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RESUMO

Introducdo: Ha evidéncias de que o uso de adocantes nao-caloricos (ANC) pode
interferir na regulacdo do apetite, promovendo maior ingestdo alimentar, maior
ganho de peso (GP) e maior adiposidade. Um estudo prévio, realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, demonstrou que o uso de sacarina (p=0,005) e aspartame
(p=0,048) promoveu maior GP quando comparados ao uso sacarose. Entretanto,
devido as limitacbes metodoldgicas, ndo foi possivel afirmar se os adocantes
poderiam causar maior GP quando comparados a uma condicao inerte; ou ainda, se
0s sub-componentes da sacarose (glicose e frutose), quando avaliados
isoladamente, poderiam contribuir para o menor GP. Além disso, foi verificado que
0S grupos dos adocantes compensaram o0 déficit caldrico, ingerindo
proporcionalmente mais ragdo, de modo que, a fragdo entre a ingestéo caldrica total
e peso corporal ndo diferiu entre os grupos. Portanto, adicionamos no presente
estudo, um terceiro macronutriente com baixo poder de saciedade e potencial
indutor de maior GP, o lipidio. Deste modo, o presente estudo contempla analisar o
efeito da sacarina comparando-a a condicao controle, glicose, frutose e lipidio, além
de avaliar o efeito entre cada um dos grupos.

Métodos: Foi realizado um experimento controlado envolvendo 40 ratos machos
Wistar com peso médio inicial de 300g. Os animais foram randomizados em 5
grupos e receberam agua e racdo ad libitum, além das seguintes dietas: Controle
(20ml de iogurte,75 kcal/semana), Sacarina (0,3%, 75 kcal/semana), Glicose (20%,
139 kcal/semana), Frutose (20%, 139 kcal/semana) ou Lipidio (9%, 139
kcal/lsemana). As dietas foram administradas 5 dias semanais, por 14
semanas.Realizou-se diariamente o controle da ingestdo alimentar e hidrica, e
semanalmente o controle do peso corporal. A composigao corporal foi determinada
pela estimativa da massa gorda, representada pelo peso (g) do tecido adiposo
marrom interescapular somado ao tecido adiposo branco (epididimal e
retroperitoneal); a massa magra foi representada pela soma do musculo esquelético

gastrocnémio e musculo cardiaco, todos foram removidos imediatamente apds o



sacrificio dos animais e pesados em balanca de precisdo milesimal. A andlise dos
dados foi realizada no SPSS versao 17, utilizou-se Modelo Linear Misto para as
medidas longitudinais e ANOVA com teste complementar de Tukey para medidas

Unicas.

Resultados: Houve compensacéo caldrica entre consumo de iogurte e de racéo, de
modo que a ingestdo caldrica total (kcal/g) ndo diferiu entre os grupos (p=0,42). Os
grupos também apresentaram similaridade quanto a ingestéo hidrica (ml/g) (p=0,27)
e composicao corporal (p=0,13). Entretanto, o uso de sacarina promoveu maior GP
gue o controle (p=0,035), sendo similar ao uso de glicose (p=0,06), lipidio (p=0,76) e
frutose (p=0,38). Os grupos Lipidio (p=0,016) e Glicose (p<0,001) também ganharam
mais peso que o controle, todavia, o grupo Frutose nao diferiu deste, mas

apresentou GP menor que o grupo Glicose (p=0,006).

Conclusao: Independentemente do tipo de suplementacédo, a regulacdo do apetite
parece ser dependente do aporte calorico, sendo proporcional ao peso corporal,
assim como a ingestdo hidrica. O uso crbénico de sacarina demonstrou promover
maior GP, sendo similar ao uso de lipidio, glicose ou frutose. J4, o grupo Frutose
apresentou ganho de peso intermediario, diferindo apenas do grupo Glicose. Apesar
de haver diferencas quanto ao ganho de peso, a estimativa de massa magra e gorda
foi semelhante entre os grupos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar
outros mecanismos, que, independentemente da ingestdo cal6rica estariam

envolvidos no maior ganho de peso.

Descritores: sacarina, glicose, frutose, lipidio, ingestao calérica, ganho de peso



ABSTRACT

Introduction: There are evidences that the use of nonnutritive sweeteners (NNS)
can interfere in the appetite regulation, promoting higher food intake, more weight
gain (WG) and the increaseof adiposity. A previous study, performed by our research
group, demonstrated that the use of saccharin (p=.005) and aspartame (p=.048)
promoted more WG when compared with the use of sucrose. However, due to the
methodological limitations, it was not possible to say whether sweeteners could
promote more WG compared to an inert condition, or if the sub-components of
sucrose (glucose and fructose), when evaluated in isolation, might contribute to less
WG. Moreover, it was found that the groups of sweeteners compensated the caloric
deficit, ingesting proportionally more chow, so that the ratio between the total caloric
intake and body weight did not differ between the groups.Thus, it was added a third
macronutrient with low power of satiety and potential inducer of greater WG, as the
lipid. Therefore, this study contemplates to analyze the effect of the saccharin,
comparing it to the control condition, glucose, fructose and lipid, besides evaluating

the effect between each group.

Methods: It was conducted a controlled experiment involving 40 male Wistar rats
with initial average weight of 300g. The animals were randomized into 5 groups and
given water and chow ad libitum, and the following diets: Control (20ml of yogurt, 75
kcal/wk), Saccharin (.3%, 75 kcal/wk), Glucose (20%, 139 kcal/wk), Fructose (20%,
139 kcal/wk) or Lipid (9%, 139 kcal/wk). The diets were administered 5 days weekly
for 14 weeks. It was performed daily control of food and water intake, and weekly
body weight control. Body composition was determined by estimating fat mass
represented by the weight (g) of interscapular brown adipose tissue added to the
white adipose tissue (epididymal and retroperitoneal); the lean mass was
represented by the sum of the gastrocnemius skeletal muscle and cardiac
muscle.Everything was removed immediately after sacrificing the animals and

weighed in millesimal precision. The data analysis was performed with SPSS version



17, and it was used Linear Mixed Model for longitudinal measures and ANOVA with
Tukey's pot hoc test for single measures.

Results: There was caloric compensation between intake of the yogurt and chow, so
that the total cumulative caloric intake (kcal/g) did not differ between groups. The
groups also had similar regarding the water intake (ml/g) and body composition.
However, the use of saccharin promoted greater WG than the control (p=.035), being
similar to the use of glucose (p=.06), lipid (p=.76) and fructose (p=.38). Lipid (p=.016)
and Glucose groups (p<.001) also gained more weight than the control, though, the
Fructose group did not differ from this, but had weight gain less than the Glucose
group (p=.006).

Conclusion:Whatever type of diet, the appetite regulation appears to be dependent
on calorie intake, being proportional to body weight, as well as water intake. The
chronic use of saccharin demonstrated to promote greater WG, being similar to the
use of lipids, glucose or fructose. Already, the Fructose group showed intermediate
weight gain, differing only of Glucose group. Although there are differences in weight
gain, the estimate of lean and fat mass was similar between groups. Additional
studies are needed to elucidate other mechanisms that, independently of caloric

intake, would be involved in more weight gain.

Keywords: saccharin, glucose, fructose, lipid, energy intake, weight gain
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1. INTRODUCAO

Segundo a American Dietetic Association (ADA) [1], individuos que desejam
manter o sabor doce dos alimentos, mas sem adicionar calorias, podem optar pela
substituicdo de acucares por adocantes nao-caléricos (ANC), como medida
adjuvante na gestao do peso corporal.

Entretanto, o consumo global de ANC tem crescido significativamente nas
Ultimas trés décadas, coincidindo com o aumento da incidéncia e prevaléncia de
sobrepeso e obesidade [2].

Recentes estudos epidemioldgicos[3-6] confirmaram que o uso de produtos
que contenham ANC est4d positivamente correlacionado com aincidéncia de
sobrepeso e obesidade, além de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenca
cardiovascular e sindrome metabdlica (SM). Porém, ha de se considerar que devido
as caracteristicas metodolégicas desses estudos, esta associacao € passivel de viés
de causalidade reversa, visto que o uso de ANC pode ndo ser a causa, e sim a
consequéncia da condicéo patolégica ou do excesso de peso.

Todavia, a hipétese de que o uso de ANC poderia interferir na regulacédo do
apetite e induzir ao maior ganho de peso tem sido evidenciada em diversos estudos
experimentais e ECRs [7-9].

