umami sdo receptores heterodiméricos com combina¢des de subunidades
de transporte e sua especificidade de sabor. O receptor do sabor umami é o T1R1
com uma subunidade T1R3, enquanto que o sabor doce tem receptor T1R3 e uma
subunidade T1R2 (67).

O receptor do sabor doce pode ligar-se a produtos quimicos de estruturas
amplamente variadas, como agucares que contém calorias (sacarose, glicose e
frutose), proteinas doces (taumatina e monelina) e ANC. Os ANC s&o caracterizados
por serem de "baixas calorias", pois alguns (como o aspartame) tém valor calérico
mensuravel, ainda que insignificante nas concentragdes utilizadas (67).

Todos os ANC tém a capacidade de ativar os receptores de sabor doce,
gerando, assim, um sinal de que resulta na percepgéo consciente de dogura. Apds a
ligacdo ao receptor, as proteinas G associadas sdo ativadas, aumentando a
producdo de mensageiros. Isso, por sua vez, conduz a ativacdo do canal de
transducéo (TRPMS5), resultando no aumento do calcio intracelular e a liberagéo de
neurotransmissores (69).

Os receptores de sabor doce também estédo localizados em diferentes regides
do TGI, de forma mais notavel nas células L enteroenddcrinas e nas células K (70,
71). As células enteroenddcrinas sao especializadas na secregcdo de varios
hormdnios, sendo escassas, pois compreendem menos de 1% das células epiteliais
no intestino. Os receptores de sabor doce também foram identificados nas células f3-

pancreaticas, no trato biliar e nos pulmdes.

3.1.3 Teoria de Pavlov
Na natureza, o sabor doce pode ser descrito como um estimulo orosensorio

preditor de consequéncias caldricas pos-absortivas dos alimentos. Os seres
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humanos e outros animais tém contato com esse sabor de forma muito precoce (no
primeiro contato com o leite materno). Esses alimentos naturalmente adogados tém
maior densidade caldrica do que os menos doces. Com o crescimento da utilizagcao
de ANC no atual comportamento alimentar, milhdes de pessoas estdo sendo
expostas a sabores doces que nao estdo associados com consequéncias caldricas.
(72, 73).

Um dos conceitos fisiologicos mais importantes € de que os animais s&o
capazes de detectar e aprender sobre a relacdo dos eventos em que eles
experimentam. A sensagdo dessas relagbes pode ser registrada por mudancgas
comportamentais e respostas fisiologicas (74-76).

Os estimulos orosensoérios (paladar, gosto, textura do alimento) sé&o
fortemente associados com as consequéncias pos-ingestdo de alimentos. Por
exemplo, o fenbmeno de condicionamento aversivo a determinado sabor demonstra
que animais irdo aprender rapidamente a evitar o consumo de sabores associados
ao mal-estar gastrico. Estudos indicam que animais associam rapidamente estimulos
orosensorios com as consequéncias pos-ingestivas caldricas ou nutritivas de
alimentos (77, 78).

Alimentos de sabor doce tém sido identificado como sendo um forte iniciador
de reflexos pré-ingestivos da fase cefalica (horménios, termogénese, metabolismo)
(79-81). Os reflexos da face cefalica tém como objetivo antecipar e preparar o TGl
para a chegada de nutrientes, dessa forma aumentando a eficiéncia na utilizagéo de
nutrientes e minimizando a intensidade com que esses nutrientes alteram a
homeostase pela produgcdo de um balango energético positivo (82). Conforme
Woods e Ramsay (2000), pequenas mudangas na evocagéo das respostas da fase
cefalica podem produzir mudangas na eficiéncia da utilizacdo de energia, podendo
levar a longo prazo significativos aumentos na ingestdo alimentar e peso corporal
(83, 84).

3.2 SACARINA

A sacarina € um dos mais antigos ANC aprovados para alimentos e bebidas,
sendo descoberta por Remsen e Fahlberg na Universidade John Hopkins em 1879.
Na industria de alimentos, a sacarina é usada em refrigerantes, produtos de
panificagao, geleias, conservas de frutas, doces, molhos para saladas, coberturas de
sobremesa, goma de mascar e como adogante de mesa (1). Esse ANC provém do
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petréleo e do alcatrdo (derivado do carvao mineral) e ndo € muito soluvel em agua.
E utilizado na forma de sal de sédio ou sal de célcio.

Em 1977, a Food and Drug Administration (FDA) prop6s banir o produto, pois
estudos relataram o uso com céncer de bexiga em animais. Porém, o National
Heatlh Science determinou que os mecanismos para a formacdo de cancer nos
animais s&o diferentes em humanos e liberou a utilizagao (62).

