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RESUMO

Introducdo: O aumento da ingestdo de refrigerantes caldricos foi identificado em diversos
paises como, Japdo, Estados Unidos e Brasil. A ingestdo excessiva de refrigerante pode
contribuir para o aumento da epidemia de obesidade em todo o mundo ocidental. Existem
controvérsias sobre o efeito da ingestdo de bebidas caldricas e ndo-caldricas sobre a ingestdo
de alimentos solidos e os estudos que abordam estes efeitos sdo escassos e inconclusivos.
Objetivo: O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de refrigerante cal6rico e néo-
caldrico sobre a ingestdo quantitativa e qualitativa de alimentos sélidos e seus efeitos sobre o
peso corporal e deposicdo de gordura intra-abdominale perigonadal em ratos. Métodos:
Foram utilizados 30 ratos machos Wistar divididos em 3 grupos: grupo controle (racdo padréo
e agua‘““ad libitum™), grupo refrigerante calérico (racdo padrao, refrigerante calérico e agua“ad
libitum™) e grupo refrigerante ndo-cal6rico (racdo padrdo, refrigerante ndo-calorico e 4gua“ad
libitum”). Os animais receberam o tratamento no periodo de 17 semanas. Resultados: A
ingestdo de refrigerante cal6rico e ndo-calérico ndo provocou mudancas na ingestdo total de
energia, peso corporal e deposicdo de gordura intra-abdominal e perigonadal no periodo
analisado. Entretanto, o consumo de refrigerante calérico resultou em dréstica reducdo na
ingestdo de alimentos s6lido e aumento na ingestdo total de liquidos. A ingestdo de
refrigerante ndo-caldrico ndo influenciou a ingestdo total de alimentos sélidos no final do
tratamento, no entanto, em algumas semanas isoladas foi encontrada uma ingestdo
significativamente maior de alimentos no grupo refrigerante ndo-calérico quando comparado
ao grupo controle. Conclusé@o: De acordo com os resultados conclui-se que a exposi¢ao ao
refrigerante calérico e ndo-calérico ndo provocou mudancas na ingestdo total de energia, peso
corporal e deposicdo de gordura intra-abdominal e perigonadal no periodo avaliado.
Entretanto, a ingestdo de refrigerante calérico influenciou a quantidade, e consequentemente,
a qualidade de alimentos solidos ingeridos. A ingestdo de refrigerante ndo-caldrico néo
influenciou a ingestdo de alimentos e levou a maior ingestdo de sédio. Tanto a ingestdo de
refrigerante calérico quanto a ingestdo de refrigerante ndo-calérico levou ao aumento na
ingestdo de liquidos e reduziu a ingestdo de agua que foi substituida pela ingestdo de
refrigerante.

Palavras-chave: Refrigerante. Ingestdo de alimento. Macronutrientes.



ABSTRACT

The effect of consumption of caloric and non-caloric beverages in food intake is controversial
and studies in this issue are sparse and inconclusive. The present study aimed to evaluate the
effect of caloric and non-caloric soft drink on the quantitative and qualitative intake of solid
food in rats. We treated 30 male rats, divided into 3 groups: control group (standard diet and
water “ad libitum”), caloric soft drink group (standard diet, caloric soft drink and water “ad
libitum”) and non-caloric soft drink group (standard diet, non-caloric soft drink and water “ad
libitum”). The animals received treatment within 17 weeks. The consumption of caloric and
non-caloric soft drink at the end of treatment did not cause changes in total energy intake,
body weight and intra-abdominal fat. However, the caloric soft drink consumption resulted in
a reduction in solid food intake, increased carbohydrates consumption and high total liquids
intake. While the non-caloric soft drink intake didn’t influence the total intake of solid food at
the end of treatment. Based on the results, it was concluded that exposure to caloric and non-
caloric soft drink caused no changes in total energy intake, body weight and intra-abdominal
fat during the evaluation period. However, the caloric soft drink intake influenced the amount
and the quality of solid food consumed. The non-caloric soft drink intake didn’t influence the
food intake. The intake non-caloric soft drinks not influence the food intake and led to
increased intake of sodium. Both the intake of caloric as non-caloric soft drink the intake led

to an increase in fluid intake and reduced intake of water was replaced by intake soft drink.

Key-words: Soft drink. Food intake. Macronutrients.
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1 INTRODUCAO

Importantes modificacdes no padrdo alimentar humano surgiram nas Ultimas décadas,
principalmente, nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, a China, o México, entre
outros. Essas modificacbes sdo caracterizadas pelo aumento na ingestdo de alimentos
industrializados, ricos em gordura e sacarose (POPKIN, 2001; POPKIN; LARSEN, 2004;
RIVERA et al., 2004).

Simultaneamente a estas alteracdes no comportamento alimentar, encontra-se maior
prevaléncia de sobrepeso e obesidade (RIVERA et al., 2004). Alguns autores sugerem que
aingestdo excessiva de bebidas agucaradas como o refrigerante pode contribuir para o
aumento da epidemia de obesidade, alterando o padrdo de alimentacéo e promovendo o ganho
de peso (LINDQVIST; BAELEMANS; ERLANSON-ALBERTSSON, 2008; MALIK et al.,
2010).

Dados epidemioldgicos recentes apontam a ingestdo de refrigerante como uma das
principais contribui¢cdes para a obesidade e problemas de saude relacionados (VARTANIAN;
SCHWARTZ; BROWNELL, 2007; MALIK et al., 2010), como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e a sindrome metabolica (BRAY, 2010; VARTANIAN; SCHWARTZ; BROWNELL,
2007; HOSTMARK, 2010; MALIK et al., 2010). Entretanto tais estudos possuem limitacdes,

pois ndo é possivel estabelecer relacdo de causa e efeito.

1.1 CONSUMO DE REFRIGERANTE

O aumento da ingestdo de refrigerantes caloricos foi identificado em diversos paises
como o Japdo, os Estados Unidos e o Brasil (YAMADA et al., 2008; NIELSEN; POPKIN,
2004; RIVERA et al., 2004), fato que se deve, principalmente, a ocidentalizacdo do
comportamento alimentar que é caracterizado por uma maior ingestdo de alimentos
processados, ricos em sacarose e gordura (RIVERA et al., 2004). H& um século, como inicio
da producdo industrial dos refrigerantes, a ingestdo de sacarose aumentou ainda mais, pois

este é o principal adogante utilizado nessas bebidas caléricas (BRAY, 2010). Os refrigernates
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tipo cola tém em sua composi¢do acido fosforico, cafeina, extrato de noz de cola, corantes e
acidulantes (HOSTMARK, 2010), além de sacarose ou xarope de milho de alta frutose
presente nos refrigerantes caloricos ou edulcorantes (ciclamato de sodio, acessulfame de

potassio e aspartame) utilizados em refrigerantes nao-caloricos.

Nielsen e Popkin (2004) analisaram mudancas na ingestdo de bebidas no periodo de
1977 a 2001, nos EUA, com resultados indicando aumento na ingestdo de refrigerantes em
todas as faixas etarias, sendo 0s maiores aumentos observados em criancas (2-18 anos), de 3%
para 6,9% e em adultos jovens (19-39 anos) de 4,1% para 9,8%. Em consonancia, um estudo,
realizado na Alemanha, compreendendo dados secundarios de inquéritos alimentares
realizados em 1997 (National Diet and Nutrition Survey for Young People) também
evidenciou aumento na ingestdo de refrigerantes entre criancas e adolescentes (4-18 anos)
(FENG; MARRERO; MACGREGOR, 2008). Neste trabalho cinquenta e seis por cento da
ingestdo total de liquidos foi sob a forma de refrigerante, dos quais 55% foram refrigerantes

caldricos e 45% foram refrigerantes de baixas calorias.

No Brasil, segundo dados obtidos da Pesquisa de Orgcamento Familiar (POF), o
refrigerante tipo cola foi o mais adquirido pela populagdo brasileira no periodo de 2008-2009
(BRASIL, 2010a). Nos ultimos 6 anos, segundo a mesma pesquisa, a média de aquisicao “per
capita” anual de refrigerante tipo cola aumentou aproximadamente 3,6 litros/ano, passando de
9 litros/ano em 2002-2003 para 12,6 litros/ano em 2008-2009 (BRASIL, 2004, 2010a). Entre
todas as regibes brasileiras pesquisadas, a regido sul mostrou 0 maior aumento de aquisicdo
per capita anual de refrigerante tipo cola, passando de 13 litros/ano em 2002-2003 para 20,3
litros/ano em 2008-2009 (BRASIL, 2004, 2010a). Recentemente, identificou-se que 30,9%
dos homens e 25,7% das mulheres ingerem refrigerante 5 vezes por semana no Brasil
(BRASIL, 2010b).

Os refrigerantes ndo-caldricos, por outro lado, representam parcela menor das bebidas
ingeridas em alguns paises. No Canada, a maior prevaléncia de ingestdo de refrigerantes néo-
caloricos, aproximadamente 10%, foi encontrada entre individuos de 31 a 70 anos de idade
(GARRIGUET, 2008). Aqueles que relataram beber refrigerantes ndo-caléricos beberam
porcOes semelhantes aos que relataram ingerir refrigerantes caloricos. Nos Estados Unidos, o
numero de individuos que ingerem produtos ndo-caldricos (adogados com edulcorantes)
aumentou mais que o dobro no periodo de 1987-2000 (SWITHERS; DAVIDSON, 2007). Em

1987, aproximadamente 70 milhdes de individuos faziam o uso de produtos adogados com
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edulcorantes e no ano de 2000 esta ingestdo aumentou para cerca de 160 milhdes. Estudos
mais recentes, que analisaram o periodo de 2003-2004, indicaram que 15,1% de todos 0s
americanos consumiam alimentos ou bebidas adocadas com edulcorantes (MATTES;
POPKIN, 2009). A prevaléncia de ingestdo de refrigerantes ndo-caléricos no Brasil é de
aproximadamente 1,6% (BRASIL, 2011). Um levantamento em 2012 com adultos norte-
americanos, realizado pelo International Food Information Council Foundation, descobriu que
as principais razdes dos individuos para consumir refrigerantes ndo-caléricos sdo por
considerarem uma opcao para diabéticos, para reduzir o teor calorico dos alimentos e para
controlar ou perder peso (GARDNER et al., 2012).