Swithers e Davidson [10] conduziram uma série de experimentos controlados,
0S quais demonstraram que 0 uso de sacarina implicou na menor habilidade de
compensar calorias, promovendo maior ingestao caldrica total, maior ganho de peso

e maior adiposidade, quando comparado ao uso de glicose.
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Utilizando o mesmo protocolo dietético, um estudo prévio (dados né&o
publicados) realizado por nosso grupo de pesquisa, com seguimento de 12
semanas, verificou que o uso de sacarina (p=0,005) ou aspartame (p=0,048) induziu
ao maior ganho de peso quando comparado ao uso de sacarose. Porém, na
auséncia de um grupo controle (inerte), ndo foi possivel avaliar o efeito individual do
uso dos adocantes no maior ganho de peso, ou ainda, se o0 uso isolado dos
monossacarideos componentes da sacarose (glicose e frutose) promoveria menor
ganho de peso quando comparados a esta condicdo de neutralidade. Nesse estudo
precedente, também foi verificado que a diferenca no ganho de peso ndo foi relativa
a ingestdo de calorias totais, visto que, ambos 0s grupos compensaram a diferenca
calorica das dietas de iogurte, ingerindo, proporcionalmente, mais ou menos racao,
de modo que, a ingestao calorica total foi similar entre 0os grupos experimentais.

Devido a esta similaridade, o presente estudo contemplou incluir
comparativamente o uso de lipidio. Isso porque se que dentre os macronutrientes,
os lipidios apresentam o menor poder de saciedade [11], induzindo ao consumo
caldrico excessivo [12] e consequente ganho de peso [13].

Deste modo, o objetivo fundamental deste estudo foi avaliar o impacto no
balanco energético (BE) e na regulacdo do apetite mediado pelo uso crénico de
sacarina, comparando-a em relagdo a condicdo controle e ao uso de diferentes

macronutrientes, como glicose, frutose ou lipidio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONTROLE ALIMENTAR E BALANCO ENERGETICO

Devido a sua relagdo com o BE, o controle deingestéo alimentar (IA) € um dos
mais importantes fatores, supostamente, envolvidos no sucesso do tratamento e
prevencdo da obesidade. A ingestdo de alimentos, o0 gasto energético e a
adiposidade corporal sao regulados homeostaticamente [14].

Sinais centrais e periféricos interagem informando o estado atual do BE
através de estimulos enviados ao sistema nervoso central (SNC), incluindo o
hipotdlamo e o tronco cerebral. Fome e saciedade representam respostas

coordenadas a esses sinais, que incluem mensagens neuro-hormonais [14].

2.1.1 Balango Energético
Segundo Bouchard [15], o BE ¢é determinado pela ingestdo de
macronutrientes, pelo gasto energético e pela termogénese. Deste modo, o BE
positivo resultara em ganho de peso corporal na forma de gordura, enquanto o BE

negativo resultara no efeito oposto (Figura 1).

Energy Intake Energy Expenditure

Basal Metabolism
Adaptive Thermogenesis

FEEDING PHYSICAL ACTIVITY

Figura 1. Regulacdo do Balanco Energético. A obesidade desenvolve-se apenas se a ingestédo
caldrica cronicamente excede o0 gasto energético total, o qual inclui atividade fisica, metabolismo
basal e termogénese adaptativa [16].
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No entanto, a complexidade do BE envolve também fatores neuronais,
endacrinos, adipocitarios e entéricos que atuam mutuamente na regulacédo da IA. A
IA depende de uma complexa rede de integracdo entre 0os mecanismos regulatorios
de curto prazo (relacionados ao controle do apetite) e mecanismos de longo prazo
(relativos ao estoque e ao gasto de energia). Sob condi¢cbes normais, tal interacéao
visa manter o peso corporal constante, apesar de oscilagdes diarias na ingestao

energética, mantendo assim, a homeostase do BE.

2.1.2 Conceitos sobre a Regulacao do Apetite

A regulagdo do apetite, bem como a sensacdo de fome e saciedade, € um
fator determinante que afeta a adesdo e o sucesso do tratamento dietético no
gerenciamento do peso [17].

O apetite é determinado pela fome, saciedade e saciacdo. A fome é o estado
biologico que induz a ingestdo de alimentos e envolve facetas metabdlicas,
cognitivas e sensoriais [18]. A saciedade é o estimulo incitado apés a IA e determina
o periodo entre as refeicbes. Logo, a saciacdo determina a reducao da fome e limita
a quantidade de energia consumida durante as refei¢cdes [19, 20]. Assim, é essencial
que qualquer consideracdo sobre o apetite, como um determinante do
comportamento alimentar e do BE, contemple tanto a saciedade como a saciagao
[18].

Os mecanismos que regulam o apetite tém base fisioldgica, mas também séo
fortemente influenciados por fatores ambientais, como a disponibilidade de
alimentos, a estimulacdo sensorial e cognitiva, e questdes como saude, crencas e

horarios habituais das refeigdes [18, 19].
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A ingestdo de alimentos com maior poder de saciedade pode favorecer o
controle da ingestéo caldrica, por ndo determinar o aumento da sensacao de fome
entre o0s intervalos prandiais [21]. Deste modo, contribui para o melhor

gerenciamento do peso corporal a longo prazo.

2.1.3 Regulacéo a Curto Prazo da Ingestao Alimentar

A regulagdo a curto prazo da IA, controla o que, quando e quanto é ingerido
dentro de um Unico dia ou uma refeicdo, os quais sdo coordenados por uma série
sincronizada de sinais neuroenddcrinos, que se originam a partir do trato
gastrointestinal (TGI) em resposta as propriedades mecéanicas e quimicas dos
diferentes alimentos ingeridos [22, 23].

A regulacéo do apetite é fundamentada numa abrangente rede de interacdes
sincronizadas que fazem parte de um sistema psicobiolégico, o qual pode ser
conceitualizado em trés niveis (Figura 2). Eventos neurais desencadeiam e guiam o
processo, mas cada etapa deste sistema envolve respostas periféricas e fisiologicas,
que por sua vez, se traduzem em atividade neuroquimica cerebral, a qual representa
0 impulso para iniciar ou cessar a IA [26].

Mesmo antes do contato do alimento com a cavidade oral, sinais fisioldégicos
sdo gerados pela visdo e olfato. Tais eventos constituem a fase cefalica do apetite,
que se traduz em respostas geradas a partir TGI, antecipando assim 0 processo
alimentar. Durante e imediatamente apos a IA, informacfes aferentes fornecem
maior controle sobre o apetite. Sinais pré-ingestivos fornecem feedback positivo,
enquanto que estimulos pds-ingestivos, provenientes principalmente do estdmago e

do intestino delgado, produzem feedback negativo [24]. Deste modo, os fatores poés-
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ingestivos parecem desempenhar um papel fundamental na saciedade através da

secrecdo de peptideos em resposta aos diferentes alimentos ingeridos[25].

Neurotransmitters
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" Limbjc system
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- A A
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/ .
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Figura 2: Principais mecanismos da regulagéo a curto prazo da ingestdo alimentar. Constituido
por eventos psicolégicos (percepcdo da fome, desejos e sensagbes heddnicas) e comportamentais
(ato alimentar propriamente dito), seguido por eventos fisiol6gicos e metabdlicos (sinais periféricos) e
interacdo no SNC [26].

Vérios sitios no TGI, incluindo estdbmago, pancreas, intestino delgado e célon
secretam hormonios que atuam na regulacdo do apetite (Figura 3). Estes horménios
gastrointestinais (Gl), através do nervo vago, atingem o nlcleo do trato solitario
(NTS) no tronco encefalico caudal. Do NTS, fibras aferentes sao convergidas para o
hipotalamo, que é o centro do BE homeostatico [27]. No hipotdlamo, ha o nucleo
arqueado (ARC) que contém duas populagbes de neurdnios, 0s quais apresentam

efeitos opostos sobre a ingestédo alimentar. Os neurbnios orexigenos na area medial
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do ARC expressam o neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao Agouti
(AgRP). Lateralmente localizado, ha os neurbnios anorexigenos, que secretam o
horménio a-melandcito estimulante (a-MSH), derivado do pro-opiomelanocortina
(POMC) e o transcrito regulador por cocaina e anfetamina (CART) [28]. Assim, no
hipotalamo, ocorre a completa integracdo entre os sinais periféricos GIl, que
participam na regulacdo a curto prazo, e os sinais de adiposidade, que atuam na

regulacéo da IA a longo prazo.
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Figura 3: Locais onde alguns hormdnios gastrointestinais sdo secretados e suas principais
funcdes. A grelina e a gastrina sdo liberadas pelo estbmago; insulina, glucagon, PP, e amilina pelo
pancreas; CCK, secretina, GIP e motilina pelo intestino delgado; GLP-1, GLP-2, oxintomodulina e
PYY33¢ pelo intestino grosso. Esses horménios periféricos sinalizam o SNC para oS processos
biolégicos envolvidos na IA e no BE [14].
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Tanto a composicdo como a estrutura fisico-quimica dos alimentos afeta a
liberacdo de peptideos Gl de diversas maneiras. Muitos destes também estédo
envolvidos na inibicdo da motilidade GI, especialmente os peptideos grelina,
colecistoquinina (CCK), peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e peptideo yy
(PYY) [22].