O seu poder de adogcamento € de 200 a 700 vezes mais doce que o agucar e a
sua ingestdo diaria estimada (EDI — estimated daily intake), segundo a American
Dietetic Association (ADA) e a FDA, é de 0,1 a 2 mg/kg de peso corporal. De acordo
com uma publicagdo do Current Oncology (2010), para atingir as doses que
poderiam induzir carcinogénese seria necessario consumir cerca de 800
refrigerantes diet, de 350 ml cada (85). No entanto, um levantamento do uso de
sacarina em produtos comestiveis na india constatou que em todas as faixas etarias
0 consumo excedeu a ingestao diaria recomendada. O grupo mais suscetivel foi o
das criangas entre 6 a 10 anos, que ultrapassaram em 54% a recomendacéo pelo
consumo de doces de gelo. A ingestdo de alimentos contendo a sacarina é alta no
pais, uma vez que é o produto mais barato. Ademais, a ingestdo diaria de masala
pan (alimento tipico do pais) resultou em um excesso na ingestdo diaria em 137%
(86). Portanto, o consumo excessivo € possivel em certas situagdes, o que justifica
estudos mais aprofundados dos seus efeitos.

A sacarina ndo € metabolizada no trato gastrointestinal e, portanto, n&o afeta
os niveis de insulina no sangue, o que faz com que esse adogante seja indicado a

pacientes diabéticos.
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Figura 4. Estrutura molecular da sacarina sodica.

Entretanto, testes experimentais tém contrariado essa indicagéo,

demonstrando que a sacarina pode ter uma influéncia negativa na flora intestinal de
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animais e que, por consequéncia, ocorrem modificacdes nas taxas de glicose e

insulina em camundongos (6).

3.2.1 Sacarina e Ganho de Peso Corporal

O consumo de adogantes, principalmente na forma de refrigerantes diet, tém
sido associado em estudos epidemiolégicos com o ganho de peso, sindrome
metabdlica e diabetes (67). Uma explicagcdo para essas associagdes entre o uso de
ANC e ganho de peso, em parte apoiada por dados experimentais, € de que o sabor
doce dos alimentos e bebidas com baixas calorias pode aumentar o consumo de
alimentos com alto teor de agucar (87).

Segundo Swithers & Davidson (2008), o consumo de sacarina em ratos esta
associado ao ganho de peso. O estudo comparou o aumento de peso nos animais
que consumiram o adogante e os mesmos tiveram o aumento de peso 20% maior
quando comparado com o grupo que consumiu glicose. A pesquisa baseou-se na
teoria do reflexo condicionado de lvan Pavlov, na qual propde que todos os animais
se condicionam a um determinado estimulo fisiolégico ap6s uma experiéncia
sensorial e fisioldgica especifica (Pavlov, 1927). Outra possibilidade para o aumento
de peso € a indugdo de hiperglicemia pelo uso da sacarina (88).

3.2.2 Sacarina e Mecanismos Neuroendocrinos

Os estudos recentes tém sustentado a hipotese de que a sacarina, e os ANC
de um modo geral, implica na dissociagdo entre a percepgcdo do gosto doce e
ingestao caldrica consequente, induzindo ao maior consumo energético e ganho de
peso (89). Diversos estudos constataram que o gosto doce da sacarina pode induzir
a secregao de insulina, de forma independente do conteudo energético ou da
glicemia (90-94). Sugere-se que tal efeito seja decorrente da estimulacdo dos
receptores para o gosto doce, T1IR2/T1R3 (95, 96).

A sacarina, a sucralose e o aspartame demonstraram aumentar a secregao
de insulina basal nas ilhotas pancreaticas de ratos apds 30 minutos de incubagao
estatica em solugbes contendo 2,5 mM de adogante. Os resultados adicionais
mostraram que a sacarina foi o unico adogante que inibiu a insulina estimulada pela
glicose (GSIS), em niveis de concentracdes de glicose submaximo e maximo, ja os
demais nao apresentaram esse efeito. Assim, os ANC, de um modo geral, podem

afetar a secrec¢ao de insulina através da interagéao com o receptor de sabor doce. No
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entanto, a sacarina, em particular, pode afetar outros processos celulares ligados a
secregao de insulina (97).

A liberagdo de insulina pelas células 3 faz com que glicose circulante seja
potencialmente armazenada nos tecidos (incluindo gordura). Assim, o consumo de
ANC resultaria em baixos niveis glicémicos, associados ao aumento da secrec¢ao de
insulina, o que poderia implicar na incompleta sensacado de saciedade, promovendo
maior ingestao de alimentos ou ainda potencializando a absorgao de glicose.

Estudos recentes demonstraram que a expressdao de células
enteroendodcrinas para o sabor doce também regula a expressado do SGLT1, que é
expressa nos enterdcitos. Os ativadores do receptor de sabor doce podem induzir a
secrec¢ao de GLP-1 e GIP, pois ambas sao estimuladas pela expressao de SGLT1
nos enterocitos (70).

De acordo com Steinert e cols. (98), em humanos os ANC nao estimularam a
secrecdo de GLP-1 e PYY, nem suprimiram a secregao de grelina. Esses dados
sugerem que devido a auséncia de mecanismos poés-ingestivos os ANC ndo tém
efeito sobre a saciedade, e nem sobre classificagdes de fome.

Em nivel central, outro estudo recente (99) demonstrou que a ingestao de
bebidas caldéricas contendo sacarose e nao caldricas (sacarina, ciclamato,
aspartame e acesulfame-K) com a mesma intensidade de sabor afeta distintas
regides cerebrais, sugerindo que a saciedade sensorial e metabdlica diferentemente
sao influenciadas pela ativagdo do gosto nessas areas (22).