1.2 INFLUENCIA DO CONSUMO DE REFRIGERANTE NA INGESTAO
QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE ALIMENTOS SOLIDOS

Em diversos estudos experimentais com animais foi evidenciada a reducéo da ingestdo
de alimentos solidos durante a exposicdo a refrigerantes caldricos (MILEI et al., 2011;
CONTRERAS-GARCIA et al.,2000; BELPOGGI et al., 2006; GOULARTE; FERREIRA;
SANVITTO, 2012) e outras bebidas adogadas com sacarose (LINDVIST et al., 2005;
LINDQVIST; BAELEMANS; ERLANSON-ALBERTSSON, 2008; SWITHERS;
DAVIDSON, 2007). Nestes, apesar de haver uma reducdo na ingestdo de alimentos solidos,
foi observado um aumento na ingestdo energética total, devido principalmente a uma maior
ingestdo de refrigerante, o que contribui para 0 aumento da ingestdo energética total (MILEI
et al., 2011; CONTRERAS-GARCIA et al., 2000). Animais com acesso “ad libitum” a
refrigerantes caldricos apresentaram reducdo da ingestdo energética de alimentos solidos
(racdo padrdo e dieta de cafeteria), como demonstrado em um estudo com animais em que a
ingestdo de refrigerante caldrico contribuiu tanto para a reducao da ingestdo de ragdo padrédo
guanto dos alimentos s6lidos da dieta de cafeteria (GOULARTE; FERREIRA; SANVITTO,
2012), sendo esta ultima considerada altamente palatavel. No entanto, em uma pesquisa
experimental envolvendo um grupo de 44 mulheres que receberam bebidas caloricas (leite
com 1% de gordura, suco de fruta e refrigerante cola calorico) ou nao-caloricas (refrigerante
cola ndo-caldrico e agua) para ingerir simultaneamente com uma unica refei¢cdo, um almogo
“ad libitum”, por seis semanas, ndo foi observada diferenca na ingestdo de alimentos sélidos,

a Unica diferenca foi 0 aumento da ingestdo energético, resultado do conteudo de energia das
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bebidas (DELLA VALLE; ROE; ROLLS, 2005). A sensacdo de saciedade também foi
semelhante entre os grupos que ingeriram bebidas cal6ricas e ndo-caldricas. A interpretacdo

do estudo pode ser limitada, pois levou em consideracdo apenas uma refeicao diaria.

Entre os compostos presentes nos refrigerantes ndo-caldricos e que parecem afetar a
saciedade estdo os edulcorantes, um grupo de substancias que produzem sabor doce e que
contém pouca ou nenhuma caloria (GARDNER et al., 2012). A intensidade do sabor doce dos
edulcorantes é maior do que a encontrada em adogantes cal0ricos como a sacarose e 0 xarope
de milho de alta frutose. Os principais edulcorantes utilizados como adocantes em
refrigerantes ndo-caldricos e alimentos sdo o aspartame, o acessulfame de potéssio, a
sucralose e a sacarina (GARDNER et al., 2012). Existem controvérsias se ha relacdo entre a
ingestdo de edulcorante e o apetite. Alguns estudos de revisdo da literatura sugerem aumento
no apetite em individuos que foram submetidos a exposicéo aguda a edulcorante em produtos
contendo pouca ou nenhuma energia, porém, outros sugerem que ndo ha alteracdo no apetite
qguando individuos sdo expostos a produtos adocados com edulcorante comparados com
produtos adogados com sacarose (MATTES; POPKIN, 2009). Em experimentos com animais,
Milei e colaboradores (2011) ndo observaram alteracdo na ingestéo de alimentos e na ingestéo
energeética total em animais tratados com refrigerante ndo-calérico comparados aos animais
tratados com agua, por outro lado, Swithers e Davidson (2007) identificaram aumento na

ingestdo energética total dos animais tratados com uma bebida ndo-caléricas.

Estudos sobre os efeitos da ingestdo de refrigerante nos habitos alimentares sdo muito
recentes (YAMADA et al., 2008; VARTANIAN; SCHWARTZ; BROWNELL,2007). Alguns
trabalhos sugerem que a ingestéo de refrigerante parece influenciar a qualidade e a quantidade
de ingestéo de nutrientes em humanos. Uma revisdo da literatura sugeriu associagdes positivas
entre a ingestdo de refrigerante e aumento da ingestdo total de energia e de carboidratos e
reducdo na ingestdo de proteinas, fibras dietéticas, calcio e riboflavina (VARTANIAN;
SCHWARTZ; BROWNELL, 2007). Em um estudo transversal, os autores descreveram
associacdo positiva entre ingestdo de refrigerantes, doces, gorduras e associacdo negativa
entre a ingestdo de refrigerantes, legumes, frutas, leguminosas, peixes, arroz, ovos e leite
(YAMADA et al., 2008). Portanto, a ingestdo de refrigerante parece estar associada a dieta de
baixa qualidade (YAMADA et al., 2008; VARTANIAN; SCHWARTZ; BROWNELL,
2007).
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1.3 INFLUENCIA DO CONSUMO DE REFRIGERANTE NA INGESTAO DE LIQUIDOS

Em um estudo transversal realizado com 3.931 mulheres japonesas, a ingestdo de
refrigerantes caldricos foi associada positivamente com a ingestio de suco de
frutaserefrigerantes ndo-caloricos, e negativamente com a ingestdo de cafe, leite e cha preto
(YAMADA et al., 2008).

Estudos experimentais demonstraram maior ingestdo de liquidos por animais tratados
com refrigerantes caloricos, como Unica fonte de liquido, comparados aos animais que
receberam &gua como Unica fonte de liquidos, por um periodo experimental igual ou superior
a seis meses (LINDVIST et al., 2005; BELPOGGI et al., 2006; MILEI et al., 2011). Outros
autores identificaram aumento na ingestdo total de liquidos por animais tratados com agua e
refrigerante calérico “ad libitum” (GOULARTE; FERREIRA; SANVITTO, 2012). No
entanto, a maior ingestdo de liquidos ocorreu devido a contribuicdo da ingestdo aumentada de
refrigerante. Quanto a ingestdo total de liquidos por animais tratados com refrigerante néo-
caldrico, ndo foi observada diferenca significativa quando comparados aos animais tratados
com agua (MILEI et al., 2011).

1.4 INFLUENCIA DO CONSUMO DE REFRIGERANTE NO PESO E GORDURA
INTRA-ABDOMINAL

A influéncia do consumo de refrigerante sobre o peso corporal é controversa. Revisdes
da literatura apontam a ingestdo de bebidas caloricas (adogadas com agucar) como principal
contribuinte para o ganho de peso (MALIK et al., 2010). Estudos com animais identificaram
aumento no peso corporal nos grupos tratados com refrigerante caldrico, como substituto da
agua, quando comparado aos grupos que foram tratados com agua em um periodo igual ou
superior a seis meses (BELPOGGI et al., 2006; MILEI et al., 2011). Por outro lado, outros

trabalhos ndo encontraram diferenca no peso corporal dos animais tratados com refrigerante
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cal6rico como a unica fonte de liquido comparado ao grupo tratado com agua como Unica
fonte de liquido no periodo de dois meses (CONTRERAS-GARCIA,2000).

Estudos epidemiolégicos mostraram relagdo positiva entre a ingestdo de bebidas néo-
caléricas e o ganho de peso (FOWLER et al., 2008). Contudo, por serem estudos
observacionais ndo foi possivel estabelecer relacdo de causa e efeito. Além disso, individuos
com excesso de peso podem optar pelo uso de alimentos e/ou bebidas adocados com
edulcorantes ndo-caléricos com o objetivo de ingerir menos calorias e perder peso
(GARDNER et al., 2012) e assim constituem um viés para estes trabalhos. Uma meta-anélise
analisou a relacdo do uso de edulcorantes e o ganho de peso, através de estudos controlados
com humanos e concluiram que o uso de edulcorantes como substituto da sacarose auxilia na
perda de peso (DE LA HUNTY; GIBSON; ASHWELL, 2006). Em um total de nove estudos,
quatro identificaram menor ganho de peso em individuos tratados com edulcorantes, enquanto
nos demais ndo foi observada diferenca significativa no ganho de peso. Raben e
colaboradores (2002) observaram aumento de peso corporal e gordura corporal em individuos
que receberam bebidas e alimentos adocados com sacarose e reducdo no peso corporal e na
gordura corporal foi encontrada nos individuos que receberam bebidas e alimentos adogados
com edulcorantes. Em consonancia, um recente ensaio clinico randomizado, realizado com
641 criancas de 4 a 11 anos, tratadas com bebidas caloricas e ndo-caldricas, no periodo de 18
meses, identificou menor ganho de peso e gordura corporal nas criancas tratadas com bebida
ndo-caldrica quando comparadas com as criancas tratadas com refrigerante calorico
(RUYTER et al., 2012)
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2 JUSTIFICATIVA

Visto que, estudos recentes sugerem uma possivel alteracdo do comportamento na
ingestdo de alimentos solidos ap6s a administracdo de refrigerantes e, sendo esta questdo
pouco explorada pelos autores e ainda inconclusiva, este estudo se propds a analisar o efeito
da ingestdo de refrigerantes caloricos e ndo-caléricos no comportamento de ingestdo de
alimentos sélidos e, por sua vez, seus possiveis efeitos sobre 0 peso corporal e peso do tecido
adiposo intra-abdominal em ratos. O refrigerante tipo cola foi escolhido por ser o tipo de

refrigerante mais consumido no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos da ingestdo de refrigerante tantocalérico comoné&o-caldrico, sobre
a ingestdo alimentar,0 peso corporal edeposicdo do tecido adiposo intra-abdominal

(retroperitonial e mesentérico) e perigonadal em ratos machos Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o efeito da ingestdo de refrigerante caldrico e ndo-caldrico sobre a ingestéo
de racdo padrdo, ingestdo total de liquidos, ingestdo energética, ingestdo de macronutrientes

(carboidrato, lipidios e proteina) e ingestdo de sodio;

2) Avaliar o efeito da ingestdo de refrigerante caldrico e nao-calérico sobre o peso
corporal edeposicdo do tecido adiposo intra-abdominal (retroperitonial e mesentérico) e

perigonadal.
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Resumo

Os efeitos do consumo de bebidas caldricas e ndo-caloricas na ingestdo de alimentos sao
controversos e as pesquisas que abordam estes efeitos sdo escassos e inconclusivos. O
presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do consumo de refrigerantes caléricos e néo-
caldricos, sobre a ingestdo quantitativa e qualitativa de alimentos sélidos em ratos. Foram
utilizados 30 ratos machos divididos em 3 grupos: grupo controle (racdo padrdo e agua “ad
libitum™), grupo refrigerante calérico (racdo padrao, refrigerante calérico e agua “ad libitum”)
e grupo refrigerante ndo-calérico (racdo padrdo, refrigerante ndo-calrico e &agua “ad
libitum”). Os animais receberam o tratamento no periodo de 17 semanas. O consumo de
refrigerante caldrico e ndo-calérico ndo provocou mudangas na ingestdo total de energia,
peso corporal e gordura intra-abdominal no periodo do estudo. Entretanto, o consumo de
refrigerante cal6rico resultou em uma reducdo na ingestdo de alimentos solidos, aumento do
consumo de carboidratos e elevada ingestdo total de liquidos. Enquanto que a ingestdo de
refrigerante ndo-caldrico ndo influenciou a ingestdo total de alimentos sélidos no final do
tratamento. A partir dos resultados, concluiu-se que a exposicdo a refrigerante calérico e nao-
cal6rico ndo provocou mudancgas na ingestao total de energia, peso corporal e gordura intra-
abdominal no periodo avaliado. Entretanto, a ingestdo de refrigerante calérico influenciou a
guantidade e a qualidade de alimentos s6lidos consumidos. A ingestdo de refrigerante nédo

caldrico ndo influenciou a ingestdo de alimentos.
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Abstract

The effect of consumption of caloric and non-caloric beverages in food intake is controversial
and studies in this issue are sparse and inclonclusive. The present study aimed to evaluate the
effect of caloric and non-caloric soft drink on the quantitative and qualitative intake of solid
food in rats. We treated 30 male rats, divided into 3 groups: control group (standard diet and
water “ad libitum”), caloric soft drink group (standard diet, caloric soft drink and water “ad
libitum”) and non-caloric soft drink group (standard diet, non-caloric soft drink and water “ad
libitum”). The animals received treatment within 17 weeks. The consumption of caloric and
non-caloric soft drink at the end of treatment did not cause changes in total energy intake,
body weight and intra-abdominal fat. However, the caloric soft drink consumption resulted in
a reduction in solid food intake, increased carbohydrates consumption and high total liquids
intake. While the non-caloric soft drink intake didn’t influence the total intake of solid food at
the end of treatment. Based on the results, it was concluded that exposure to caloric and non-
caloric soft drink caused no changes in total energy intake, body weight and intra-abdominal
fat during the evaluation period. However, the caloric soft drink intake influenced the amount
and the quality of solid food consumed. The non-caloric soft drink intake didn’t influence the
food intake.
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Introducéo

O aumento da ingestdo de refrigerantes caldricos foi identificado em diversos paises
como, o Japdo, os Estados Unidos e o Brasil®*?. Alguns autores sugerem que a ingest&o
excessiva de bebidas agucaradas como o refrigerante, pode contribuir para o aumento da
epidemia de obesidade em todo o mundo ocidental, alterando o padrdo de alimentagédo e

promovendo o ganho de peso™®.