Assim, o alimento ingerido evoca saciedade especialmente através de dois
estimulos originados no TGI: processos mecanicos, através da estimulacdo de
terminacbes nervosas, e pela liberacdo de peptideos mediados pelos efeitos
guimicos dos alimentos [25].

A curto prazo, a secrecdo de grelina é normalmente suprimida apos as
refeicbes e € afetada principalmente pelos carboidratos [29, 30], contudo, ndo é
reprimida pela ingestdo de frutose. Recentemente, Steinert e cols. [31]
demonstraram que as solucbes com mesmo teor de docura contendo glicose,
frutose ou ANC tém efeitos distintos sobre a secrecdo de peptideos intestinais. Foi
demonstrado que apenas a glicose estimulou potencialmente a secrecdo de GLP-1 e
PYY, e diminuiu a secrecao grelina. A frutose foi muito menos eficaz e os ANC néo
apresentaram nenhum efeito. Uma recente revisao afirmou que a falha dos ANC na
liberacdo de peptideos poderia resultar em menor saciedade e ingestao caldrica
aumentada [32].

Quando o conteudo calérico de uma refeicdo varia, mas o volume e a
distribuicdo de macronutrientes sdo mantidos, a intensidade ea duracdo da
supressao da grelina pés-prandial demonstraram ser dose-dependente ao numero
de calorias ingeridas [33]. Com base nos achados recentes, parece também que a
supresséao da grelina pos-prandial ndo é mediada por nutrientes no estdmago ou no

duodeno (onde a grelina é produzida), mas sim pelo aumento de estimulos pos-
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ingestivos referentes a menor osmolaridade intestinal (via sinalizacdo do nervo
entérico), bem como picos de insulina. Consequentemente, a ingestdo de lipidios
suprime mal a secrecdo de grelina em comparacdo aos outros macronutrientes [34].
Além disso, foi demonstrado que apenas a distensdo gastrica com a ingestdo de
agua nao é uma condicéao suficiente para alterar a secrecéo de grelina [35, 36].

O intestino atua retardando o esvaziamento gastrico através da inibicdo de
mecanorreceptores gastricos [23]. No entanto, apesar da estimulacdo mecanica pura
ser insuficiente para cessar a IA, ela contribui para a saciedade quando atua em
conjunto com estimulos pré e pés-ingestivos [37].

O intestino delgado e o coélondesempenham um papel fundamental na
saciedade através da liberacdo de varios peptideos secretados em resposta ao
alimento ingerido [25], como a CCK, o polipeptidio insulinotrépico dependente de
glicose (GIP), o GLP-1 e 0 PYY. A liberacdo de CCK é intensamente estimulada pela
ingestdo de lipidios [38], ja os carboidratos estimulam menos, e este aumento
persiste pouco, retornando proximo aos valores basais dentro de 1h [39]. A infusédo
de glicose intragastrica ou intraduodenal também aumenta os niveis plasmaticos de
CCK [40]. Tanto os lipidios como os carboidratos, com exce¢do da frutose,
aumentam a concentracdo do horménio GIP. Quanto ao GLP-1, aos carboidratos,
principalmente a glicose, estimulam mais que os lipidios [41]. Outro horménio
envolvido na saciedade é o PYY, sua secrecdo € proporcional a ingestao de
calorias, e ndo € afetada pela distensao géstrica, nem pelo conteddo de &gua [42].

Embora, a regulacdo de curto e de longo prazo da IA sejam mediadas atraves
de mecanismos distintos, ha ampla interacdo entre ambas, garantindo assim, o
equilibrio do BE apesar das variagbes diarias no consumo de energia [43]. Os

principais reguladores do BE, a longo prazo, os hormoénios adipocitarios leptina e
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insulina, modulam a sensibilidade do organismo através da estimulacao/inibicdo dos

sinais de saciedade Gl [28].

2.1.4 Homeostase do Balanco Energético: Regulacdo a Longo Prazo

A longo prazo, um complexo sistema neuroenddcrino minimiza o impacto de
pequenas flutuacdes no BE, promovendo a sua homeostase [25]. Em resposta as
alteracdes na adiposidade corporal, o SNC desencadeia adaptacoes fisioldgicas
compensatoérias que resistem a mudanca de peso. Especificamente, quando ha
perda de peso, verifica-se o aumento da fome e diminuicdo da taxa metabdlica
basal, enquanto que o ganho de peso desencadeia respostas opostas [44].

O SNC é informado sobre o status de reservas energéticas corporais através
de sinais adipocitarios. Estes sinais sao transmitidos através de hormoénios como a
leptina e a insulina, que séo secretados em propor¢cdo a quantidade de gordura
corporal, e atuam no hipotdlamo, estimulando o catabolismo (por exemplo,
POMC/CART), e inibindo o anabolismo (por exemplo, NPY/AgRP), por vias efetoras.
Estas vias tém efeitos opostos sobre o BE (diferenca entre a ingestdo calérica e
gasto energético) que por sua vez determinam a quantidade de combustivel
armazenado sob a forma de gordura corporal (Figura 4) [28].

A insulina é secretada a partir das células B do pancreas em resposta aos
nutrientes circulantes e aos hormonios incretinas GIP e GLP-1, que sao liberados
durante a ingestao e absorcéo de alimentos [45]. A insulina tem o efeito periférico de
aumentar a captacao de glicose e o metabolismo de lipideos, levando a queda da
glicemia e a consequente fome rebote, aléem de favorecer o aumento dos estoques
de gordura [46]. Também atua estimulando a producdo de leptina, que € um

hormonio anorexigeno [47, 48].
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Figura 4: Modelo de feedback negativo mostrando como mudanc¢as na adiposidade corporal
sdo acopladas a compensacdo da ingestdo alimentar. A homeostase energética é alcancada
guando influéncias anabdlicas e catabdlicas estdo em equilibrio em intervalos de tempo. Os
hormdnios leptina e insulina séo secretados em proporcédo direta ao tamanho da massa adiposa.
Durante o estado de BE negativo, menores quantidades de leptina e insulina sinalizam o SNC, o qual
estimula o anabolismo e suprime o catabolismo, favorecendo o aumento da IA e armazenamento de
energia. Por outro lado, durante o estado de BE positivo, a massa adiposa se expande, aumentando
proporcionalmente os niveis de leptina e insulina, as quais sinalizam o SNC a suprimir o anabolismo e
estimular o catabolismo, deste modo, reduzindo a IA e adiposidade. Estes circuitos-chave de
feedback negativo contribuem para a estabilidade do tamanho da massa adiposa ao longo do tempo
[28].

Independente de outros combustiveis, a glicose € o estimulador mais
poderoso na secrecdo de insulina, em contraste, a frutose nédo estimula, e os lipidios
sao ineficazes na auséncia de glicose, ou estimulam a secrecao de insulina apenas
fracamente quando as concentracdes de glicose circulante estdo baixas [23]. Apesar
de néo alterar a glicemia, diversos estudos tém relatado que os ANC promovem a

secrecao de insulina através da fase cefalica [49].

25



Foi demonstrado que a administracdo central, tanto de insulina como de
leptina, reduz a ingestéao alimentar e o peso corporal [50, 51], e que a resisténcia ou
a deficiéncia hormonal de seus respectivos receptores no SNC resultam em
hiperfagia e ganho de peso [52-54].

Recentemente, foi demonstrado que a grelina, também atua a longo prazo
manifestando mudancas compensatorias em resposta a altera¢cdes no peso corporal,
visto que, niveis circulantes de grelina sdo inversamente proporcionais aos estoque
de energia [34].

Verifica-se que a perda de peso, enquanto evoca a diminuicdo dos niveis de
horménios catabdlicos, também aumenta proporcionalmente os niveis de grelina
[55], que € um horménio anabdlico. Deste modo, a grelina induz ao aumento da IA e
da diminuicdo da oxidacdo de gordura, contribuindo na regulacdo equilibrio
energético também a longo prazo.

Os sinais de longo prazo interagem com 0s sinais de curto prazo na regulagéao
da homeostase energética e parecem definir a sensibilidade para a saciedade
atraves de efeitos de curto prazo, tais como 0s sinais de estiramento gastrointestinal,
estimulacdo dequimiorreceptores e liberacao de peptideos Gl [45].