Entretanto, apesar de n&o haver consenso e os resultados serem
inconclusivos sobre o efeito do uso da sacarina e de outros ANC sobre a regulagao
fisiologica e metabodlica do apetite, recentes revisées sugerem que o uso de ANC
nao é capaz de promover a redugdo de peso por si sO, sem que haja redugao
intencional no consumo energeético total (100, 101).

4.0 CONSUMO DE OXIGENIO

7

A energia quimica contida nos nutrientes € extraida por um processo de
oxidagdo que consome oxigénio (O;) e libera o dioxido de carbono (CO;) e agua
(102). Essa energia é convertida em moléculas ricas em calorias, principalmente
ATP e creatina, que sao utilizadas quando existe demanda, como, por exemplo, os

processos de sintese e contragdo muscular. Em torno de 40% da energia da reagao
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€ perdida como calor para manutencdo da temperatura corporal que deve
permanecer entre 37-39°C. Através da oxidacdo dos nutrientes € possivel, entéo,
medir o consumo de oxigénio e da produgéo de gas carbdnico obtidos por analise do
ar inspirado e expirado pelos pulmdes (103).

A quantidade de energia produzida, a quantidade de oxigénio consumido
(VO2) e a quantidade de gas carbdnico produzido (VCOz) por grama de substrato
metabodlico oxidado no organismo foram determinados de forma experimental por
Lusk e outros pesquisadores no inicio do século passado. A relacédo entre o VCO; e
o VO, é chamado de quociente respiratério (QR) e pode ser aplicado para conhecer

o tipo de substrato energético que esta sendo oxidado pelo individuo (103).
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4.0. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o efeito da suplementagédo de sacarina no consumo basal de oxigénio
em ratos Wistar comparativamente a sacarose e a auséncia de suplementagdo com

adocantes.

4.2. Objetivos Especificos

* Avaliar o gasto energético em repouso determinado pelo consumo de oxigénio e
pela producéo de diéxido de carbono apds 12 semanas de suplementagcdo com

sacarina, sacarose ou nao suplementacgao.

* Avaliar o ganho de peso cumulativo em 12 semanas em ratos Wistar durante

suplementacdo com sacarina comparada a sacarose e a nao suplementacgao.

* Avaliar a ingestdo semanal de calorias atribuidas a rag&o, ao iogurte
suplementado com adogante e a soma de ambos entre os grupos consumindo

iogurte com sacarina, sacarose ou n&o adogado.

* Avaliar a tolerancia a glicose, em reposta a um teste oral a glicose, em 6 e 12

semanas nos grupos usando sacarina, sacarose e sem adogante.
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Introduction

The increase of non-caloric sweeteners (NCS) has been associated with
increasing prevalence of obesity. Epidemiological studies have confirmed that the
use of products containing NCS is positively correlated with the incidence of
overweight and obesity, and type 2 diabetes mellitus (DM2), cardiovascular disease
(Dhingra, Sullivan et al. 2007, Lutsey, Steffen et al. 2008) and metabolic syndrome
(MS) (Colditz, Willett et al. 1990, Fowler, Williams et al. 2008).

The theory that the use of NCS, including saccharin, could interfere in the
regulation of appetite and induce weight gain has been demonstrated in some
experimental studies and randomized clinical trials (Rogers, Carlyle et al. 1988,
Polyak, Gombos et al. 2010, Davidson, Martin et al. 2011). Swithers and Davidson
(Swithers and Davidson 2008) conducted a series of controlled experiments
demonstrating that the use of saccharin resulted in reduced ability to compensate
calories, providing a higher total caloric intake, greater weight gain and adiposity,
when compared to the use of glucose.

Previous study from our group indicates that saccharin induces greater weight
gain than sucrose despite of similar total caloric intake. Using a similar dietary
protocol, found that the use of saccharin (p = .005) or aspartame (p = .048) for 12
weeks led to a greater weight gain when compared to the use of sucrose. Though, in
the absence of a control group (inert), it was not possible to determine whether
saccharin was contributing to greater weight gain independently or whether this effect
was due to lower weight gain of sucrose. Furthermore the chemical composition of
sucrose (fructose or glucose) could also be important factors in determining relative
less weight gain in relation to saccharin. There was also found that the weight gain
was not justified by caloric intake, inasmuch as the groups had the same total caloric
intake (Feijo F, Ballard et al. 2013).

Using a rodent model, the intake of foods or fluids containing saccharin was
accompanied by increased food intake, body weight gain, accumulation of body fat,
and weaker caloric compensation, compared to consumption of foods and fluids
containing glucose (Swithers, Martin et al. 2010). This change in the body weight can
maybe associated with the increase of water in these studies because the increase in

due to sodium containing saccharin.
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Recent findings suggest that saccharin may alter gut microbiota influencing
the body weight gain. Most NCS can pass through the human gastrointestinal tract
without being digested by the host (Byard and Goldberg 1973, Roberts, Renwick et
al. 2000) and thus directly encounter the intestinal microbiota, which plays central
roles in regulating multiple physiological processes (Clemente, Ursell et al. 2012).