Ha controvérsias sobre o efeito da ingestdo de bebidas caloricas e ndo-caldricas na
ingestdo de alimentos. Reducdo na ingestdo de alimentos sélidos durante a exposicdo a
refrigerantes caldricos foi evidenciada em diversos estudos experimentais com animais®’#9.
Por outro lado, estudos com humanos ndo observaram esta compensacdo na ingestdo de
energia através da reducdo na ingestdo de alimentos sélidos quando os individuos foram

expostos a bebidas contendo sacarose!%V

, contudo estes estudos sdo limitados, pois
geralmente consideram uma Unica refei¢do ao longo do dia e a curto prazo. Em experimentos
com animais, ndo foi observado alteracdo na ingestdo de alimentos e na ingestdo energeética
total em animais tratados com refrigerante n&o-calérico™, por outro lado, Swithers e
Davidson? (2007) descreveram aumento na ingestdo energética total nos animais tratados
com uma bebida ndo-calérica. Em humanos, ndo foi identificado aumento na ingestdo de

alimentos em individuos tratados com edulcorantes™®.

Gardner et al® (2012) avaliaram os efeitos da ingestdo de edulcorantes comparados
aos adocantes caloricos, mas os resultados ndo séo conclusivos para determinar se 0 uso dos
edulcorantes em alimentos auxilia no controle do apetite e da ingestdo de energia, na
diminuicdo do peso corporal ou dos riscos cardiometabdlicos. Alguns resultados sugerem que
0 uso moderado de edulcorantes pode auxiliar na reducédo da ingestao de acgucar, resultando na
diminuicdo da ingestdo de energia, reducdo de peso corporal e melhorando os parametros
metabolicos. Porém, esses potenciais efeitos benéficos podem néo ser atingidos se houver

aumento compensatorio da ingestéo de energia de outras fontes alimentares.

A qualidade da dieta com exposicdo ao refrigerante calérico e ndo-calorico € pouco
explorada, principalmente em estudos controlados. Estudos sobre os efeitos da ingestdo de
refrigerante calorico sobre os habitos alimentares sdo muito recentes. Alguns trabalhos
sugerem que a ingestdo de refrigerante pode influenciar na quantidade e qualidade da ingestao

de nutrientes em humanos, podendo ser caracterizada como uma dieta de baixa qualidade*> *"
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A influéncia do consumo de refrigerante sobre o peso corporal é controverso. Estudos
experimentais identificaram aumento no peso corporal nos grupos tratados com refrigerante
calérico™®, enquanto outros ndo encontraram diferenca no peso corporal dos animais tratados
com refrigerante caldrico®. Estudos epidemiolégicos demonstraram relacdo positiva entre o
consumo de bebidas ndo-caléricas e ganho de peso™®, porém, séo estudos limitados, pois ndo
foi possivel estabelecer relagdo de causa e efeito. Um recente ensaio clinico randomizado,
realizado com 641 criangas de 4 all anos, tratadas com bebidas calo6ricas e ndo-caloricas, no
periodo de 18 meses, identificou menor ganho de peso e de gordura corporal nas criancas
tratadas com bebida ndo-calérica quando comparadas com as criangas tratadas com

refrigerante cal6rico™”.

Devido ao aumento na ingestdo de refrigerante identificado em diversos paises, 0s
estudos sobre o efeito da ingestdo de refrigerantes caldricos e ndo-caléricos na ingestdo
alimentar serem controversos e por ser a quantidade e a qualidade dos alimentos ingeridos
pouco exploradas pelos autores, este estudo se propds a avaliar o efeito da ingestdo de
refrigerante caldrico e ndo-calorico sobre a ingestdo de alimentos e seus possiveis efeitos no

peso corporal e deposicédo do tecido adiposo intra-abdominal e perigonadal em ratos.
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Método Experimental
Procedimentos Experimentais

O estudo foi realizado de acordo com a Lei N° 11.794, 08 de outubro de 2008, que
estabelece procedimentos para uso de animais®®, assim como as contidas nos Principios
Internacionais Orientadores para a pesquisa Biomédica envolvendo Animais provenientes do
Council for Internatinal Organizations of Medical Science (CIOMS). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (protocolo n°
21811) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Foram utilizados trinta ratos machos “Wistar” com 21 dias de idade e recém
desmamados. Os animais foram adquiridos a partir do Centro de Reprodugdo e
Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da Universidade do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os animais foram mantidos em caixas plasticas (3-4 animais/caixa), em ambiente
com ciclo claro-escuro (luzes acesas as 7h00min e apagadas as 19h00min) e temperatura
controlada (24-26 °C). O tratamento foi realizado em biotério setorial do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade do Rio Grande do Sul.

Os animais tiveram acesso “ad libitum” a racdo padrdo, refrigerante e 4gua durante
todo o experimento. Os refrigerantes foram adquiridos no comércio local. Os valores
nutricionais foram obtidos através do site do fabricante (Coca-cola®) (Tabela 1). A ragdo
padrdo utilizada foi a racdo para ratos e camundongos Nuvilab CR-1 com densidade
energética de 2,95 kcal/g, 2,7mg/g de sédio na proporcdo de macronutrientes de 55% de
carboidrato, 22% de proteina e 4,5% de lipidios.

No desmame, os animais foram divididos em trés grupos: Grupo Controle (CON, n=10)
em que o0s ratos receberam racdo padrdo e agua “ad libitum”; Grupo Refrigerante Caldrico
(RC, n=10) em que os ratos receberam racdo padrao, agua e refrigerante caldrico “ad libitum” e
Grupo Refrigerante N&o-Caldrico (RNC, n=10), em que o0s ratos receberam rac¢éo padréo, 4gua

e refrigerante ndo-calorico “ad libitum”.
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1.5 Ingestéo de alimentos e liquidos

A avaliacdo da ingestdo alimentar e de liquidos foi realizada através da pesagem e
medida do volume diario, realizada entre as 14:00 e as 15:00 horas. Para a determinacdo do
peso dos alimentos foi utilizada uma balanca semianalitica (Shimadzu BL3200) e para
determinacdo do volume de cada liquido foi utilizada uma proveta (1000 mL). A ingestéo
diaria de racéo e de liquidos foi calculada a partir da subtracdo do que foi oferecido pelo que
restou apos 24 horas. Os dados diarios obtidos para racdo e liquidos de cada caixa foram
somados e divididos pelo nimero de animais da caixa, resultando na ingestdo individual por
dia.

Medida do peso corporal

O peso corporal dos animais foi medido individualmente, a cada 3 dias em uma
balanca semianalitica (Shimadzu BL3200), entre as 15:00 e as 15:30 horas.

1.6 Coleta de tecido adiposo

No final do experimento, depois de 12-13 horas de jejum, os animais foram
decapitados por guilhotina sem anestesia. O tecido adiposo intra-abdominal e perigonadal
foram removidos e pesados em uma balanca semianalitica (Shimadzu BL3200). Foram
considerados o0s tecidos adiposos intra-abdominal (retroperitonial e mesentérico) e

perigonadal ®®.
Analise estatistica

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism, verséo 5.04
(GraphPad Software, Inc.). Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a ingestdo de racéo
padrdo, ingestdo de nutrientes, ingestdo de energia, ingestdo de agua, ingestdo total de
liquidos, peso corporal e deposicdo do tecido adiposo intra-abdominal e perigonadal, foram
analisados ao final do tratamento por ANOVA seguida pelo pos-teste Bonferroni. Para a
andlise da ingestéo de refrigerante, no final do experimento foi utilizado o teste t-Student. O
efeito do tempo e tratamento (tempo versus tratamento) sobre a ingestdo de ragéo padréo,
energia e total de liquidos ao longo das 17 semanas de tratamento foram analisados por

ANOVA de medidas repetidas seguida pelo pos-teste Bonferroni. Os valores foram expressos



217 como média e seus erros padrdes. Todos os valores de p<0,05 foram considerados como
218  estatisticamente significativos.
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Resultados

Energia

A média de ingestdo de energia por animal por dia na 172 semana de tratamento foi igual
em todos os grupos. No grupo RC (animais que receberam racdo padrdo e refrigerante
caldrico) aproximadamente metade da energia total ingerida (45%) foi proveniente do
refrigerante calorico (Tabela 2). A evolugdo na ingestdo de energia ao longo do experimento
sofreu influéncia do tempo e do tratamento [F(288;32)=1,66; p<0,05]. A ingestdo de energia
foi significativamente maior na 3? 82 142 e 15% semana (p<0,05, Fig.1A) no grupo RC
comparado ao grupo CON (animais que receberam racdo padrdo e agua). Nos grupos CON e
RNC (animais que receberam racdo padréo e refrigerante ndo-calérico) houve uma ingestdo
de energia significativamente maior na 6, 72, 122 e 13% semanas de tratamento no grupo RNC
quando comparado ao grupo CON (p<0,05, Fig.1A). No grupo RC e RNC a ingestdo de

energia foi igual ao longo do experimento.

Racédo padréo

Na 178 semana, a média de ingestdo de racdo padrdo por animal por dia foi
significativamente menor no grupo RC comparado ao grupo CON e ao grupo RNC (p<0,05,
(Tabela 2). Por outro lado, a média de ingestdo de racdo padrdo entre os grupos CON e RNC
foi semelhante, A evolucdo na ingestdo de racdo padrdo ao longo do experimento sofreu
influéncia do tempo e do tratamento [F(288;32)= 19,66; p<0,05]. A ingestdo de racdo padréo
foi significativamente menor no grupo RC (p<0,05, Fig.1B) comparado ao grupo CON e o
grupo RNC ao longo do tratamento. O grupo RNC ingeriu significativamente mais racao
padrdo nas 6% 72 122 e 132 semana (p<0,05, Fig.1B) comparado ao grupo CON (p<0,05,
Fig.1B).