Portanto, a IA e o peso corporal sdo resultantes de uma complexa resposta
integrada entre os sinais neurais e hormonais que convergem a partir do SNC, TGl e
tecido adiposo [23], os quais atuam compensando substanciais desequilibrios
energéticos diarios, caracteristicos da maioria dos individuos, garantindo assim, o
preciso equilibrio entre a ingestdo de energia cumulativa e o gasto energético a

longo prazo.
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2.2 INFLUENCIA DA COMPOSICAO DOS ALIMENTOS NA

SACIEDADE E NO PESO CORPORAL

2.2.1 Macronutrientes
Os alimentos, e mais especificamente os macronutrientes, independente do
valor caldrico, podem exercer efeitos diferentes sobre a saciedade, peso e
composicdo corporal [21, 56, 57]. Em outras palavras, nem todas as calorias s&o
abordadas de forma similar pelo metabolismo. Uma reviséo realizada por Karhunen
e cols. demonstrou claramente que a composicdo da dieta também modifica a

fisiologia dos sinais neuroenddcrinos [23].

2.2.1.1 Lipidios

Dentre os macronutrientes, diversos estudos tém demonstrado que os lipidios
apresentam menor poder de saciedade [11, 13, 19, 58], contribuindo para o
"consumo excessivo passivo” [12]. No entanto, sugere-se que este efeito pode ser
modificado pelo padréo especifico de consumo de alimentos durante o curso de um
dia[59].

Héa evidéncias de que uma dieta ad libitum rica em lipidios (superior a 40%)
pode induzir a hiperalimentacdo, tanto em roedores como em humanos [60-64]. Por
conseguinte, estudos tém mostrado que dietas pobres em lipidios sdo mais eficazes
no gerenciamento do peso [65], inclusive, apos um periodo de substancial perda de
peso [65-67].

Lissner e cols. [68] avaliaram por duas semanas o efeito da administracao de

dietas com diferentes proporgcdes de lipidios [baixa (15-20%), média (30-35%) ou
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alta (45-50%) proporcdo de calorias provenientes de lipidios] com similar aspecto e
palatabilidade. A ingestdo calérica média diaria foi positivamente relacionada ao teor
de lipidios. Em relacédo a dieta de baixo teor, verificou-se um déficit de 11,3% na
dieta de teor intermediarioe um acréscimo de 15,4% na dieta de alto teor (p<0,0001),
resultando em mudangas significativas no peso corporal (p<0,001).

Outro estudo clinico de curto prazo, com teores progressivos de lipidios na
propor¢cdo de macronutrientes, demonstrou um aumento no consumo energético
diario proporcionalmente ao teor de lipidios [69]. No entanto, visto que os lipidios
tém maior densidade energética (DE) que carboidratos e proteinas, as diferencas no
conteudo de gordura podem ser confundidas com diferencas na DE, apresentando
um problema de interpretacao.

No intento de isolar o efeito da DE, Warwick e cols. [70], em um estudo
experimental, compararam por 16 dias o efeito de dietas isocaléricas (com niveis de
2,3 kcal/ml e 1,15 kcal/ml), rica em gordura vs., rica em carboidratos. Verificaram
que houve maior ingestdo calorica total e maior ganho de peso no grupo que
recebeu dieta rica em gordura.

Outro estudo experimental [71] verificou o efeito de infusbes intragastricas ou
intravenosas de lipidio ou glicose isocaléricos, além de administracdo da dieta
(racdo) rica em carboidrato ou rica em lipidios na IA. Demonstrou-se que a infusao
28,1 kcal/dia de glicose foi mais eficaz em reduzir a IA a curto prazo, representando
uma reducdo na ingestao via oral equivalente a 70%, enquanto que a infusdo de
lipidio reduziu apenas 40%. Tais dados suportam a hipotese de que a glicose
infundida € mais eficaz em reduzir a ingestdo a curto prazo que os lipidios.

Adicionalmente, além da dieta rica em carboidrato, a infusdo intragastrica foi mais
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eficaz que a intravenosa na inibicdo da ingestéo diaria de racdo, o que pode estar
relacionado ao “efeito incretina” [72].

Em contrapartida, uma série de experimentos realizados por Bell e Rolls [73,
74] avaliou isoladamente o efeito do conteudo de lipidios e da DE sobre o consumo
energético diario de mulheres. Foi concluido que os individuos consumiram menos
calorias quando os alimentos tiveram menor DE, ja o teor de gordura ndo afetou o
consumo.

Devido ao baixo poder de saciedade, a gordura estd vinculada a
suscetibilidade a obesidade [58], e tem sido frequentemente apontada como
fatorcontribuinte para o excesso de peso da humanidade [75].

Uma meta-analise concluiu que apenas a reducdo do teor de gordura da
dieta, sem restricao intencional na ingestdo de energia, jA € capaz de resultar em

perda de peso, sendo ainda mais substancial em individuos mais pesados [13].

2.2.1.2 Sacarose
Popularmente conhecida como aclUcar de mesa, a sacarose é um carboidrato
do tipo dissacarideo composto pelos monossacarideos glicose (50%) e frutose

(50%) (Figura 5) [1]. Tanto a sacarose, como a glicose e frutose possuem 4 kcal/g.
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Figura 5: Composi¢cao quimica da sacarose, glicose e frutose.
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A sacarose fornece uma grande quantidade de carboidratos rapidamente
absorviveis, levando a ingestdo caldrica excessiva, ganho de peso e sindrome
metabdlica [2, 76, 77].

Varios estudos transversais tém avaliado a relacdo entre o consumo de
bebidas adocadas com acucar e peso corporal, os quais foram revisados
recentemente [78]. Muitos destes estudos realizados em criancas e adolescentes
mostrou uma associacao positiva entre consumo de aglcar e peso corporal [76, 79-
83], mas outros ndo conseguiram mostrar tal associacao [84-86].

Malik e cols. [87] também realizaram uma revisao sistematica da relacdo entre
o consumo de bebidas contendo agucar e risco de ganho de peso. Foi concluido que
as evidéncias indicam associacao positiva com o ganho de peso.

Por outro lado, Bolton-Smitth e Woodwar, em um estudo epidemiolégico,
encontraram uma relacdo inversa entre a ingestao de sacarose e 0 peso corporal em
adultos [88], sugerindo que a sacarose pode ajudar a evitar 0 excesso de peso.

Um estudo prévio realizado por nosso grupo verificou que a suplementacao
com sacarose promoveu menor ganho de peso em ratos, quando comparada a
sacarina (p=0,005) e ao aspartame (p=0,048) (dados nédo publicados), no entanto, os
grupos nao diferiram quanto ingestéo cal6rica total.

Contudo, devido a composicdo quimica da sacarose, tanto a frutose como a
glicose, quando avaliadas isoladamente, apresentam efeitos diversos no BE. A
frutose e a glicose tém diferentes taxas de esvaziamento gastrico, sdo
diferencialmente absorvidas no TGlI, e possuem distintas rotas metabdlicas e perfis

endocrinos, os quais afetam variavelmente a ingestédo de alimentos [89].
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2.2.1.3 Frutose

A frutose € uma hexose, com uma formula quimica CgH1,06 idéntica a da
glicose. Ela difere da glicose pela presenca de um grupo cetdnico na posicao dois de
sua cadeia de carbono, contra um grupo aldeido na posicdo um da cadeia de
carbono da glicose[90]. Esta presente nas frutas, e é adicionada aos alimentos e
bebidas como High-Fructose Corn Syrup (HFCS - 42% a 55% de frutose) ou na
forma cristalina. A frutose comumente € utilizada em substituicdo a sacarose devido
0 seu poder de docura, menor custo, e por possuir propriedades funcionais que
melhoram cor, sabor e estabilidade do produto [91].

O esvaziamento gastrico de frutose é mais rapido e menos linear que o da
glicose [92], porém, sua taxa de absorcdo € mais lenta. Seu nivel circulante apés a
ingestdo de 1g de frutose por quilo de peso corporal se eleva a 0,5 mmol/L em
comparacao a 10 mmol/L, para a mesma quantidade de glicose [93]. A glicose é
absorvida principalmente a partir do TGI pelo transportadorsodio-glicose1(SGLT1),
enquanto que a frutose € absorvida por difuséo facilitada através de transportador de
glicose 5 (GLUT5), contrariamente a glicose, este processo nao requer a hidrolise de
ATP e é independente da absorcao de sodio. O transportador de glicose 2 (GLUT2)
€ um transportador de baixa afinidade que desempenha papel secundario na
absorcéo de frutose e glicose através da difuséo facilitada [94].