Another hypothesis can be the decreased energetic consumption for
explaining saccharin increases in rat body weight. And we also speculate that
saccharin could decrease muscle energy expenditure in rodents and this could
explain increase in body weight without increase in caloric intake. Therefore, the
main objective of this study was to evaluate the effect of 12 week of saccharin in the
oxygen consumption at rest in Wistar rats.

Materials and Methods

Design

In controlled experiment, 37 adult male Wistar rats weighting 180-220 g were
randomly divided into 3 groups according to the type of exposition either to non-
caloric sweetener (saccharin-SAC), caloric sweetener (sucrose-SUC) or no-
sweetener control (CONT). Saccharin and Sucrose were offered as sweeteners in
yogurt supplements, while non-sweetened yoghurt was used as the control group.
Supplements were offered daily during a period of 12 weeks. Weight gain and caloric
intake were determined weekly, basal oxygen consumption determined at rest (VO2)
and RER were measured at baseline, 6 weeks and 12 weeks. Oral glucose tolerance
test (OGTT) was determined at 6 weeks and 12 weeks.

Protocol

Animals were individually housed in plastic translucent polypropylene cages,
with controlled humidity (65-70%) and room temperature (22 + 1°C), maintained
through a 12 h light and dark cycle. This project was conducted in the Laboratory of
Experimental Physiology at Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre (UFCSPA). Experimental procedures were conducted in accordance with the
guidelines of National Research Council for the Care and Use of Laboratory Animal
and in accordance with the Brazilian Law for the Scientific Use of Animals. Study



45

protocols were approved by the Ethics Committee for Experimental Procedures of
UFCSPA, Porto Alegre, BR.

Dietary manipulation

All rats received daily water and standard chow ad lib (Nuvital CR-1,
Nuvilab™), every 24h during the 12 weeks of experiment. Based on the Swithers &
Davidson protocol (2008) (Swithers and Davidson 2008), the preparation of
intervention supplements included 20 ml of standardized low fat yogurt (Nestlé™)
which were added sucrose (Unido™) to perform a 20% sucrose solution or sodium-

saccharin  (ZeroCal™

) to constitute a 0.3% solution. During preparation, 15 ml of
pure water was added into yogurt to adjust the viscosity and allow drinking. Yogurt
supplements were offered in special bottles with beaks adapted for possible leakage,
7 days a week, approximately at 9:00 AM, leaving the disposition of the animals for a
period of 11 hours. The exclusion criterion was ingesting less than 65% of sweetened
yogurt offered.The caloric density (CD) of watered down yogurts was +0.6 kcal/g for
yogurt sweetened with sucrose and +0.3 kcal/g for yogurt sweetened with saccharin.
Throughout each week of testing, SUC group received a total of £172 kcal per week
from the yogurt diet, while the SAC and CONT group received +60 kcal per week.

In addition to yogurt diet, standard chow pellet (CD: 2.93 kcal/g, Nuvital CR-1,
NuvilabTM) and water were offered ad libitum 7 days a week, at 9 am and removed
after 24 h. The large solid pellets were deposited in grid feeders, with a bottom crumb

collector, on the outside of the cage where the rats were kept.

Weight determination

Weight was measured weekly in electronic precision balance, suitable for
animals in motion (AS 5500, MarteTM). Weight gain was defined as the difference of
weight in a period of 7 days.

Cumulative weight gain was calculated by the sum of the differences between
the end and the beginning of each week, every week during 12 weeks, and

expressed in grams.

Caloric yogurt and chow intake determination
Yogurt
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Yogurt bottles were weighed individually before and after it was offered daily
and the difference calculated to determine the weekly intake of yogurt. Calories were
calculated by the sum of calories from yogurt with sucrose or saccharin and added
with water and divided by the overall density. The measure was kcal/g of yogurt.

Chow intake

To determine the caloric intake of chow, once a week, chow intake was
determined by the weight difference between the portion offered and the rest,
including the residual at the bottom of the cages. Cages were carefully monitored for
any evidence of chow spillage and crumbs which were considered for the control of
chow intake. Calories from chow were calculated as according to the information
provided by the manufacturer and were corrected according to the weight of the
animals and presented as kcal/g of chow.

Total caloric intake

Total caloric intake was defined as the sum of calories from yogurt plus chow
intake. Cumulative caloric intake of yogurt and chow were calculated by the sum of
calories ingested along each week, and corrected by the corresponding rat weight at
the end of each week. These data were calculated in the cumulative mode for the 12-
week period and were expressed as kcal/g of rat.

Oral glucose tolerance test (OGTT)

Animals were fasted for 6 hours in daytime. Yogurt and Chow were removed
from the cages, all the sawdust was cleaned to avoid ingestion of rest chow or
crumbs. After the baseline glucose measurement, rats were given the glucose
solution via gavage (0,008 glucose/kg). Blood from the tail was collected at baseline,
30, 60, 90 and 120 minutes after gavage. (UP Gluc 75 NewProv laboratory. Glucose
was determined using glucose strips (FreeStyle Lite - Abbott Diabetes Care Inc.)