Liquidos

A média de ingestdo de liquidos (incluindo agua e refrigerante) por animal por dia na
178 semana foi significativamente maior no grupo RC (106,6mL) (p<0,05, Tabela 2)
comparado ao grupo CON (39,14mL) e o grupo RNC (60,71mL). O refrigerante calérico
contribuiu mais para esta maior ingestdo de liquidos no grupo RC, aproximadamente 92,8mL
foram provenientes do refrigerante calorico contra um consumo de 13,7mL de agua (Tabela
2). O grupo RNC teve ingestdo total de liquidos significativamente maior que o grupo CON



250
251
252
253
254
255
256
257
258

259

260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272

273

274
275

276

10

(p<0,05, Tabela 2). A ingestdo de refrigerante pelo grupo RNC também teve uma
contribuicdo importante do refrigerante para a maior ingestdo total de liquidos, mas com uma
ingestdo menor quando comparado ao grupo RC (p<0,05, Tabela 2), aproximadamente
39,2mL corresponderam a ingestdo de refrigerante ndo-caldrico contra a ingestdo de 21,5mL
de &gua. A evolugdo na ingestdo de liquidos ao longo do experimento sofreu influéncia do
tempo e do tratamento [F(288;32)=66,3; p<0,05]. A ingestdo de liquidos no grupo RC foi
significativamente maior ao longo do experimento (p<0,05, Fig.1C) comparado ao grupo
CON e ao grupo RNC. O grupo RNC apresentou uma ingestdo total de liquidos
significativamente maior a partir da 5% semana (p<0,05, Fig.1C) comparado ao grupo CON.

Nutrientes

A média de ingestdo de carboidratos por animal por dia na 172 semana foi
significativamente maior no grupo RC (p<0,05, Tabela 2) comparado ao grupo CON e o
grupo RNC. A ingestdo de refrigerante teve parcela importante na contribuicdo da maior
ingestdo de carboidratos no grupo RC, aproximadamente 53%, sendo estes, considerados
carboidratos simples (acUcar/sacarose) (Tabela 2). Ndo houve diferenca significativa na
ingestdo de carboidratos entre os grupos CON e RNC. Em relacdo a ingestdo de lipidios,
proteinas e sédio o grupo RC ingeriu menos destes nutrientes quando comparado ao grupo
CON e ao grupo RNC (p<0,05, Tabela 2). Nao houve diferenca significativa no consumo de
lipidios e proteinas entre os grupos CON e RNC (Tabela 2). No que diz respeito a ingestdo de
sodio, o grupo RNC teve maior ingestdo (p<0,05, Tabela 2) comparado aos grupos CON e
RC. A maior ingestdo de sodio pelo grupo RNC comparado ao CON foi devido ao contetdo
de sodio presente neste tipo de refrigerante que representou 12% de sddio no total de sodio

ingerido

Ganho de peso e deposicao de gordura intra-abdominal e perigonadal

N&o houve diferenga significativa no ganho de peso e na deposicdo de gordura intra-

abdominal e perigonadal dos animais ao final do experimento (Figura 2A e B).
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Discussao

No presente estudo, a ingestdo de refrigerante cal6rico e ndo-calérico ndo provocou
mudangas na ingestédo total de energia, peso corporal e gordura intra-abdominal e perigonadal
no final do tratamento. Entretanto, a ingestdo de refrigerante calérico resultou em dréstica
reducdo na ingestdo de alimentos sélidos e aumento na ingestdo de liquidos. Em relacdo a
ingestdo de refrigerante ndo-calorico, ndo houve influéncia na ingestdo total de alimentos
solidos no final do tratamento, no entanto, observou-se um aumento na ingestdo de liquidos,

mas com ingestdo menor quando comparado aos animais que ingeriram refrigerante caldrico.

Semelhante aos resultados encontrados, em um experimento realizado com animais
com duracdo de 6 meses, houve menor ingestdo de racdo padrdo e maior ingestdo de liquido
(refrigerante cal6rico) nos animais tratados com refrigerante calérico®. Todavia, os autores
encontraram maior ingestdo de energia e ganho de peso nos animais que receberam
refrigerante caldrico o que pode ser atribuido a maior duracdo do experimento. Outros autores
identificaram reducdo na ingestdo de alimentos sélidos em animais que receberam
refrigerantes®’® e outras bebidas adocadas com sacarose®*'?*, bem como aumento no
consumo total de liquidos pela contribuicdo da maior ingestdo destas bebidas, conforme os

resultados deste experimento.

A excessiva ingestdo de refrigerante cal6rico e a consequente menor ingestdo de
alimentos solidos, sugere que os animais mantiveram regulacdo na ingestdo de energia,
compensando 0 excesso de energia proveniente do refrigerante com menor ingestdo de
energia a partir de alimentos sélidos (racdo padrao) no periodo analisado. A ingestdo de racao
padrdo no grupo que recebeu refrigerante calérico pode ter sido influenciada por mecanismos
periféricos da saciedade que compreendem os hormdnios leptina e grelina. Lindqvist,
Baelemans e Erlanson-Albertsson® (2008) identificaram aumento do nivel sérico de leptina
em jejum, hormonio relacionado a inducgéo da saciedade, e reducdo no nivel sérico de grelina
em jejum, hormonio relacionado com a inducdo da ingestdo de alimentos, em animais que
receberam ragdo padrdo e solugdo de sacarose como Unica fonte de liquido, comparado aos
animais que receberam ragdo padrdo e agua. Os animais tratados com solugdo de sacarose
obtiveram menor ingestdo de alimentos sélidos, mas maior ingestdo de liquidos e energia,
sugerindo que estes mecanismos periféricos de regulacdo do apetite podem ter efeito sobre a
ingestdo de alimentos sélidos, mas ndo sdo suficientes para o controle da ingestdo de liquidos

altamente palataveis, como o refrigerante adogado com sacarose.
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De um modo geral, os resultados obtidos demonstraram que a ingestdo de refrigerante
ndo-caldrico em um ambiente controlado e com uma oferta de alimentacdo equilibrada, ndo
exerceu influéncia na ingestdo e qualidade de alimentos solidos no periodo analisado, no
entanto, desde o inicio do tratamento houve tendéncia a maior ingestdo de alimentos sélidos
no grupo tratado com refrigerante ndo-calorico. Além disso, em algumas semanas isoladas foi
observada ingestdo significativamente maior de alimentos sélidos pelo grupo que recebeu
refrigerante ndo-caldrico quando comparado ao grupo controle. Em outro estudo realizado
com animais, foi identificada reducdo na ingestdo de alimentos solidos quando retirado o
refrigerante ndo-calérico®, sugerindo que a retirada deste tipo de bebida, alterou a ingestio de
alimentos. Os resultados deste experimento indicaram que o efeito da ingestdo de refrigerante

ndo-caldrico, quando incorporadas ao habito alimentar, ainda é incerto.

Diversos centros neuronais do hipotdlamo participam no controle da ingestdo de
alimentos e energia, como ndcleos laterais, nucleos ventromediais e nucleos
paraventriculares®?. A regulacdo na ingestdo de energia também depende, pelo menos em
parte, de respostas da fase cefalica®. As respostas da fase cefalica sdo respostas fisioldgicas
antecipatdrias a ingestdo de alimentos, resultado da estimulagdo sensorial, como viséo, cheiro
e gosto dos alimentos que preparam o organismo para uma eficiente digestdo e absorcdo de

nutrientes®?.

A combinacdo de sabor e conteudo de energia é importante para o
desencadeamento de respostas da fase cefalica, de modo queo gosto doce com a auséncia de
energia poderia desregular respostas fisioldgicas afetando a regulacdo de energia®®. Um
experimento realizado com animais tratados com bebidas caléricas, adogadas com sacarose, e
bebidas ndo-caldricas, adocadas com edulcorante, ocorreu aumento na ingestdo de calorias no
grupo tratado com bebida ndo-calérica®®. Outras evidéncias sugerem um papel da amigdala
em mediar estimulos orosensoriais. Em um estudo com humanos que faziam o uso habitual de
edulcorantes, foi identificada associagdo inversa entre o uso de edulcorantes e respostas da
amigdala a soluges de sacarose®, ou seja, quanto maior a ingestao habitual de edulcorantes,
menor a sensibilidade da amigdala a solucdo de sacarose. Assim, o uso de edulcorantes
poderia levar a maior ingestdo de calorias proveniente de alimentos e/ou bebidas adocadas

com sacarose por precisar de um limiar maior para estimular a resposta da amigdala.

No presente estudo, observou-se que a ingestdo de agua foi substituida, em grande
parte, pelo consumo de refrigerante tanto calorico quanto ndo-calorico. A participacdo da
agua no consumo total de liquidos compreendeu 13% e 35% no grupo que recebeu
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refrigerante caldrico e no grupo que recebeu refrigerante ndo-calorico, respectivamente. Um
mecanismo que pode estar envolvido no aumento ou preferéncia pela ingestéo de refrigerantes
adocados com sacarose envolve o sistema de recompensa representado pelo sistema
dopaminérgico, responsavel por aumentar a ingestdo de alimentos palataveis®®. Alimentos
palataveis, por exemplo, os ricos em sacarose, ativam o “sistema de recompensa encefalico”
afetando o comportamento alimentar na dire¢do da gratificacdo, ao invés de apenas suprir as
necessidades fisioldgicas de energia®. A sacarose é um dos principais adocantes de
refrigerantes® e é altamente palatavel. Quando ingerida em solucio é capaz de elevar os
niveis extracelulares de dopamina no ndcleo accumbens de forma proporcional a
concentracdo ingerida, fazendo com que estes niveis elevados de dopamina aumentem a
ingestdo e a preferéncia por sacarose®®). Ha evidéncias de que a sacarose e os edulcorantes
ativam diferentes areas no cérebro. Além disso, a sacarose ativa mais regides encefalicas
relacionadas ao sistema de recompensa, como o estriado ventral esquerdo, o nicleo caudado
dorsal esquerdo, o mesencéfalo e o tdlamo bilateral direito, quando comparada a edulcorantes,

o que pode explicar a diferenca no consumo de refrigerante calérico e ndo-calérico®”.

Também foi observada menor ingestdo de proteinas e lipidios no grupo que recebeu
refrigerante calorico, o que foi atribuido a menor ingestdo de alimentos sdlidos. Além disso,
foi observada maior ingestdo de carboidratos no grupo que recebeu refrigerante calorico,
sendo que o principal responsavel pelo aumento da ingestdo de carboidratos neste grupo foi o
acucar presente neste refrigerante, aproximadamente 53% do total de carboidrato ingerido foi
a partir de carboidratos simples (agUcar/sacarose).

A maior ingestdo de sodio observada no grupo que recebeu refrigerante ndo-calorico
ocorreu pelo maior contetdo de sodio presente neste tipo de bebida. A excessiva ingestdo de
sodio € considerada um fator importante no desenvolvimento e intensidade da hipertenséo
arterial®, portanto sua ingestdo deve ocorrer com cautela. O menor teor de sédio ingerido
pelos animais que receberam refrigerante caldrico se deve ao fato deste grupo ter ingerido

menos ragdo padrao.

A menor ingestdo de racdo padrdo pelos animais que receberam refrigerante calérico
leva a refletir sobre as consequéncias da ingestdo de refrigerante calérico sobre a qualidade da
alimentacdo, que pode ser caracterizada como de baixa qualidade, levando a maior ingestdo
de carboidratos simples e menor ingestdo de carboidratos complexos, proteinas, lipidios e,

consequentemente, vitaminas e minerais presentes nos alimentos sélidos. Goularte, Ferreira e
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Sanvitto® (2012) também identificaram menor ingestdo de protefnas nos animais que
receberam refrigerante calorico. Estudos epidemiol6gicos encontraram associagdes positivas
entre a ingestdo de refrigerante caldrico e a ingestdo de carboidratos simples e uma associacdo
negativa entre a ingestdo de refrigerante calorico e ingestdo de proteinas, fibras, vitaminas e

demais micronutrientes“>?, corroborando os resultados encontrados no presente estudo.