Comparada a glicose, a absorcdo de frutose parece ser quantitativamente
limitada. Alguns individuos podem ter uma baixa capacidade de absorver frutose e
desenvolvem sintomas como diarreia e flatuléncia [95, 96], principalmente quando a
frutose é ingerida na auséncia de glicose [97]. Em roedores, a expressdo GLUTS é
muito baixa até o desmame, mas pode ser estimulada pela administracdo continua

de frutose [98]. Sua absorcéo pode ainda ser alterada pelo envelhecimento, uma vez
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que, em ratos idosos, a absorcdo de carboidratos, incluindo a frutose, € diminuida
[99]. O transporte de frutose também é modulado por constituintes da dieta. Assim,
em ratos, uma dieta rica em &cidos graxos saturados (mas ndo acidos graxos
poliinsaturados) aumenta a absorcao intestinal de frutose [100].

Comparativamente a glicose, o metabolismo hepéatico da frutose favorece a
lipogénese, o que pode contribuir para hiperlipidemia. Além disso, a frutose nao
estimula a secrecao de insulina nem de leptina, e suprime mal os niveis de grelina, o
gue sugere um mecanismo enddcrino distinto, através do qual ela induz a um BE
positivo [93, 101].

Em macacos rhesus, a infusdo de frutose reduziu acentuadamente secrecao
de insulina e ndo aumentou as concentracdes circulantes de leptina, ja a infusdo da
mesma quantidade de glicose aumentou mais de 50% os niveis plasmaticos de
leptina, em relacédo aos niveis basais [102].

Elliott [103] propbe que o consumo elevado e cronico de frutose pode causar
excesso de peso. O que pode ser causado pela auséncia de insulina a nivel central,
promovendo assim o ganho de peso [45].

Adversamente, Feinle, em um estudo de revisdo envolvendo o papel de
diversos carboidratos na saciedade, relatou que a frutose pode diminuir a ingestao
de alimentos em uma refeicdo subsequente (apds cerca de duas horas) mais do que
a glicose. Além disso, Feinle relatou que alteracfes na glicemia e concentracdes de
insulina, por si s6, provavelmente ndo desempenham exclusiva fungdo na indugéo
da saciedade [104].

Rodim e cols. [105-107], em uma série de estudos realizados com pré-cargas
de frutose e glicose (isocaloricas), demonstraram que a frutose suprimiu mais a

ingestao calorica na refeicdo posterior (2 h ou 38 min apos).
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Entretanto, Stewart e cols. verificaram que a adicdo de glicose ou frutose a
uma pré-carga de cereais (isocaloricos) produziu uma tendéncia para o sincronismo
dos efeitos diferenciais, resultando em efeitos equivalentes sobre o consumo de uma
refeicdo teste (30 min apds). Porém, houve maior efeito da frutose sobre o consumo
posterior (120 min mais tarde). Apesar de a frutose resultar em compensacao de
70,2% e a glicose apenas 42,5% 2 horas apoés, essa diferenca nao foi significativa
[108].

Erlanson-Albertsson e Lindqvist avaliaram o efeito de solu¢cées com frutose,
glicose e sacarose na expressao hipotalamica do mRNA de enzimas envolvidas na
sintese e degradacdo dos dois principais endocanabindides, a anandamidae o 2-
araquidonoil glicerol (2-AG). Foi verificado que, apés uma semana de intervencao os
animais que receberam bebidas acucaradas consumiram menos racdo, mas
ingeriram mais calorias totais que o controle, mas ndo tiveram aumento de peso
corporal. No entanto, a sacarose e principalmente a frutose afetaram a degradacao
das enzimas envolvidas na sintese e degradacdo de ambos endocanabindides,
implicando em susceptibilidade para o desenvolvimento da obesidade [109].

Outro estudo, realizado por Lindqvist e cols. [110], com mesmo protocolo
dietético, demonstrou resultados semelhantes quanto a ingestdo calorica total e de
racdo. Porém, em duas semanas 0s animais que receberam bebidas com glicose,
frutose ou sacarose apresentaram maior ganho de peso, aumento nos niveis de
leptina e triglicerideos (TG), e diminuicdo nos niveis de PYY e NPY. Os niveis
séricos de grelina foram maiores apenas nos animais que receberam frutose, e 0s
niveis de acidos graxos séricos foi praticamente duas vezes maior nesse grupo.
Curiosamente, a frutose diminuiu a glicemia e aumentou a insulinemia, ja os demais

grupos, ndo houve diferenca. Deste modo, todos os acgucares analisados

33



demonstraram induzir a0 consumo excessivo e consequente ganho de peso, o que
pode ser atribuido a uma secrecédo alterada na producao de hormonios e peptideos,
como grelina, leptina e PYY, envolvidos na regulacdo do apetite e alimentacao.

Em modelos animais, varias pesquisas tém abordado os efeitos de dietas
ricas em frutose ou sacarose. De modo geral, eles indicaram que ambas as dietas
ocasionaram efeitos metabdlicos adversos, incluindodislipidemia, resisténcia a
insulina, hipertenséo arterial, hiperuricemia e ganho de peso [93, 111, 112]. Inclusive
sugerem que o consumo de frutose pode estar relacionado a prevaléncia de

obesidade [90, 93, 103, 112-114].

2.2.1.4 Glicose

A glicose é a principal fonte de energia do organismo, sendo um dos
principais contribuintes para a saciedade.Considerando as fontes de carboidratos de
facil digestdao, a glicose é o mais poderoso estimulador da secrec¢do de insulina,
além disso, a glicose pode potencializar diversos peptideos orexigenos [115]. Por
exemplo, a secrecao de grelina é potencialmente suprimida com a administracdo de
glicose [35], além disso, a alta ingestdo de glicose aumenta os niveis de leptina,
sendo mantidos durante a maior parte do dia [101].

Dentre as diversas fontes de carboidratos, a ingestdo de glicose tem maior
impacto que a frutose no aumento da concentracdo de GIP. Todavia, ambos foram
igualmente eficazes em suprimir a ingestdo de alimentos apdés uma refeicao teste
[116, 117].

A glicose pode atuar como um biomarcador de saciedade [118], operando

como fator importante na regulacdo do apetite, principalmente devido a sua

regulacdo metabdlica, estoque limitado e substrato energético fundamental para o
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SNC. Esta hipotese refere-se a teoria glicostatica, proposta por Mayer em 1953,
[119], a qual sugere que a fome e a iniciacdo alimentar espontanea sejam
estimuladas, pelo menos em parte, por alteracdes na concentracdo de glicose
circulante. Ou seja, mudancas agudas nas concentracdes de glicose plasmatica sao
associadas as variacdes reciprocas nas sensacdes que envolvem o apetite [120,

121].

indice Glicémico

Em resposta a elevacdo dos niveis glicémicos, receptores hipotalamicos
enviam sinais para o centro da saciedade, inibindo a IA. Por outro lado, quando a
glicemia esté baixa, o centro da fome é ativado, induzindo a 1A [122].

O consumo de alimentos de alto indice glicémico (IG) resulta em maior e mais
rapido aumento dos niveis de glicose no sangue do que o consumo de alimentos de
baixo 1G. O rapido aumento da glicose circulante é um potente estimulo para as
células B do pancreas a aumentarem a secregcao de insulina [123], que
consequentemente diminuem de forma acentuada os niveis glicémicos. Em
contraste, o consumo de alimentos de baixo IG resulta em menores aumentos da
glicemia, contudo, mais sustentaveis, e ocasionam menor demanda de insulina
pelas células B-pancreaticas [124].

Diversos estudos clinicos [125-128] sugerem que o IG dos alimentos tem um
papel importante na regulacdo do apetite. A maioria dos estudos publicados revelou
gue o consumo de alimentos de baixo IG retardou a sensacédo de fome, diminui a
ingestao subsequente e aumentou a saciedade em comparagcdo aos alimentos de
alto 1G [129]. Jenkins e cols. [130] constataram que as dietas de alto IG, além de

apresentarem menor poder de saciedade, também podem alterar o perfil lipidico e a
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secrecdo insulinica, favorecendo também o aparecimento de doencas
cardiovasculares e DM2.

Pawlak e cols. [125] verificaram, apos 18 semanas de intervencdo, que 0S
ratos que receberam alimentos de alto IG apresentaram mais gordura corporal (97,8
[13,6 SE] vs. 57,3 [7,2] g, p=0,015) e menos massa corporal magra (450,1 [9,6] vs.
491,9 [11,7] g, p=0,012) em relacdo aos que receberam dieta de baixo 1G. Tal grupo
também teve um exacerbado aumento nas areas sob a curva de glicose e insulina
plasmaticas ap0s a administracdo de glicose oral, além de apresentarem
concentracfes mais baixas de adiponectina plasmatica e mais elevados niveis de
triglicérides.