Oxygen (VO2) and carbon dioxide consumption (VCO2)

The VO2 and VCO2 are analyzed from the capture of the concentration of
oxygen and carbon dioxide gases in an oxygen chamber at rest. A metabolic
chamber was connected into a vacuum pump, which generates an air flow of 2.5

I/min and allow the aspiration of gases to be analyzed by the Analyzer O2 and CO2
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(AVS Projects, S&o Carlos/SP). Oxygen consumption (VOZ2), carbon dioxide
production (VCO2) and respiratory exchange ratio (RER) were determined. The
values of the following variables were calculated by AQUAD software: oxygen
consumption (VOZ2 in ml/kg/min), consumption of carbon dioxide (VCOZ2 in ml/kg/min)
and respiratory exchange ratio (RER in ml/kg/min). The protocol was adapted from
Batista et al. (2007) (Rodrigues, Figueroa et al. 2007). Tests were performed
immediately before week 0 at 6 weeks and at 12 weeks. All tests were performed in
duplicate in the next day. An assessor blinded to the intervention performed the
protocol. This experiment was conducted at the Laboratory of Experimental
Physiology, at UFCSPA.

Animal were placed on chamber gas stabilization during 15 minutes for
adaptation at room temperature of 210C. After 15 minutes, the software started
recording the data. The recording was performed during 5 minutes. VO2 was than
calculated by the software using the measured flow through the metabolic chamber
(PF), the expired fraction of effluent oxygen (FEO2), the fraction of oxygen in room
air (FI02), and animals body weight (BW), by the formula previously described by
Rolim et al., 2007 (Rolim, Mattos et al. 2006): VO2 (mL/Kg-1/min-1) = PF * (FIO2 -
FEO2)/BW

Outcomes

Variables over time

Cumulative weight gain was calculated by the subtraction of the basal weight
from the weight obtained every week, and expressed in grams.

Cumulative total caloric intake (including yogurt and chow), cumulative caloric
intake of yogurt and cumulative caloric intake of chow were calculated by the sum of
calories ingested along each week, and corrected by the corresponding rat weight at
the end of each week. These data were calculated in the cumulative mode for the 12-
week period and were expressed as kcal/g of rat.

Single variables
The total weight gain was defined by the difference between the basal weight
and the final weight, in the 12th week. Mean total caloric intake per week, mean

caloric intake from yogurt per week, and mean caloric intake from chow per week
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were calculated as the mean of 12 periods of week caloric ingestion corrected by rat

weight (g) at the end of each week and expressed as kcal/g/wk.

Statistics

Linear mixed models (West 2009, Cleophas, Zwinderman et al. 2010, Shek
and Ma 2011) with random slopes and weekly measurement as a repeated effect
were applied to cumulative weight gain, cumulative water intake, cumulative caloric
intake of yogurt, of chow and total over time. All measures of intake were corrected
by the corresponding weight of each week.

For single variables, one-way analysis of variance (ANOVA) with the Dunnett’'s
test was used to identify differences between groups and was also used to compare
the basal weight and percentage of intake of yogurt diets. The glucose tolerance
test, VO2 and RER were analyzed by ANOVA by repeated measures. Those who did
not have a normal distribution, we used the nonparametric Kruskal-Wallis H.
Reported values were mean + SE, and p < 0.05 was set for all analyses. We used
the SPSS TM software version 17 (IBM Corporation, Somers, NY) for statistical
analyses. For calculating the area under the curve the program used was NCSS 18.

Results

Cumulative weight gain

At the start of the experiment the body weight was similar between groups,
F(2,31) = .68, p = .51 (215.12 + 4.88). There was a significant difference between
cumulative weight gain over 12 weeks of the experiment groups F(2, 150.45) = 3.55,
p = .031 (Table1A, Fig1). The saccharin group gainer more weight than control
(p=.048). Between saccharin and sucrose there was no significant difference
(p=.552). The cumulative weight gain showed a linear and quadratic effect over 12
weeks, with significant changes from the initial status (p <.001). Regarding the linear
slope SAC showed no significant difference from the weight gain velocity when
compared to SUC (8= -1.18,t =-.67, SE = 1.76, p = .50) and CONT groups (B =
2.75,t=1.64, SE = 1.67, p < .10). In terms of quadratic growth, the SAC group had
a significantly slower rate of deceleration compared with the CONT group (8 =-.20, t
=-2.00, SE = .10, p = .048), but not different from SUC group (8 = .06, t= .60, SE =
10, p = .55).
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Total caloric intake

The total caloric intake was higher in saccharin group when compared with
control group over the 12 weeks of the experiment, F (2, 39.52) = 3.89, p = .029. The
mean total caloric intake in all groups was 1.98 + 0.03. (Table1, Fig2A).

Calories from yogurt

There were significant differences in cumulative intake yogurt calories
between the groups SAC and SUC F(2, 29) = 260.58, p < .001. Were included
animals had a mean yogurt intake of 60% F(2, 31) = .68, p = .52. (Table1, Fig3A).