A semelhanca entre 0s animais no padrdo de ganho de peso e deposicdo de gordura
intra-abdominal e perigonadal pode ser explicada pela ingestdo de energia que foi igual entre
0s grupos. Outros estudos realizados com animais”*® mostraram ganho de peso maior por
aqueles que receberam bebidas adogadas com sacarose. No entanto, dois destes estudos
realizaram o tratamento por um periodo maior e o outro estudo realizou o experimento em
menor tempo, mas as bebidas apresentavam densidade caldrica muito superior, podendo
explicar este maior ganho de peso que ndo foi encontrado neste estudo. Estudos
epidemiol6gicos demonstraram uma relacdo positiva entre o consumo de bebidas n&o-
caléricas e ganho de peso™®, porém sdo estudos limitados, pois ndo podemos estabelecer
relacido de causa e efeito. Em 2002, Raben e colaboradores®® em estudo experimental com
humanos, observaram aumento de peso e de gordura corporal entre individuos que receberam
bebidas e alimentos adogados com sacarose e reducdo destas varidveis foi encontrada nos
individuos que receberam bebidas e alimentos adocados com edulcorantes. Um ensaio clinico
randomizado, realizado com 641 criancas de 4 a 11 anos, tratadas com bebidas caléricas e
ndo-caloricas, no periodo de 18 meses, identificou menor ganho de peso e gordura corporal
nas criangas tratadas com bebida ndo-cal6rica quando comparada com as criangas tratadas

com refrigerante calérico”.
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Concluséao

De acordo com os resultados conclui-se que, em ambiente controlado e com a oferta de
alimentacdo equilibrada, a exposicao a refrigerante calérico ou ndo-calérico ndo provocou
mudangas na ingestdo total de energia, peso corporal e deposi¢do de gordura intra-abdominal
e perigonadal no periodo avaliado. Entretanto, a ingestdo de refrigerante calérico influenciou
a quantidade e a qualidade dos alimentos solidos ingeridos. A ingestdo de refrigerante néo-
caldrico ndo influenciou a ingestdo de alimentos, mas levou a maior ingestdo de sodio. Tanto
o refrigerante caldrico quanto o ndo-caldrico levou a maior ingestdo total de liquidos e menor
ingestdo de agua, que foi substituida pelo refrigerante. Esses achados podem servir como base
para mais estudos que avaliem alteracfes no comportamento alimentar com a exposi¢do a
refrigerantes caloricos e ndo-caloricos utilizando maior nimero de animais, com periodos de
tratamento maiores e com a oferta de alimentos solidos mais palataveis, pois sdo mais

semelhantes a alimentacdo humana e podem refletir melhor estes efeitos.
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Tabela 1. Valores nutricionais de refrigerante tipo cola calérico e ndo-caldrico

Qtd (mL) kcal Carboidratos (g) Sédio (mg)
Refrigerante caldrico (Coca-cola®) 1 0,43 0,11 0,05
Refrigerante ndo-calérico (Coca-cola zero®) 1 0,00 0,00 0,28

Dados obtidos através do site do fabricante.
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Tabela 2. Ingestdo didria de energia, racdo padrdo, nutrientes e liquidos no final do

experimento (semana 17)
(\Valores médios e seus erros padrdes)

CON RC RNC
(n 10) (n 10) (n 10)
Média EP Média EP Média EP

Energia (kcal/dia) 83,5% 1,98 87,4 1,17 89,16% 1,34
Energia refrigerante (kcal/ dia) - - 39,9 0,71 - -
Racdo Padrdo (g/ dia) 28,31° 0,67 16,10° 0,40 30,22 0,45
Carboidrato (g/ dia) 15,57° 0,37 19,06 0,23 16,62° 0,25
Sacarose (g/ dia) - - 10,21 0,18 - -
Proteina (g/ dia) 6,22° 0,14 3,54° 0,08 6,65° 0,10
Lipidios (¢/ dia) 1,27° 0,02 0,72° 0,01 1,36° 0,02
Sédio total (mg/ dia) 76,44 1,81 48,12° 1,07 92,59°% 1,11
Sadio refrigerante (mg/ dia) - - 4,64° 0,08 10,98% 0,34
Total de liquidos (mL/ dia) 39,14° 0,96 106,6 1,25 60,71 1,14
Agua (mL/ dia) 39,14 0,96 13,79° 1,11 21,5° 1,03

CON, controle; RC, refrigerante calérico; RNC, refrigerante ndo-calérico; EP, erro padrao

a,b,c Valores médios com letras sobrescrita diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0.05; ANOVA
seguida pelo pds-teste Bonferroni e para analise de sodio presente nos refrigerantes foi utilizado o teste t-Student).
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Fig. 1. (A) Ingestdo energética por animal/dia (kcal/dia) ao longo de 17 semanas de experimento; (B) ingestdo de racdo
padrdo por animal/dia (g/dia) e (C) ingestdo total de liquidos por animal/dia (mL/dia). Os valores sdo médias e + E.P. CON
(controle, n=10); RC (refrigerante calérico, n=10) e RNC (refrigerante ndo-calérico, n=10). * p<0,05 CON vs RC; ¥+ CON vs
RNC e # p<0,05 RC vs RNC, ANOVA de medidas repetidas seguida pelo pos-teste de Bonferroni.



(A) 500-

450 (B) i 301
_ 400+ I -
%" 350- g 25+
42_ 300+ S 20 I
v 2504 -g i
-] 1 154
£ 200- £
3 150- £ 10-
& =
100+ = 5.
50 T
S
0 T : (CAN T T
CON RC RNC CON RC RNC
Grupos Grupos
576
S77

578 Fig. 2. (A) Ganho de peso (n=10) e (B) gordura intra-abdominal (n=10) ao final do experimento (17 semanas). CON,
579  controle; RC, refrigerante calérico e RNC, refrigerante ndo-calérico. ANOVA.

580



582

ANEXOS

1.7 ANEXO A - NORMAS DA REVISTA BRITISH JOURNAL OF NUTRITION

Directions to Contributors
British Journal of Nutrition
(Revised January 2012)

The British Journal of Nutrition is an international peer-reviewed journal that publishes original papers and review articles in all
branches of nutritional science. The underlying aim of all work should be, as far as possible, to develop nutritional concepts. The
British Journal of Nutrition encompasses the full spectrum of nutritional science including epidemiclogy, dietary surveys, nutritional
requirements and behaviour, metabolic studies, body composition, energetics, appetite, obesity, ageing, endocrinology,
immunology, neuroscience, microbiology, genetics and molecular and cell biology. The journal does not publish case studies;
papers on food technology, food science or food chemistry; or papers of primarily local interest.

As a contributor you are asked to follow the guidelines set out below. Prospective authors may also contact the Publications
Office directly on +44 (0)20 7605 6555 (telephone), +44 20 7602 1756 (fax) or edoffice@nutsoc.org.uk (e mail).

Papers submitted for publication should be written in English and be as concise as possible. If English is not the first language of
the authors then the paper should be checked by an English speaker. The British Journal of Nutrition operates an on-line
submission and reviewing system (elournalPress). Authors should submit to the following address: http://bjn.msubmit.net/
Receipt of papers will be acknowledged immediately.

Papers should be accompanied by a statement of acceptance of the conditions laid down in the Directions to Contributors. The
statement should affirm that the submission represents original work that has not been published previously, that it is not currently
being considered by another journal, and that if accepted for the British Journal of Nutrition it will not be published elsewhere in
the same form, in English or in any other language, without the written consent of the Nutrition Society. It should also confirm that
each author has seen and approved the contents of the submitted manuscript. At the time of acceptance the authors should
provide a completed copy of the ‘Licence to Publish® {in lieu of copyright transfer), which is available on the Nutrition Society’s
web pages (http://www.nutritionsociety.org/publications/nutrition-society-journals/british-journal-of-nutrition); the Society no
longer requires copyright of the material published in the journal, only a ‘Licence to Publish.” The authors or their institutions
retain the copyright.

The manuscript must include a statement reporting any conflicts of interest, all sources of funding and the contribution of each
author to the manuscript. This statement should be placed at the end of the text of the manuscript before the references are listed.
Conflict of interest exists when an author (or the author's institution) has financial or personal relationships that inappropriately
influence (bias) his or her actions (such relationships are also known as dual commitments, competing interests, or competing
loyalties); for further detail, see http://www.icmje.org/ethical 4conflicts.html If there are no conflicts of interest this must be
stated. If the work was funded, please state “This work was supported by (for example) The Medical Research Council [grant
number xxx (if applicable)]”. If the research was not funded by any specific project grant, state “This research received no specific
grant from any funding agency in the public, commercial or not-for-profit sectors.”

This journal adheres to the Committee on Publication Ethics (COPE) guidelines on research and publications ethics
http://publicationethics.org/resources/guidelines

When substantial revisions are required to manuscripts, authors are normally given the opportunity to do this once only; the
need for any further changes should at most reflect only minor issues. If a paper requiring revision is not resubmitted within 3
months, it may, on resubmission, be deemed a new paper and the date of receipt altered accordingly.
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trials and other evaluation studies should follow the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) guidelines (http:/prisma-statement.org).

Plagiarism: Text taken directly or closely paraphrased from earlier published work that has not been acknowledged or
referenced will be considered plagiarism. Submitted manuscripts in which such text is identified will be withdrawn from the
editorial process.
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work.

Typescripts should be prepared with 1'5 line spacing and wide margins (2 cm), the preferred font being Times New Roman size
12, At the ends of lines words should not be hyphenated unless hyphens are to be printed. Line numbering and page numbering is
required.

Spelling should generally be that of the Concise Oxford Dictionary (1995), 9th ed. Oxford: Clarendon Press. Papers should
normally be divided into the following parts:

(a) Title page: authors’ names should be given without titles or degrees and one forename may be given in full. The name
and address of the institution where the work was performed should be given, as well as the main address for each author.

The name and address of the author to whom correspondence should be sent should be clearly stated, together with telephone
and fax numbers and email address. Other authors should be linked to their address using superscript Arabic numerals.
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Acknowledgments.
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experimental data.

The title page should also contain a shortened version of the paper’'s title, not exceeding forty-five letters and spaces in length,
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Authors are asked to supply three or four key words or phrases (each containing up to three words) on the title page of the
typescript.

(b)  Abstract: each paper must open with an abstract of not more than 250 words. The abstract should be a single paragraph
of continuous text outlining the aims of the work, the experimental approach taken, the principal results and the conclusions and
their relevance to nutritional science.

(c) Introduction: it is not necessary to introduce a paper with a full account of the relevant literature, but the introduction
should indicate briefly the nature of the question asked and the reasons for asking it. It should be no longer than two pages.

(d})  Experimental methods: methods should appear after the introduction.