Outros estudos evidenciaram que dietas de baixo IG promovem uma série de
efeitos favoraveis, tais como, perda de peso rapida, melhor controle da glicose e dos
niveis de insulina, reducéo de triglicérides e reducéo da presséao arterial [131, 132].

Assim, o alto IG pode induzir & obesidade [125], por induzir a hiperinsulinemia
[127], a qual é considerada como um fator de risco independente para o ganho de
peso [126].

Por outro lado, estudos de intervencdo mostraram que as dietas com
carboidratos de baixo IG praticamente ndo demonstraram nenhum impacto sobre o
peso corporal ou saciedade em comparacdo com carboidratos isocal6ricos de alto
IG [108, 133].

Bornet e cols.[134] concluiram numa recente revisdo que devido ao amplo
namero de variaveis de confusdo presentes nos estudos a longo prazo, nao é
possivel afirmar se as dietas de baixo IG mediam efeitos beneficios na salde com

base na regulacéo do peso corporal.
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2.2.2 Adocantes Nao-Caléricos

Uma solucdo proposta para os problemas causados pelo excessivo uso de
acucares é a sua substituicdo por adocantes nado caloricos (ANC). Também sédo
utilizados por individuos diabéticos, pois ndo promovem alteracdo nos niveis
glicémicos.

Atualmente, cinco destes produtos sao aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA): sacarina, acesulfame-K, aspartame (possui calorias
insignificantes), neotame e sucralose. Também sao denominados adocantes
artificiais, tendo em vista que sédo produzidos sinteticamente [1]. A stévia, um natural
extrato da planta steviarebaudiana, recebeu aprovacdo da FDA em 2008. Estes
adocantes sdo milhares de vezes mais potentes que a sacarose e provocam uma
intensa sensacdo de docura em baixas concentracdes [135].

Entretanto, estudos mostram que o consumo destes adocantes pode néao
estar associado a perda ponderal [136]. Segundo Rogers, dietas hipocaléricas
conduzem a ativacdo de mecanismos homeostaticos, resultando em aumento da
fome e diminuicdo da taxa metabdlica basal [137], conduzindo ao ganho de peso.
Ensaios clinicos, estudos experimentais e epidemiolégicos fornecem alguma
evidéncia para o efeito dos adocantes na saciedade e no peso corporal.

Raben e cols. [138] avaliaram o efeito alimentacdo ad libitum com sacarose
ou ANC (aspartame, acesulfame-K, ciclamato e sacarina) em 41 adultos com
sobrepeso por 10 semanas. Foi verificado que os individuos que ingeriram
guantidades relativamente altas de sacarose (28% da ingestdo caldrica)
apresentaram aumento da ingestéo calorica, do peso corporal e da massa gorda. E,
no grupo de individuos que consumiram ANC tais desfechos permaneceram

inalterados.
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O San Antonio Heart Study [3] avaliou a relagéo entre o consumo de bebidas
contendo ANC e ganho de peso em 3.682 adultos ao longo 7-8 anos na década 80,
0s quais foram pareados por IMC inicial, género, etnia e dieta usual. Os usuarios de
ANC (alimentos e bebidas diets) consistentemente apresentaram IMC maior no
decorrer do tempo, com significativa dependéncia dose-resposta. No geral, o A IMC
ajustado foi 47% maior entre os usuarios de ANC vs. ndo-usuarios (1,48 kg/m2 vs.
1,01 kg/m2, respectivamente, p<0,0001).

Outro estudo, realizado pelo American Cancer Society, com seguimento de
um ano, incluiu 78.694 mulheres com homogeneidade em relacdo a idade, etnia,
status socioeconbmico, e auséncia de condicbes patologicas pré-existentes.
Independentemente do peso inicial, as usuarias de ANC foram significativamente
mais propensas a ganhar peso (2,7% a 7,1%) quando comparadas as nao-usuarias.
A diferenca média de peso entre os dois grupos foi inferior a 2 kg, embora
estatisticamente significativa [139].

Observacdes semelhantes também foram relatadas em criancas e
adolescentes. Um estudo prospectivo com dois anos de seguimento, envolvendo
166 individuos com idade escolar, verificou que o aumento no consumo de
refrigerantes diets, contendo ANC, esteve associado com maior IMC Z-score (Rz=
0,83; p< 0,001); outras bebidas contempladas no estudo, como leite e bebidas
acucaradas, ndo apresentaram associacdo com o ganho de peso [85].

Em um ECR (ensaio clinico randomizado), conduzido por 25 semanas, com
103 adolescentes, a substituicdo de bebidas acucaradas por versdes contendendo

ANC promoveu reducédo do IMC apenas nos individuos com excesso de peso [140].
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Contudo, como diferentes ANC podem exercer diferentes efeitos metabdlicos
€ ponderavel que seu estudo e conclusbées sejam conduzidos de modo néo

generalizado.

2.2.2.1 Sacarina

A sacarina € o adocante artificial mais antigo, foi descoberta acidentalmente
por Constantine Fahlberg da Universidade Johns Hopkins em 1879, quando
trabalhava com derivados do alcatrdo e carvdo, a fim de descobrir novos
conservantes alimentares, e que, ao lamber os dedos teria se surpreendido com o
intenso sabor doce [141], visto que sacarina € 300 vezes mais doce que a sacarose,
entretanto possui um gosto residual amargo [1].

Entre 1890 e 1930, a sacarina foi o Unico adocante artificial produzido nos
Estados Unidos, sendo comercializado exclusivamente como um produto especial
para o uso de individuos diabéticos [142], e, a partir da década de 80, passou a ser
utilizada também por individuos que desejam perder ou manter o peso corporal
[143]. No entanto, ha inconsisténcia entre os estudos que visam avaliar sua
interacdo na regulacdo do apetite, impacto no consumo energético e influéncia na
regulacéo do peso corporal.

Um grande estudo avaliou padrdes de mudanca de peso e sua relagdo com a
dieta ao longo de oito anos e associou 0 uso da sacarina ao ganho de peso em
31.940 mulheres com idades entre 30 a 55 anos, provenientes do Nurse’s Health
Study realizado na década de 70 [6].

Swithers & Davidson [10], em um estudo experimental, relataram que a
suplementacdo de iogurte com sacarina, quando comparada a suplementagcdo com

glicose, implicou na reduzida capacidade de compensar o déficit calorico,
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promovendo 0 aumento da ingestao caldrica total, além do aumento de 20% do peso
corporal e aumento da adiposidade. A pesquisa baseou-se na teoria do reflexo
condicionado de Ivan Pavlov [144], a qual propbe que todos 0s animais
condicionam-se a um determinado estimulo fisiolégico apdés uma experiéncia
sensorial e fisiologica especifica.

Um estudo experimental precedente, conduzido por nosso grupo de pesquisa,
demonstrou que a suplementacdo com sacarina e aspartame promoveu maior ganho
de peso que o0 grupo suplementado com sacarose, p=0,005 e p=0,048,
respectivamente (dados nao publicados). Foi verificado que, apesar da diferenca no
ganho de peso, 0s grupos compensaram a déficit calérico dos adocantes ingerindo
proporcionalmente mais racédo. Esta compensacao nao foi comprometida, visto que,
a fracdo entre a ingestdo caldrica total e peso corporal ndo diferiu entre os grupos
(p=0,89).

Outro recente estudo, realizado em camundongos [7] comparou o efeito de
diversos ANC (sacarina, ciclamato, acesulfame-K e aspartame) em relacdo ao
controle (dgua pura), e demonstrou que o uso de adocantes, de um modo geral,
implicou no maior ganho de peso. No entanto, os grupos dos adocantes nao
apresentaram diferenca na ingestéo cal6rica, corrigida pelo peso corporal.

Rogers e Blundell [145], em um ECR, avaliaram o efeito de pré-cargas
contendo sacarina, glicose, amido ou iogurte puro, os suplementos variaram em teor
calérico e docura. Os resultados indicaram que a sacarina estimulou
significativamente o aumento posterior da 1A, em relacdo ao controle (iogurte puro) e
ao grupo suplementado com glicose, ja a glicose suprimiu em maior grau a IA e 0

suplemento de amido suprimiu um pouco menos. Foi concluido que a sacarina
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possui menor capacidade de saciar que a glicose, este efeito foi atribuido ao intenso

sabor doce e aos efeitos sobre os mecanismos pos-ingestivos da sacarina.