Calories from chow

There was a significant difference between cumulative calories intake from
chow in SAC F(2, 31) = 4.06, p = .03 (1.88 £ 0.06) and SUC groups (1.68 + 0.05).
And between SAC and CONT group (1.73 £ 0.04) (Table1, Fig4A).

Total water intake

There was a significant difference in total water intake between SAC and SUC
groups F(2, 33.07) = 4.45, p = .018. The SAC group (0.57 + 0,01) drank more water
than the SUC group (0.50 £ 0.02). However between SAC and CONT (0.54 £ 0.02)
groups was not statistically significant (Table1, FigbA).

OGTT

There was no significant difference between groups in the OGTT at 6 week H
(2) = .768, p = .68 (Table2, Fig1B). In the 12 week there was no difference between
groups in the OGTT F (2, 31) = .2.22, p = .13. However, was a difference intergroup
in time 90" between SAC and SUC groups (p = .037). A Kruskal-Wallis H test showed
that there was no statistically significant difference in the AUC (Area Under Curve)
between the groups H (2,31) = 2.22, p = .13 (Table2, Fig2B).

VO, measures

There was no significant difference between the VO, measures in baseline F
(2,31) = .03, p = .97, 5 week F (2,31) = .03, p = .97 and 12 week F (2,31) = .73, p =
.49. There was no difference between in the AUC for VO, (Table2, Fig3B).
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RER values

There was no significant difference between the RER values over the weeks
(baseline, 5 and 12 week). A Kruskal-Wallis H test showed that there was no
statistically significant difference in the RER at baseline between the groups H (2) =
739, p = .69. In the weeks 5 and 12, there was no significant difference between the
groups after the ANOVA analysis F (2,31) = .42, p = .66 and F (2,31) = .77, p = .47,
respectively. There was no difference between in the AUC for RER (Table2, Fig4B).

Discussion

In the present study, as we saw in previous studies, Wistar rats receiving
yogurt with saccharin for 12 weeks present increased cumulative weight gain
compared to rats receiving yogurt without sweetener, although they do not differ from
rats receiving sucrose. These animals also differ in relation to total caloric intake
despite caloric compensation in chow in the saccharin group. Interestingly, energy
expenditure was similar between all groups all along the study, not supporting the
concept that saccharin might induce energy economy.

These findings corroborate previous studies of our study group in which there
was a significant difference in weight gain in animals consuming saccharin,
aspartame compared with sucrose (Feijo F, Ballard et al. 2013). Another data of our
group (unpublished data) responded similarly, the saccharin group promoted greater
gain weight than the control, being similar to the use of glucose, lipid and fructose.
The saccharin has gained more weight and the total caloric intake was different from
the control and sucrose groups. Total caloric intake of yogurt and chow was higher in
the saccharin group.

In recent studies, rats that consumed saccharin sweetened liquids had an
increased food intake and gained more body weight than rats that consumed glucose
sweetened liquids (Shankar, Ahuja et al. 2013). In our data, the gain weight of SAC
group was higher than control group and the results agree with the study of Swithers
and Davidson (Swithers and Davidson 2008). They found that reducing the
correlation between sweet taste and the caloric content of foods using artificial
sweeteners in rats resulted in increased caloric intake, increased body weight, and
increased adiposity. There are possible causes of the increase in weight of the
animals, because exists a possible coupling between sweet taste and caloric content
can lead to compensatory overeating and positive energy balance (Yang 2010).
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We observed significantly greater weight gain among Wistar rats diets
supplemented with saccharin compared with sucrose and control. This increase was
not the result in reduction of basal oxygen consumption nor due to changes in RER
or increased total caloric intake. Our initial hypothesis for explaining weight gain in
animals supplemented with saccharin was that non-caloric sweetener could have an
effect in reducing the basal metabolic rate, and by this way decreasing caloric
expenditure. However, we found no significant difference in neither oxygen
consumption, or in RER determination all along the 12 weeks of study. There are few
studies in the literature that have made this association. In the study of Suez (2014)
comparing different non-caloric sweeteners, including saccharin, they found no
difference between energy expenditure and RER (Suez, Korem et al. 2014).

Other possibility for weight gain, could be explained by saccharin induced
hyperglycemia and hyperinsulinemia with consequent weight gain. In 2012, Swithers
et al. conducted a series of experiments relating the weight gain with changes in
blood glucose and insulin. The results of this experiment indicated that animals with
experience consuming saccharin-sweetened yogurts showed hyperglycemic
responses, and these differences appeared during the first blood sample, collected
15 min following delivery of the test meal. These data suggested that exposure to
saccharin-sweetened diets may have resulted in altered cephalic phase responses,
such as a diminished cephalic phase insulin release (CPIR), when sweet-tasting diet
that delivered energy was consumed (Swithers, Laboy et al. 2012). Another
important data publish in this year, suggest that NAS consumption in both mice and
humans enhances the risk of glucose intolerance and that these adverse metabolic
effects are mediated by modulation of the composition and function of the microbiota
(Suez, Korem et al. 2014). The OGTT was performed in our animals, at weeks 6 and
12. There was difference in AUC at week 6 in time 120 and at week 12, the
difference was at 90 minutes of the test against findings of these studies. This
suggests that the use of saccharin may change the blood sugar level in order that the
population has been using an uncontrolled manner throughout the day. But new
studies need to be performed.