The notice of contributors is drawn to the guidelines in the World Medical Association (2000) Declaration of Helsinki: ethical
principles for medical research involving human subjects, with notes of clarification of 2002 and 2004
(hitp://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/), the Guidelines on the Practice of Ethics Committees Involved in Medical
Research Involving Human Subjects (3rd ed., 1996; London: The Royal College of Physicians) and the Guidelines for the ethical
conduct of medical research involving children, revised in 2000 by the Royal College of Paediatrics and Child Health: Ethics Advisory
Committee (Arch Dis Child (2000) 82, 177=182). A paper describing any experimental work on human subjects must include the
following statement in the materials/methods section: “This study was conducted according to the guidelines laid down in the
Declaration of Helsinki and all procedures involving human subjects/patients were approved by the [insert name of the ethics
committee; a specific ethics number may be inserted if you wish]. Written [or Verbal] informed consent was obtained from all
subjects/patients. [Where verbal consent was obtained this must be followed by a statement such as: Verbal consent was
witnessed and formally recorded].”

Experiments involving the use of vertebrate animals. The Editors will not accept papers reporting work carried out using
inhumane procedures. When reporting on experiments involving the use of vertebrate animals, authors must state whether
institutional and national guidelines for the care and use of animals were followed and that all experimental procedures involving
animals were approved by the [insert name of the ethics committee or other approving body; the authors could insert a specific
ethics/approval number following this if they wish]. Please state whether institutional and national guidelines for the care and use
of animals were followed and that all experimental procedures involving animals were approved by the [insert name of the ethics
committee or other approving body; a specific ethics/approval number can be inserted if you wish].

(e}  Results: these should be given as concisely as possible, using figures or tables as appropriate.

(f}  Discussion: while it is generally desirable that the presentation of the results and the discussion of their significance
should be presented separately, there may be occasions when combining these sections may be beneficial. Authors may also find
that additional or alternative sections such as ‘conclusions’ may be useful. The discussion should be no longer than five pages.

(g) Acknowledgments: these should be given in a single paragraph after the discussion and should include information on
source of funding, declaration of any conflicts of interest and a brief statement of the contribution(s) of each author, as specified
above.

(h)  References: these should be given in the text using the Vancouver system. They should be numbered consecutively in the
order in which they first appear in the text using superscript Arabic numerals in parentheses, e.g. ‘The conceptual difficulty of this
approach has recently been highlighted“‘z"”’. If a reference is cited more than once the same number should be used each time.
References cited only in tables and figure legends and not in the text should be numbered in sequence from the last number used
in the text and in the order of mention of the individual tables and figures in the text. At the end of the paper, on a page(s) separate
from the text, references should be listed in numerical order. When an article has more than three authors only the names of the
first three authors should be given followed by ‘et ol The issue number should be omitted if there is continuous pagination
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throughout a volume. Names and initials of authors of unpublished work should be given in the text as ‘unpublished results’ and
not included in the References. Titles of journals should appear in their abbreviated form using the NCBI LinkOut page
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/linkout/journals/jourlists fegi?typeid=1&type=journals&operation=Show  References to
books and monographs should include the town of publication and the number of the edition to which reference is made. Thus:

1. Setchell KD, Faughnan M5, Avades T et al. (2003) Comparing the pharmacokinetics of daidzein and genistein with the use of 13C-
labeled tracers in premencpausal women. AmJ Clin Nutr 77, 411-419.

2. Barker DJ, Winter PD, Osmond C et al. (1989) Weight in infancy and death from ischaemic heart disease. Lancet ii, 577-580.
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signaling in energy metabolism regulation. Am J Physiol Endocrinol Metab 280, EB27-E847.

6. Han KK, Soares JM Jr, Haidar MA et al. (2002) Benefits of soy isoflavone therapeutic regimen on menopausal symptoms. Obst
Gynecol 99, 389-394,

7. Uhl M, Kassie F, Rabot 5 et al. (2004) Effect of common Brassica vegetables (Brussels sprouts and red cabbage) on the
development of preneoplastic lesions induced by 2-amino-3-methylimidazo[4,5-flquinoline (1Q) in liver and colon of Fischer 344
rats. J Chromatogr 8028, 225-230.

8. Hall WL, Vafeiadou K, Hallund J et al. (2005) Soy isoflavone enriched foods and inflammatory biomarkers of cardiovascular risk in
postmenopausal women: interactions with genotype and equol production. AmJ Clin Nutr (In the Press).

9. Skurk T, Herder C, Kraft | et al. (2004) Production and release of macrophage migration inhibitory factor from human adipocytes.
Endocrinology (Epublication ahead of print version).

10. Skurk T, Herder C, Kraft | et al. (2005) Production and release of macrophage migration inhibitory factor from human
adipocytes. Endocrinology 146, 1006~1011; Epublication 2 December 2004,

11. Bradbury J (2002) Dietary intervention in edentulous patients. PhD Thesis, University of Newcastle.

12. Ailhaud G & Hauner H (2004) Development of white adipose tissue. In Handbook of Obesity. Etiology and Pathophysiology, 2nd
ed., pp. 481-514 [GA Bray and C Bouchard, editors]. New York: Marcel Dekker.

13. Bruinsma | (editor) (2003) World Agriculture towards 2015,/2030: An FAO Perspective. London: Earthscan Publications.

14. Griinari JM & Bauman DE (1999) Biosynthesis of conjugated linoleic acid and its incorporation into meat and milk in ruminants.
In Advances in Conjugated Linoleic Acid Research, vol. 1, pp. 180-200 [MP Yurawecz, MM Mossoba, JKG Kramer, MW Pariza and GJ
Melson, editors]. Champaign, IL: AOCS Press.

15. Henderson L, Gregory |, Irving K et al. (2004) Naotional Diet and Nutrition Survey: Adults Aged 19 to 64 Years. vol. 2: Energy,
Protein, Fat and Carbohydrate Intake. London: The Stationery Office.

16. International Agency for Research on Cancer (2004) Cruciferous Vegetables, Isothiocyanates and Indoles. IARC Handbooks of
Cancer Prevention no. 9 [H Vainio and F Bianchini, editors]. Lyon, France: IARC Press.

17. Linder MC (1996) Copper. In Present Knowledge in Nutrition, 7th ed., pp. 307-319 [EE Zeigler and U Filer Jr, editors].
Washington, DC: ILSI Press.

18. World Health Organization (2003) Diet, Nutrition and the Prevention of Chronic Diseases. Joint WHO/FAO Expert Consultation.
WHO Technical Report Series no. 916. Geneva: WHO.

19. Keiding L (1997) Astma, Allergi og Anden Overfglsomhed i Danmark = Og Udviklingen 1987=-199] (Asthma, Allergy and Other
Hypersensitivities in Denmark, 1987=1991). Copenhagen, Denmark: Dansk Institut for Klinisk Epidemiologi.

References to material available on websites should include the full Internet address, and the date of the version cited. Thus:

20. Department of Health (1997) Committee on Toxicity of Chemicals in Food Consumer Products and the Environment. Statement
on vitamin By (pyridoxine) toxicity. http://www.open.gov.uk/doh/hef/B6.htm
21. Kramer M5 & Kakuma R (2002) The Optimal Duration of Exclusive Breastfeeding: A Systematic Review. Rome: WHO; available at
http://www .who.int/nut/documents /optimal_duration_of_exc_bfeeding_review_eng.pd
22. Hooper L, Thompson RL, Harrison RA et al. (2004) Omega 3 fatty acids for prevention and treatment of cardiovascular disease.
Cochrane Database of Systematic Reviews, issue 4, CDO03177.
http://www.mrw.interscience.wiley.com/cochrane/clsysrev/articles/CD003177 fframe .html
23. Nationmaster (2005) HIV AIDS = Adult prevalence rate. http:y//www.nationmaster.com/graph-T/hea_hiv_aid_adu_pre_rat
(accessed June 2005).

(i) Supplementary data: Additional data (e.g. data files, large tables) relevant to the paper can be submitted for publication
online only, where they are made available via a link from the abstract and the paper. The paper should stand alone without these
data. Supplementary data should be supplied as a PDF for the review process and must be cited in a relevant place in the text of the

paper.

Mathematical modelling of nutritional processes. Papers in which mathematical modelling of nutritional processes forms the
principal element will be considered for publication provided: (a) they are based on sound biological and mathematical principles;
(b) they advance nutritional concepts or identify new avenues likely to lead to such advances; (c) assumptions used in their
construction are fully described and supported by appropriate argument; (d) they are described in such a way that the nutritional
purpose is clearly apparent; (e) the contribution of the model to the design of future experimentation is clearly defined.
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Units. Results should be presented in metric units according to the International System of Units (see Quantities, Units and Symbols
in Physical Chemistry, 3rd ed. (2007) Cambridge: RSC Publishing), and Metric Units, Conversion Factors and Nomenclature in
Mutritional and Food Sciences (1972) London: The Royal Society — as reproduced in Proceedings of the Nutrition Society (1972) 31,
239-247). Sl units should be used throughout the paper. The author will be asked to convert any values that are given in any other
form. The only exception is where there is a unigque way of expressing a particular variable that is in widespread use. Energy values
must be given in Joules (MJ or k) using the conversion factor 1 kcal = 4-184 kl. If required by the author, the value in kcal can be
given afterwards in parentheses. Temperature is given in degrees Celsius (2C). Vitamins should be given as mg or pg, not as IU.

For substances of known molecular mass (Da) or relative molecular mass, e.g. glucose, urea, Ca, Na, Fe, K, P, values should be
expressed as mol/l; for substances of indeterminate molecular mass (Da) or relative molecular mass, e.g. phospholipids, proteins,
and for trace elements, eg. Cu, Zn, then g/l should be used.

Time. The 24 h clock should be used, e.g. 15.00 hours.

Units are: year, month, week, d, h, min, s, kg, g, mg, pg, litre, ml, pl, fl. To avoid misunderstandings, the word litre should be
used in full, except in terms like g/1. Radioactivity should be given in becquerels (Bg or GBg) not in Ci. 1 MBg = 27-03 pCi (1Bg =1
disintegration/s).

Statistical treatment of results. Data from individual replicates should not be given for large experiments, but may be given for
small studies. The methods of statistical analysis used should be described, and references to statistical analysis packages included
in the text, thus: Statistical Analysis Systems statistical software package version 6.11 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Information
such as analysis of variance tables should be given in the paper only if they are relevant to the discussion. A statement of the
number of replicates, their average value and some appropriate measure of variability is usually sufficient.

Comparisons between means can be made by using either confidence intervals (Cl) or significance tests. The most appropriate
of such measures is usually the standard error of a difference between means (sen), or the standard errors of the means (st or sem)
when these vary between means. The standard deviation (so) is more useful only when there is specific interest in the variability of
individual values. The degrees of freedom (df) associated with sep, sem or sp should also be stated. The number of decimal places
guoted should be sufficient but not excessive. Note that pH is an exponential number, as are the log(10) values often quoted for
microbial numbers. Statistics should be carried out on the scalar rather than the exponential values.

If comparisons between means are made using Cl, the format for presentation is, e.g. ‘'difference between means 073 (95 % CI
0-314, 1-36) g'. If significance tests are used, a statement that the difference between the means for two groups of values is [or is
not) statistically significant should include the level of significance attained, preferably as an explicit P value (e.g. P=0-016 or
P=0-32) rather than as a range (e.g. P<0-05 or P=0-05}. It should be stated whether the significance levels quoted are one-sided or
two-sided. Where a multiple comparison procedure is used, a description or explicit reference should be given. Where appropriate,
a superscript notation may be used in tables to denote levels of significance; similar superscripts should denote lack of a significant
difference.