2.2.2.2 Relacdo com Mecanismos Neuroendocrinos

Multiplos mecanismos neuroenddcrinos tém sido propostos para explicar a
associacao entre 0 uso destes adocantes e regulacdo do apetite [32]. A maioria dos
estudos sustenta a hipétese de que a sacarina, e os ANC de um modo geral,
implicam na dissociacdo entre a percepcdo do gosto doce e ingestdo caldrica
consequente, induzindo ao maior consumo energético e ganho de peso [8].

Diversos estudos constataram, que o0 gosto doce da sacarina, e de outros
ANC, pode induzir a secrecdo de insulina, de modo independente do conteudo
energético ou da glicemia [146-150]. Sugere-se que tal efeito seja decorrente da
estimulacdo dos receptores para o gosto doce, TIR2/T1R3 [151, 152].

Além das células gustativas na lingua, tais receptores de sabor doce foram
recentemente identificados nas células epiteliais do intestino delgado de roedores
[153] e de humanos [154], e, também na superficie de células  do pancreas [152].
De fato, os receptores T1R2/T1R3 parecem responder a varias moléculas de sabor
doce tao diversas como a sacarose, a sacarina, o acesulfame-K e a sucralose [155],
e até mesmo proteinas, como a monellina e a taumatina [156, 157].

A sacarina, a sucralose e o aspartame demonstraram aumentar a secregao
de insulina basal em ilhotas pancreéticas de ratos ap6s trinta minutos de incubacao
estatica em solugcdes contendo 2,5 mM de adocante. Resultados adicionais
mostraram que a sacarina foi o Unico adoc¢ante que inibiu a insulina estimulada pela
glicose (GSIS), em niveis de concentracdes de glicose submaximo e maximo, ja

osdemais adocantes ndo apresentaram este efeito. Assim, os ANC, de um modo
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geral, podem afetar a secrecdo de insulina através da interacdo com o receptor de
sabor doce. No entanto, a sacarina em particular, pode afetar outros processos
celulares ligados a secrecéo de insulina [158].

A liberacdo de insulina pelas células B faz com que glicose circulante seja
potencialmente armazenada nos tecidos (incluindo gordura). Assim, o consumo de
ANC resultaria em baixos niveis glicémicos, associados ao aumento da secrecao de
insulina, o que poderia implicar na incompleta sensacao de saciedade, promovendo
maior ingestdo de alimentos ou ainda potencializando a absorcao de glicose.

Margolskee e cols. [159] mostraram recentemente que a expressao de células
enteroenddcrinas para o gosto doce também regula a expressdo do SGLT1, que é
expressa nos enterdcitos. Por conseguinte, ativadores do receptor de sabor doce
podem induzir a secrecdo de GLP-1 e GIP, pois ambas sdo estimuladas pela
expressdo de SGLT1 nos enterdcitos.

Estudos in vitro demonstraram que tanto os aclUcares como os ANC foram
capazes de estimular a liberacdo de GLP-1 e GIP [146, 159]. Todavia, este achado
nao foi reprodutivel em outros estudos [160, 161]. Steinert e cols. [31] verificaram em
humanos que os ANC nao estimularam a secrecdo de GLP-1 e PYY, nem
suprimiram a secrecao de grelina. Estes dados sugerem que devido a auséncia de
mecanismos pos-ingestivos, os ANC nao tém efeito sobre a saciedade, e nem sobre
classificacOes de fome.

A nivel central, um recente estudo [162] demonstrou que a ingestdo de
bebidas caldricas (sacarose) e ndao-caldricas (sacarina, ciclamato, aspartame e
acesulfame-K) com mesma intensidade de sabor afeta distintas regies cerebrais,
sugerindo que, a saciedade sensorial e metabdlica diferentemente sao influenciadas

pela ativacdo do gosto nestas areas.
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Contudo, apesar de ndo haver consenso e nem resultados conclusivos, sobre
o efeito do uso da sacarina e de outros ANC sobre a regulacao fisiolégica e
metabdlica do apetite, recentes revisdes sugerem que o uso de ANC nao € capaz de
promover a reducdo de peso por si sO, sem que haja reducdo intencional no

consumo energeético total [32, 163].

2.3 INFLUENCIA DA DENSIDADE ENERGETICA E DO CONTEUDO

CALORICONA SACIEDADE

Além da composicdo dos alimentos, outras propriedades como o conteudo
calorico ou a densidade energética (DE) variam em sua capacidade de afetar o
apetite [164]. A avaliacdo dos efeitos dessas propriedades nos fornece informacdes
sobre fatores adicionais que contribuem para o controle alimentar e gerenciamento
do peso [18].

A DE é definida como a quantidade de energia disponivel por unidade de
peso ou volume do alimento (kcal/g ou kcal/ml) [165]. A adicdo de fibras dietéticas,
de agua e a substituicdo de sacarose por ANC contribuem na reducéo da DE. O teor
de macronutrientes também afeta a DE, visto que, os lipidios possuem 9 kcal/g,
enquanto os carboidratos e proteinas possuem 4 kcal/g, portanto, os lipidios tém
maior influéncia sobre a DE dos alimentos [166].

Alimentos altamente energéticos tendem a serem ricos em gordura e/ou
acucar, e sdo altamente palataveis [167], induzindo provavelmente ao consumo
excessivo. Entretanto, estudos sugerem que a DE dos alimentos, independente do
seu teor de acucar ou de gordura, desempenha um papel central na determinacao

do consumo calorico [58, 165, 167-170].
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Sugere-se que, a curto prazo, individuos que se alimentam regularmente,
tendem a ingerir mais calorias ao longo do dia quando |Ihes é ofertado alimentos de
alta DE, visto que, os humanos tém pouca capacidade inata para regular
negativamente o volume de alimentos consumidos para compensar a alta DE [171].
Ja, os alimentos de baixa DE podem aumentar a saciedade, diminuir sensacao de
fome e reduzir a ingestdo caldrica diaria [165]. Assim, a reducdo da DE da dieta
pode fornecer estratégias eficazes para a prevencdo e tratamento da obesidade
[166].

Rolls [169] sugere que a longo prazo, as pessoas tendem a consumir um
peso ou volume relativamente constante de alimentos. Devido a isso, a DE dos
alimentos € um fator determinante do consumo calérico. A DE dos alimentos pode
ter um efeito importante tanto na saciacdo (a quantidade consumida em uma
refeicdo) como na saciedade (o efeito sobre o consumo subsequente),
independentemente da palatabilidade e do conteudo calorico.

Em um estudo transversal [172], envolvendo 191.023 participantes de uma
corte multiétnica, foi verificado que o acréscimo de 1kJ/g (0,24 kcal/g) na DE foi
associado ao aumento de 1 Kg/m? no IMC, em cada sexo e grupo étnico. Este
mesmo aumento na DE foi associado a um risco significativamente maior de
excesso de peso em todos 0S sexos e grupos étnicos, variando de 4% em homens
americanos de origem africana a 34% em mulheres americanas de origem japonesa.

No entanto, por se tratar de um estudo transversal, tal interpretacdo esta
sujeita a viés de causalidade reversa, que ocorre quando a aparente exposicéo é
consequéncia do desfecho. Visto que, individuos com maior IMC tendem a ingerir

proporcionalmente alimentos de maior DE, preservando assim a homeostase do BE.
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Varios outros estudos [73, 74, 171, 173] tém demonstrado que, quando os
individuos consomem refeicdes de baixa DE o seu consumo diario de calorias €&
significativamente menor do que quando consomem refeicdes de maior DE.

Bell e Rolls [171] realizaram um ECR com mulheres magras e obesas, no
qual foi administrado dietas ad libitum de alta (1,75 kcal/g) e baixa DE (1,25 kcal/g),
com diferentes concentracdes de lipidios (25%, 35% e 45%) e mesmo volume. Foi
verificado que a DE influenciou o consumo caldrico em todos os teores de lipidios,
tanto nas magras como nas obesas (p< 0,0001). Apesar do consumo calorico, ser
20% menor no grupo que recebeu dietas de baixa DE, houve apenas pequenas
diferencas nas sensactes de fome (7%) e plenitude (5%).

Entretanto, sugere-se que a ingestdo caldrica de uma refeicdo subsequente
pode resultar em compensacéo de calorias quando a ingestdo € avaliada ao longo
do dia [21]. A compensacao caldrica envolve a capacidade de ajustar 0 excesso ou 0
déficit de calorias consumidas, reduzindo ou aumentando posteriormente, o
consumo cal6rico [174, 175], independentemente do volume ingerido.