Although there is no consensus or conclusive results on the effects of
saccharin in regulating physiological and metabolic energy balance, recent reviews
suggest that its isolated use could not promote weight reduction, without intentional
reduction of total energy intake (Mattes and Popkin 2009, Brown, de Banate et al.
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2010). However, this study showed that weight gain promoted by the use of
saccharin might involve factors independent of caloric intake.

Our study has important strengths in the determination of the main outcome.
First, we observed an adaption period before starting the supplementation rats in
which they were analyzed for oxygen consumption. This procedure reduces the
biological variation of oxygen consumption due to animal stress. Second, we use
analysis oxygen consumption data in duplicate in different days to minimize bias in
oxygen consumption determination, even though the observed variation was small.
Third, we made a sequential analysis of oxygen consumption to understand the time
variation along the rat ageing process. By this way we can be sure that our results

are quite consistent.

Conclusion

The cumulative weight gain in the animals fed saccharin can not be attributed
to a reduction in energy expenditure, measured by oxygen consumption, but can be

explained by increased food and water intake.
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SAC SuUC CONT
p value
(n=12) (n=10) (n=12)
Yogurt Intake (%) 76.10 + 1.41 74.35+2.18 73.26 £ 1.81 p = .52.
Basal Weight (g) 207.33+9.48 219.00 + 6.74 219.67 + 8.53 p=.51
Total Weight Gain (g) 135.92 + 8.89 117.00 £ 7.05 131.00 + 7.51 p=.26
Mean Total Caloric Intake
" 2.02+£0.06 2.08 £0.06 1.87 £ 0.04 p=.03
(kcal/g/wk)
Mean Calories from Yogurt
" 0.14 + 0.003 0.40 £ 0.01* 0.14 £ 0.01 p < .001
(kcal/g/wk)
Mean Calories from Chow
" 1.88 £ 0.06 1.68 £ 0.05* 1.73+0.04 p=.03
(kcal/g/wk)
Mean Water intake (mI/g/wk)# 0.57 £ 0.01 0.50 + 0.02* 0.54 + 0.02 p=.02

# Mean intake of 12-weeks period, corrected by weekly weight rat.
Data are mean + SE. Analysis by ANOVA with Dunnett’s test. Asterisks indicate
comparison with CONT: ***p < 0.001; **p < 0.005 and *p < 0.05. Group labels: SAC
(Saccharin), SUC (Sucrose) and CONT (Control)
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SAC SuUC CONT
o Test value
(n=12) (n=10% (n=12)

VO, baseline
27.72 £ 1.91 28.66 + 3.08 28.15+ 2.53 p=.97

(ml/kg/min)
VO, wk 5 (ml/kg/min) 28.39 + 1.96 29.35+ 3.16 28.83 £ 2.59 p=.97
VO, wk 12 (ml/kg/min) 27.16 £ 0.87 29.08 + 1.61 27.58 £ 0.97 p=.49
AUC VO, 334.71 £ 18.80 349.53 + 30.78 339.91 + 23.56 p=.91

RER baseline

0.63 +£0.21 0.74 £0.38 0.64 £ 0.31 p=.69

(VCO,/VOy)
RER wk 5 (VCO,/VOy,) 0.74 £ 0.07 0.72+£0.04 0.67 £0.03 p = .66

RER wk 12
0.65 £ 0.04 0.68 £ 0.04 0.71£0.03 p =47

(VCO,/VOy)
AUC RER 8.51£0.56 8.66 £ 0.33 8.28 £ 0.36 p=.83

10894.50 +
AUC of OGTT wk 6 10665 + 284.64 32118 10153 + 330.94 p=.68
10894.50 +

AUC of OGTT wk 12 10665 + 284.64 32118 10153 + 330.94 p=.13

®n = 9 for “AUC of TOTG wk 6”

Data are mean + SE for Analysis by ANOVA with Dunnett’s test; or median % Interquartile Range for
independent-sample Kruskal-Wallis test.

Group labels: SAC (Saccharin), SUC (Sucrose) and CONT (Control).

Abbreviations: RER (respiratory exchange ratio), AUC (area under curve), OGTT (oral glucose tolerance
test).
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Figure 1A: Cumulative weight gain (g) over the 12 weeks, determined by linear mixed
model with random effects (slope and intercept) for groups and controlling for time, using a
quadratic model. Asterisks indicate comparisons in relation to SAC: *, p <.05 SAC in relation
to CONT. Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n = 10) and CONT
(Control, n = 12) F(2, 150.45) = 3.55, p = .031
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Figure 2A: Cumulative of total caloric intake corrected by the weight weekly (kcal/g) over
the 12 weeks, determined by linear mixed model. Asterisks indicate comparisons in
relation to SAC: *, p <.05 SAC in relation to CONT. Group labels: SAC (Saccharin, n =
12), SUC (Sucrose, n = 10) and CONT (Control, n = 12)