‘Where the method of analysis is unusual, or if the experimental design is at all complex, further details (e.g. experimental plan,
raw data, confirmation of assumptions, analysis of variance tables, etc.) should be included.

Figures. Figures should not be incorporated into the article file and should be supplied as separate electronic files. Figure legends
should be grouped in a section at the end of the text. Each figure should be clearly marked with its number and separate panels
within figures should be clearly marked (a), (b), (c) etc. so that they are easily identifiable when the article and figure files are
merged for review.

In curves presenting experimental results the determined points should be clearly shown, the symbols used being, in order of
preference, o, », A, &, O, m, %, +. Curves and symbols should not extend beyond the experimental points. Scale-marks on the axes
should be on the inner side of each axis and should extend beyond the last experimental point. Ensure that lines and symbols used
in graphs and shading used in histograms are large enough to be easily identified when the figure is reduced tofit the printed page.

Figures and diagrams can be prepared using most applications but please do not use the following: cdx, chm, jnb or PDF. All
figures should be numbered and legends should be provided. Each figure, with its legend, should be comprehensible without
reference to the text and should include definitions of abbreviations. Latin names for unusual species should be included unless
they have already been specified in the text. Each figure will be positioned near the point in the text at which it is first introduced
unless instructed otherwise.

Note that authors will be charged 350 GEP for the publication of colour figures. Authors from countries entitled to free journal
access through HINARI will be exempt from these charges.

Refer to a recent copy of the journal for examples of figures.

Image integrity. Images submitted with a manuscript should be minimally processed (e.g. the addition of labelling). Authors should
retain their original data, as Editors may request them for comparison during manuscript review. If such data are unavailable the
manuscript may be withdrawn from the review process.

Some image processing is acceptable (and may be unavoidable), but the final image must accurately represent the original
data. Authors should provide sufficient detail of image-gathering procedures and process manipulation in the Methods sections to
enable the accuracy of image presentation to be assessed. Grouping or cropping of images must be identified in the legend and
indicated by clear demarcation. Adjustment of brightness, contrast or colour balance is acceptable if applied to the whole image
and to controls and if data do not disappear as the result of the manipulation.

Plates. The British Joumal of Nutrition will now also consider the inclusion of illustrations and photomicrographs. The size of
photomicrographs may have to be altered in printing; in order to avoid mistakes the magnification should be shown by scale on the
photograph itself. The scale with the appropriate unit together with any lettering should be drawn by the author, preferably using
appropriate software.
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Tables. Tables should carry headings describing their content and should be comprehensible without reference to the text. Tables
should not be subdivided by ruled lines. The dimensions of the values, e.g. mg/kg, should be given at the top of each column.
Separate columns should be used for measures of variance (so, sk etc.), the + sign should not be used. The number of decimal places
used should be standardized; for whole numbers 1-0, 2-0 etc. should be used. Shortened forms of the words weight (wt) height (ht)
and experiment (Expt) may be used to save space in tables, but only Expt (when referring to a specified experiment, e.g. Expt 1) is
acceptable in the heading.

Footnotes are given in the following order: (1) abbreviations, (2) superscript letters, (3) symbols. Abbreviations are given in the
format: RS, resistant starch. Abbreviations appear in the footnote in the order that they appear in the table (reading from left to
right across the table, then down each column). Abbreviations in tables must be defined in footnotes. Symbols for footnotes should
be used in the sequence: *T£§| |1, then ** etc. (omit * or *, or both, from the sequence if they are used to indicate levels of
significance).

For indicating statistical significance, superscript letters or symbols may be used. Superscript letters are useful where
comparisons are within a row or column and the level of significance is uniform, e.g. ‘**“Mean values within a column with unlike
superscript letters were significantly different (P<0-05)". Symbols are useful for indicating significant differences between rows or
columns, especially where different levels of significance are found, e.g. ‘Mean values were significantly different from those of the
control group: *P<0-05, **P<0-01, ***P<0-001". The symbols used for Pvalues in the tables must be consistent.

Tables should be placed at the end of the text. Each table will be positioned near the point in the text at which it is first
introduced unless instructed otherwise.

Please refer to a recent copy of the journal for examples of tables.

Chemical formulas. These should be written as far as possible on a single horizontal line. With inorganic substances, formulas may
be used from first mention. With salts, it must be stated whether or not the anhydrous material is used, e.g. anhydrous CuS0O,, or
which of the different crystalline forms is meant, e .g. CuS04.5H:0, CuS0,4.H,0.

Descriptions of solutions, compositions and concentrations. Solutions of common acids, bases and salts should be defined in
terms of molarity (m), e.g. 01 m-NaH;P0,. Compositions expressed as mass per unit mass (w/w) should have values expressed as
ng, ug, mg or g per kg; similarly for concentrations expressed as mass per unit volume (w/v), the denominator being the litre. If
concentrations or compositions are expressed as a percentage, the basis for the composition should be specified (e.g. % (w/w) or %
(w/v) etc.). The common measurements used in nutritional studies, e.g. digestibility, biclogical value and net protein utilization,
should be expressed as decimals rather than as percentages, so that amounts of available nutrients can be obtained from analytical
results by direct multiplication. See Metric Units, Conversion Factors and Nomenclature in Nutritional and Food Sciences. London:
The Royal Society, 1972 (para. 8).

Cell lines. The Journal expects authors to deposit cell lines (including microbial strains) used in any study to be published in publicly
accessible culture collections, for example, the European Collection of Cell Cultures (ECACC) or the American Type Culture
Collection [ATCC) and to refer to the collection and line or strain numbers in the text (e.g. ATCC 53103). Since the authenticity of
subcultures of culture collection specimens that are distributed by individuals cannot be ensured, authors should indicate
laboratory line or strain designations and donor sources as well as original culture collection identification numbers.

Gene nomenclature and symbols. The use of symbols and nomenclature recommended by the HUGD Gene Nomenclature
Committee (http://www .genenames.org/] is encouraged. Information on human genes is also available from Entrez Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites /fentrez?db=gene), on mouse genes from the Mouse Genome Database

(http://www.informatics.jax.org/) and on rat genes from the Rat Genome Database (http://red.mow.edu/).

Nomenclature of vitamins. Most of the names for vitamins and related compounds that are accepted by the Editors are those
recommended by the IUNS Committee on Nomenclature. See Nutrition Abstracts and Reviews (1978) 484, 831-835.

Acceptable name Other names*
Vitamin A
Retinol Vitamin A,
Retinaldehyde, retinal Retinene
Retinoic acid (all-trans or 13-cis) Vitamin A, acid
3-Dehydroretinol Vitamin A;
Vitamin D
Ergocalciferol, ercalciol Vitamin D, calciferol
Cholecalciferol, calciol Vitamin Dy
Vitamin E

-, f- and y-tocopherols plus
tocotrienols

Vitamin K
Phylloquinone Vitamin K;
Menaguinone-n ( MK-n)T Vitamin K

Menadione Vitamin K3
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menagquinone,

menaphthone
Vitamin B,
Thiamin Aneurin(e), thiamine
Vitamin Bz
Riboflavin Vitamin G, riboflavine,
lactoflavin
Niacin
Nicotinamide Vitamin PP
Nicotinic acid
Falic Acid
Pteroyl{mono)glutamic acid Folacin, vitamin B, or M
Vitamin Bg
Pyridoxine Pyridoxol
Pyridoxal

Pyridoxamine
Vitamin B4z
Cyanocobalamin
Hydroxocobalamin Vitamin Byaz 0F Byas
Aquocobalamin
Methylcobalamin
Adenosylcobalamin
Inositol
Mpyo-inositol Meso-inositol
Choline
Pantothenic acid
Biotin Vitamin H
Vitamin C
Ascorbic acid
Dehydroascorbic acid

*Including some names that are still in use elsewhere, but are not used by the British fournal of Nutrition.

TDetails of the nomenclature for these and other naturally-occurring quinones should follow the Tentative Rules of the IUPAC-
IUB Commission on Biochemical Nomenclature (see European Journal of Biochemistry (1975) 53, 15-18)

Generic descriptors. The terms vitamin A, vitamin C and vitamin D may still be used where appropriate, for example in phrases
such as "vitamin A deficiency’, ‘vitamin D activity'.

Vitamin E. The term vitamin E should be used as the descriptor for all tocol and tocotrienol derivatives exhibiting gualitatively
the biological activity of a-tocopherol. The term tocopherols should be used as the generic descriptor for all methyl tocols. Thus,
the term tocopherol is not synonymous with the term vitamin E.

Vitamin K. The term vitamin K should be used as the generic descriptor for 2-methyl-1,4-naphthoquinone (menaphthone) and
all derivatives exhibiting qualitatively the biclogical activity of phylloguinone (phytylmenaguinone).

Miacin. The term niacin should be used as the generic descriptor for pyridine 3-carboxylic acid and derivatives exhibiting
gualitatively the biological activity of nicotinamide.

Vitamin Bg. The term witamin By should be used as the generic descriptor for all 2-methylpyridine derivatives exhibiting
qualitatively the biological activity of pyridoxine.

Folate. Due to the wide range of C-substituted, unsubstituted, oxidized, reduced and mono- or polyglutamyl side-chain
derivatives of pteroylmonoglutamic acid that exist in nature, it is not possible to provide a complete list. Authors are encouraged to
use either the generic name or the correct scientific name(s) of the derivative(s), as appropriate for each circumstance.

Vitamin B, The term vitamin By, should be used as the generic descriptor for all corrinoids exhibiting qualitatively the
biological activity of cyanocobalamin. The term corrinoids should be used as the generic descriptor for all compounds containing
the corrin nucleus and thus chemically related to cyanocobalamin. The term corrinoid is not synonymous with the term vitamin
By,

Vitamin C. The terms ascorbic acid and dehydroascorbic acid will normally be taken as referring to the naturally-occurring L-
forms. If the subject matter includes other optical isomers, authors are encouraged to include the L- or p- prefixes, as appropriate.
The same is true for all those vitamins which can exist in both natural and alternative isomeric forms.

Ameounts of vitamins and summation. Weight units are acceptable for the amounts of vitamins in foods and diets. For
concentrations in biological tissues, 51 units should be used; however, the authors may, if they wish, also include other units, such
as weights or international units, in parentheses.

See Metric Units, Conversion Foctors and Nomenclature in Nutritional and Food Sciences (1972) paras B and 14-20. London: The
Royal Society.