F(2,39.52) =3.89, p =.029
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Figure 3A: Cumulative caloric intake of yogurt corrected by the weight weekly (kcal/g) over the
12 weeks, determined by linear mixed model. Asterisks indicate comparisons in relation to
SAC: ** p <.001 SAC vs SUC. Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n =
10) and CONT (Control, n = 12). F(2, 35.29) = 270.08, p > .001
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Figure 4A: Cumulative caloric intake of chow corrected by the weight weekly (kcal/g) over the
12 weeks, determined by linear mixed model. Asterisks indicate comparisons in relation to
SAC: *, p <.05 SAC in relation to SUC and CONT. SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n
= 10) and CONT (Control, n = 12) F(2, 41.65) = 4.39, p = .019.
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Figure 5A: Cumulative water intake corrected by the weight weekly (ml/g) over the 12 weeks,
determined by linear mixed model. Asterisks indicate comparisons in relation to SAC: **, p
<.005 SAC in relation to SUC. Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n = 10)
and CONT (Control, n =12) F(2, 33.07) =4.45, p =.018
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Figure 1B: Oral glucose tolerance test (OGTT) on 6th wk conducted. Analyzed by ANOVA
of repeated measures. Asterisk indicate *, p <.05: SAC in relation to SUC in time 120'.
Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n = 9) and CONT (Control, n = 12)
F (3.89, 58.34)= 1.34,p=.27
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Figure 2B: Oral glucose tolerance test (OGTT) on 12" wk conducted. Analyzed by
ANOVA of repeated measures. Asterisk indicate *, p <.05: SAC in relation to SUC in
time 90'. Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n = 10) and CONT
(Control, n =12). F(5.91, 91.53) =.70, p = .64
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Figure 3B: VO, conducted on baseline, 5th wk and 12th wk . Analyzed by ANOVA of repeated
measures. Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC (Sucrose, n = 10) and CONT (Control,

n=12). F(2,31.01) = .07, p = .93
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Figure 4B: RER (respiratory exchange ratio) conducted on baseline, 5th wk and 12th wK .
Analyzed by ANOVA of repeated measures . Group labels: SAC (Saccharin, n = 12), SUC
(Sucrose, n = 10) and CONT (Control, n = 12) .

F(2.87,44.48) = 48, p = .69
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CONSIDERACOES FINAIS

N&o foi possivel relacionar o aumento de peso cumulativo das 12 semanas de
estudo nos grupos controle, sacarina e sacarose com as modificagdes do consumo
de oxigénio em repouso antes e durante a intervencgao dietética.

Através da analise da ingestdo cumulativa corrigida pelo peso semanal, o
presente estudo demonstrou que o aporte caldrico, independente do tipo de
suplemento avaliado (sacarina, sacarose e controle) exerce papel fundamental na
modulagao do apetite.

No grupo sacarina e controle ocorreu compensagao calorica em relagdo a
ragcao ofertada, pois o iogurte suplementado possuia menos calorias quando
comparados aqueles que consumiram iogurte com sacarose.

Dessa forma, houve respectivas diferengas entre a ingestao dos suplementos
de iogurte e de ragcédo, de modo que a ingestdo calorica total (iogurte mais ragao)
demonstrou ser diferente naqueles animais que consumiram a sacarina.
Adicionalmente, a ingestdo hidrica também demonstrou ser superior no grupo
sacarina e essa porgao diferiu de forma significativa entre os grupos.

Em relag&o ao teste de tolerancia de glicose e as AUC’s, a sacarina mostrou
diferencga significativa em relagdo a sacarose nas semanas 6 € 12 nos tempos 120 e
90 minutos, respectivamente.

Com base nos resultados apresentados, concluimos que o uso de sacarina
como alternativa adjuvante no controle do peso deve ser medido, tendo em vista
que, em ratos, seu uso pode levar ao ganho de peso excessivo. Perspectivas futuras
que contemplem avaliar os mecanismos fisiolégicos pelo qual a sacarina induz ao

maior ganho de peso, devem ser consideradas.
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[ Inclusao ]

Avaliados para elegibilidade (n = 37 )

Excluidos (n= )
+ Nao atendem aos critérios de incluséo (n= )
+ Desistiram de participar (n= )
¢ Outras razdes (n= )

Randomizados (n= 37)

v

y
Alocacéo para a intervengao (n; 24)
4 Receberam alocagéo para intervengéo (n= 24)
4 Nao receberam alocacgio para intervengédo (dar
razbes) (n=1)
Eutanasia de um animal do grupo sacarina por
infeccao.

Alocacdo

)

v

Alocagéo para a intervengao (n= 13)

+ Receberam alocacgdo para intervengdo (n= 13 )

+ Nao receberam alocagéo para intervengéo (dar
razdes) (n= 1)

Eutanasia de um animal por labirintite.

Seguimento

A 4

Perda de seguimento (dar razbes) (n= )
Intervengéo descontinuada (dar razbes) (n= )

Perda de seguimento (dar razdes) (n= )
Intervengao descontinuada (dar razdes)

(n=")

Analisados (n= 22)

¢ Excluidos da analise (dar razées) (n= 1)
Um animal foi excluido por ser outlier.

Anadlise

)

Analisados (n= 12)
¢ Excluidos da analise (dar razdes) (n=0)