Nomenclature of fatty acids and lipids. In the description of results obtained for the analysis of fatty acids by conventional GLC, the
shorthand designation proposed by Farguhar JW, Insull W, Rosen P, Stoffel W & Ahrens EH (Nutrition Reviews (1959), 17, Suppl.)
for individual fatty acids should be used in the text, tables and figures. Thus, 18 : 1 should be used to represent a fatty acid with
eighteen carbon atoms and one double bond; if the position and configuration of the double bond is unknown. The shorthand
designation should also be used in the abstract. If the positions and configurations of the double bonds are known, and these are
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important to the discussion, then a fatty acid such as linoleic acid may be referred to as cis-9,cis-12-18 : 2 (positions of double
bonds related to the carboxyl carbon atom 1). However, to illustrate the metabolic relationship between different unsaturated
fatty acid families, it is sometimes more helpful to number the double bonds in relation to the terminal methy! carbon atom, n. The
preferred nomenclature is then: 18 : 3n-3 and 18 : 3n-6 for a-linclenic and y-linoclenic acids respectively; 18 : 2n-6 and 20 : 4n-6 for
lincleic and arachidonic acids respectively and 18 : 1n-9 for oleic acid. Positional isomers such as o- and y-linolenic acid should
always be clearly distinguished. It is assumed that the double bonds are methylene-interrupted and are of the cis-configuration (see
Holman RT in Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids (1966) vol. 9, part 1, p. 3. Oxford: Pergamon Press). Groups of fatty
acids that have a commeon chain length but vary in their double bond content or double bond position should be referred to, for
example, as Cip fatty acids or Cy PUFA. The modern nomenclature for glycerol esters should be used, i.e. triacylghycerol,
diacylglycerol, monoacylglycerol not triglyceride, diglyceride, monoglyceride. The form of fatty acids used in diets should be clearly
stated, i.e. whether ethyl esters, natural or refined fats or oils. The composition of the fatty acids in the dietary fat and tissue fats
should be stated clearly, expressed as mol/100 mol or g/100 g total fatty acids.

Nomenclature of micro-organisms. The correct name of the organism, conforming with international rules of nomenclature,
should be used: if desired, synonyms may be added in parentheses when the name is first mentioned. Names of bacteria should
conform to the current Bacteriological Code and the opinions issued by the International Committee on Systematic Bacteriology.
Mames of algae and fungi must conform to the current International Code of Botanical Nomenclature. Names of protozoa should
conform to the current International Code of Zoological Nomenclature.

Nomenclature of plants. For plant species where a common name is used that may not be universally intelligible, the Latin name in
italics should follow the first mention of the commaon name. The cultivar should be given where appropriate.

Other nomenclature, symbols and abbreviations. Authors should consult recent issues of the British Journal of Nutrition for
guidance. The IUPAC rules on chemical nomenclature should be followed, and the recommendations of the Nomenclature
Committee of IUBMB and the IUPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomenclature and Nomenclature Commission of
IUBMB in Biochemical Nomenclature and Reloted Documents (1992), 2nd ed., London: Portland Press
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/bibliog/white.html). The symbols and abbreviations, other than units, are essentially those
listed in British Standard 5775 (1979=1982), Specifications for Quantities, Units and Symbols, parts O=13. Day should be abbreviated
to d, for example 7 d, except for “each day’, ‘7th day” and "day 1".

Elements and simple chemicals (e.g. Fe and CO;) can be referred to by their chemical symbol (with the exception of arsenic and
iodine, which should be written in full) or formula from the first mention in the text; the title, text and table headings, and figure
legends can be taken as exceptions,. Well-known abbreviations for chemical substances may be used without explanation, thus:
RNA for ribonucleic acid and DNA for deoxyribonucleic acid. Other substances that are mentioned frequently (five or more times)
may also be abbreviated, the abbreviation being placed in parentheses at the first mention, thus: lipoprotein lipase (LPL), after that,
LPL, and an alphabetical list of abbreviations used should be included. Only accepted abbreviations may be used in the title and text
headings. If an author's initials are mentioned in the text, they should be distinguished from other abbreviations by the use of
stops, e.g. ‘one of us (P. ). H.)..". For UK counties the official names given in the Concise Oxford Dictionary (1995) should be used
and for states of the USA two-letter abbreviations should be used, eg. MA (not Mass.) and IL [not IIl). Terms such as
‘bicavailability’ or "available’ may be used providing that the use of the term is adeguately defined.

Spectrophotometric terms and symbols are those proposed in IUPAC Manual of Symbols and Terminology for Physicochemical
Quantities and Units (1979) London: Butterworths. The attention of authors is particularly drawn to the following symbols: m (milli,
103}, W (micro, 106}, n (nano, 109} and p (pico, 1012}. Mote also that ml (millilitre) should be used instead of cc, um [micrometre)
instead of p (micron) and pg (microgram) instead of y.

Mumbers. Mumerals should be used with units, for example, 10 g, 7 d, 4 years (except when beginning a sentence, thus: ‘Four
years ago..."); otherwise, words (except when 100 or more), thus: one man, ten ewes, ninety-nine flasks, three times (but with
decimal, 2-5 times), 100 patients, 120 cows, 136 samples.

Abbreviations. The following abbreviations are accepted without definition by the British Journal of Nutrition:

ADP (GDP) adenosine (guanosine) 5'-disphosphate
AIDS acquired immune deficiency syndrome
AMP (GMP) adenosine (guanosine) 5'-monophosphate
ANCOVA analysis of covariance

ANOVA analysis of variance

apo apolipoprotein

ATP (GTP) adenosine (guanosine) 5'-triphosphate
AUC area under the curve

EMI body mass index

BMR basal metabolic rate

bp base pair

BSE bovine spongiform ence phalopathy
CHD coronary heart disease

Cl confidence interval

cID Creutzfeldt-Jacob disease

Coh and acyl-CoA co-enzyme A and its acyl derivatives

cv coefficient of variation
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Df
DHA
DM
DMNA
dpm
EDTA
ELISA
EPA
Expt
FAD
FAD
FFQ
FIVIN
GC
GLC
GLUT
GM
Hb
HDL
HEPES
HIV
HPLC

LDL
IMHC
MRI
MS
MUFA
NAD+, NADH
NADP+, NADPH
NEFA
NF-kB
NMR
NS
NSP
OR
PAGE
PBS
PCR

PG
PPAR
PUFA
RDA
RER
RIA
RMR
RNA, mRMNA etc.
rpm
RT
SCFA
SDs
SED
SFA
SNP
TAG
TCA
TLC
TNF
UN
UNICEF

cardiovascular disease
degrees of freedom
docosahexaenoic acid
dry matter
deoxyribonucleic acid
disintegrations per minute
ethylenediaminetetra-acetic acid
enzyme-linked immunosorbent assay
eicosapentaenoic acid
experiment (for specified experiment, e.g. Expt 1)
flavin-adenine dinucleotide
Food and Agriculture Organization (except when used as an author)
food-frequency questionnaire
flavin mononucleotide
gas chromatography
gas=liguid chromatography
glucose transporter
genetically modified
haemoglobin
high-density lipoprotein
4-(2-hydroxyethyl}-1-piperazine-ethanesulfonic acid
human immunodeficiency virus
high-performance liquid chromatography
immunoglobulin
ischaemic heart disease
interleukin
infra red
kilobases
Michaelis constant
low-density lipoprotein
major histocom patibility complex
magnetic resonance imaging
mass spectrometry
monounsaturated fatty acids
oxidized and reduced nicotinamide-adenine dinucleotide
oxidized and reduced nicotinamide-adenine dinuclectide phosphate
non-esterified fatty acids
nuclear factor kappa B
nuclear magnetic resonance
not significant
non-starch polysaccharide
odds ratio
polyacrylamide gel electrophoresis
phosphate-buffered saline
polymerase chain reaction
prostaglandin
peroxisome proliferator-activated receptor
polyunsaturated fatty acids
recommended dietary allowance
respiratory exchange ratio
radicimmunoassay
resting metabolic rate
ribonucleic acid, messenger RNA etc.
revolutions per minute
reverse transcriptase
short-chain fatty acids
sodium dodecyl sulphate
standard error of the difference between means
saturated fatty acids
single nucleotide polymorphism
triacylglycerol
trichloroacetic acid
thin-layer chromatography
tumour necrosis factor
United Nations (except when used as an author)
United Nations International Children’s Emergency Fund

31



uv ultra violet

VLDL very-low-density lipoprotein

Voz 0, consumption

Vozmax maximum O; consumption

WHO World Health Organization [except when used as an author)

Use of three-letter versions of amino acids in tables: Leu, His, etc.
CTP, UTP, GTP, ITP, as we already use ATP, AMP etc.

Disallowed words and phrases. The following are disallowed by the British Journal of Nutrition:
deuterium or tritium {use *H and 'H)
c.a. or around (use approximately or about)
canola (use rapeseed)
ether (use diethyl ether)
free fatty acids (use NEFA)
isocalorific/calorie (use isoenergetic/energy)
quantitate (use quantify)
unpublished data or observations (use unpublished results)

Proofs. PDF proofs are sent to authors in order that they make sure that the paper has been correctly set up in type. Excessive
alterations involving changes other than typesetting errors may have to be disallowed or made at the author's expense. All
corrections should be made in ink in the margins: marks made in the text should be only those indicating the place to which the
corrections refer.

Corrected proofs should be returned within 3 days either by Express mail or email to:

Emma Pearce

Production Editor

Journals Department
Cambridge University Press
The Edinburgh Building
Shaftesbury Road
Cambridge CB2 2RU

UK

Telephone: +44 1223 325032
Fax: +44 1223 325802
Email: bjnproduction @cambridge.org

If corrected proofs are not received from authors within 7 days the paper may be published asit stands.

Offprints. A copy of the issue and a PDF file of the paper will be supplied free of charge to the corresponding author of each paper
or short communication, and offprints may be ordered on the order form sent with the proofs.
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SUBMISSION PROCESS

The British Journal of Nutrition operates an on-line submission and reviewing system (eJournalPress). Authors should submit to

the following address: http://bjn.msubmit.net/ If any difficulties are encountered please contact the Publications Office
immediately.

The manuscript submission process is broken into a series of four screens that gather detailed information about your manuscript
and allow you to upload the appropriate text and figure/table files. The sequence of screens is as follows:

1

A form requesting author details, manuscript title, abstract, and associated information and the file quantities. Although
there is the option of saving your information and returning to complete your submission at a later date we strongly advise
you to submit your paper in one session if possible.

A screen asking for the actual file locations (via an open file dialogue). After completing this screen, your files will be
uploaded to our server.

A completion screen that will provide you with a specific manuscript number for your manuscript. You may be asked to
select the order in which your uploaded files should be presented.

An approval screen that will allow you to verify that your manuscript has been uploaded and converted to PDF correctly.
Each converted file must be approved individually to complete your online submission. If the conversion is not correct, you
can replace or delete your manuscript files as necessary. After you have reviewed the converted files, you will need to click

on "Approve Manuscript”. This link will have a red arrow P next to it.

Throughout the system, red arrows W reflect pending action items that you should address.

Before submitting a manuscript, please gather the following details for all authors:

Title, First and Last Names

Full Postal Address for Corresponding Author only

Institutions

Country

Work Fax Number for Corresponding Author only (including international dialling code)
Email addresses

In addition we require full manuscript details:

Covering Letter

Title [you may copy and paste this from your manuscript)

Abstract (you may copy and paste this from your manuscript)

Manuscript files in Word, WordPerfect, or RTF format.

Ideally manuscript files should have the tables/figures given at the end of the article.

For illustrations, preferred software packages are Adobe lllustrator, Adobe Photoshop, Aldus Freehand, Chemdraw or
CorelDraw. Preferred formats are TIFF or JPEG, if a TIFF file is not possible save as an EPS or a windows metafile. Figures
should be submitted as separate files, not as part of the main body of the manuscript.

Please provide contact details for up to four potential Referees (email addresses and institutions).

For further information, please contact the Publications Office:

Tel: +44 (0)20 7605 6555
Fax: +44 (0) 20 7602 1756
Email:  edoffice@nutsoc.org.uk

33