Corroborando tal hipétese, estudos de longo prazo [176] verificaram que o
consumo de alimentos de alta DE foi compensado pela ingestdo diminuida nas
refeicdesseguintes, resultando em nenhum efeito liquido sobre o peso corporal
[177]. Deste modo, as calorias subtraidas pelo uso de ANC podem ser substituidas
ao longo do tempo por outras fontes energéticas. A natureza e a abrangéncia dessa
compensagao seriam, portanto, determinadas pelos efeitos sobre peso corporal
[135].

Alguns estudos tém relatado compensacao de calorias nos seres humanos
guando o conteudo calorico dos acucares foi substituido por ANC, demonstrando

nenhum efeito sobre o apetite e ingestado de alimentos [178-180].
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A compensacdo na ingestdo caldrica € justificada pela regulacdo
homeostatica do BE, a qual sugere que seres humanos ingerem calorias
proporcionalmente a demanda metabdlica (gasto energético). Consequentemente, a
subtracao caldrica promovida pelo uso de ANC, ou até mesmo a adicdo de calorias
através de acucares e gorduras, tende a ser proporcionalmente ajustada nas
refeicbes posteriores [181].

Mattes e Popkin [32], em uma recente revisdo sobre os efeitos dos ANC na
regulacdo do apetite, concluiram que o uso de ANC geralmente provoca
compensacao de energia ou compensagcao excessiva nos ensaios de curto prazo,
mas com 0 uso cronico a compensacado tende a se manter estavel. Deste modo,
verifica-se que uso de ANC ndo apresenta nenhum beneficio para perda de peso

sem gque haja restricdo intencional de calorias.
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3.1

3. OBIJETIVOS

OBIJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do uso cronico desacarina comparativamente ao uso deglicose,

frutose ou lipidio na regulacdo do apetite, no ganho de peso e nha composicao

corporal de ratos Wistar ao longo de 14 semanas.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o ganho de peso absoluto do grupo Sacarina comparando-0 ao
grupo Controle;

Compararo ganho de peso do grupo Sacarina em relagdoaos grupos Frutose,
Glicose e Lipidio;

Comparar o ganho de peso dos grupos Frutose, Glicose e Lipidio entre si e
em relacdo acondi¢do controle;

Avaliar o efeito intrinseco e cumulativo do usode sacarina em relacdo a
ingestdo calérica de iogurte, de racao e total, corrigidas pelo peso semanal
(kcal/g) e compara-lo em relacdo ao usode glicose, frutose e lipidio;

Comparar os padrbes de ingestdo cal6rica cumulativa do suplemento de
iogurte, de racédo e total (kcal/g) entre os grupos Glicose, Frutose e Lipidio,e

em relacdo ao Controle;
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Determinar e colacionar a ingestdo hidrica cumulativa, corrigida pelo peso de

cada semana (ml/g);

Avaliar e comparar a composi¢cao de massa magra e massa gorda no final do

experimento.
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Abstract

Background:There are evidences that the use of saccharin can interfere on appetite
regulation, causing higher food intake, greater weight gain and adiposity when
compared to using glucose or sucrose. Thus, this study intends examining the effect
of saccharin in comparison to the control condition, glucose, fructose and lipid, in
addition to evaluating the effect between each of the elements. Methods: We
conducted a controlled experiment for 14 weeks involving 40 male Wistar rats
randomly divided into 5 groups: Control (20ml of plain yogurt, 75 kcal/wk), Saccharin
(.3%, 75 kcal/wk), Glucose (20%, 139 kcal/wk), Fructose (20%, 139 kcal/wk) and
Lipid (9%, 139 kcal/wk). Beyond diet of yogurt, the rats received chow and water ad
libitum.We carried out daily control of food and water intake, and weekly body weight.
In the end of experiment we assessed the composition of lean and fat mass.Data
analysis was performed with SPSS version 17, we used linear mixed model (LMM)
for longitudinal measures and ANOVA with Tukey's test for single measures.
Results: There was caloric compensation among intake of yogurt diets and chow, so
that the total cumulative caloric intake (kcal/g) did not differ between groups (p =
.42).The groups also had water intake (ml/g) (p = .27) and body composition (p = .13)
similar. However, the use of saccharin promoted greater weight gain than the control
(p = .035), being similar to the use of glucose (p = .06), lipid (p = .76) and fructose (p
= .38). Lipid (p=.016) and Glucose (p<.001) groups also gained more weight than the
Control, though, the Fructose group did not differ statistically from this (p= .22) but
was lower than the Glucose group (p = .006), only. Conclusion: Whatever type of
supplementation, appetite regulation appears to be dependent on calorie intake,
being proportional to body weight, as well as water intake. Nevertheless, the chronic
use of saccharin demonstrated to promote greater weight gain, which was similar to
the use of lipid, glucose or fructose. Already, the Fructose group had intermediate
weight gain, differing only Glucose group. Although there are differences in weight
gain, the estimate of lean mass and fat was similar between groups. Additional
studies are needed to elucidate other mechanisms, which, regardless of caloric

intake would be involved in more weight gain of chronic use of saccharin.

Keywords: glucose, fructose, saccharin, lipid, energy intake, weight gain
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1. Introduction

According to the American Dietetic Association (ADA) [1], those who desire to
maintain the fresh taste of foods without adding calories, can opt for the replacement
of sugars by nonnutritive sweeteners (NNS) as an adjuvant measure in the
management of body weight.

Global consumption of NNS has grown significantly over the past three decades,
coinciding with the increase of incidence and prevalence of overweight and obesity
[2]. Recent epidemiological studies suggested that the use of products containing
NNS is positively correlated with the incidence of overweight and obesity [3, 4], type
2 diabetes mellitus (T2DM), cardiovascular disease and metabolic syndrome [5, 6],
although it should be considered that, due to methodological characteristics, these
associations can not predict a cause and effect relationship.

Though, the hypothesis that the use of NNS, including saccharin, could interfere in
the regulation of appetite and induce weight gain has been demonstrated in some
experimental studies and randomized clinical trials [7-9].

Swithers and Davidson [10] conducted a series of controlled experiments
demonstrating that the use of saccharin resulted in reduced ability to compensate
calories, providing a higher total caloric intake, greater weight gain and adiposity,
when compared to the use of glucose.

Using a similar dietary protocol, a preliminary study (unpublished data) performed by
our group, found that the use of saccharin (p = .005) or aspartame (p = .048) for 12
weeks led to a greater weight gain when compared to the use of sucrose. Though, in
the absence of a control group (inert), it was not possible to determine whether
saccharin was contributing to greater weight gain independently or whether this effect

was due to lower weight gain of sucrose. Furthermore the chemical composition of
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sucrose (fructose or glucose) could also be important factors in determining relative
less weight gain in relation to saccharin. There was also found that the weight gain
was not justified by caloric intake, inasmuch as the groups had the same total caloric
intake.

This study also contemplated to include the use of a non-carbohydrate caloric control
such as lipid, because it is well known that among macronutrient that they have the
lowest power of satiety [11], leading thus to excessive caloric intake [12] and
subsequent weight gain [13].

Therefore, the main objective of this study was to evaluate the isolated impact of
chronic use of saccharin on weight gain and appetite regulation in comparison to the
control condition, and the use of different macronutrients such as glucose, fructose or

lipid.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Experiments were conducted with 40 adult male Wistar rats (8 per group), 72 days
old, weighing on average 300g at the start of the experiment. Animals were
randomized so that mean baseline weight was similar between groups. They were
housed into individual transparent acrylic cages in a room of colonization with
controlled humidity (65-70%) and ventilation, and maintained through a 12 light-dark
cycles with lights on at 7:005v and temperature of 22 + 1°C. At the end of the
experiment, after 12-14h fasting, animals were placed for 1min in a CO,chamber and
were killed by decapitation. Experimental procedures were conducted in accordance
with the guidelines of the National Research Council for the Care and Use of

Laboratory Animals [14] and in accordance with the Brazilian Law for the Scientific

63



Use of Animals. Study protocols were approved by the Ethics Committee for

Experimental Procedures of HCPA, Porto Alegre, Brazil.

2.2. Dietetic treatment

All rats received daily water and standard chow ad lib (Nuvital CR-1, Nuvilab™),
every 24h during the 14 weeks of experiment. The animals were randomly divided
into 5 experimental groups and received yogurt supplemented according to either
group (Table 1).

For the preparation of diets we used 20ml of plain yogurt (Petropolis Cooperative
Agropecuary Ltd), and added 20% glucose (Vetec™), 20% fructose (Vetec™), 9%
soy oil (Primor™) or 0.3% saccharin (Finn™), according to Swithers's protocol [10].
During preparation, 10ml of pure water was added in all yogurt diets to facilitate the
dilution of supplements and adjust the viscosity. Yogurts were offered in a special
bottles with beaks adapted for possible leakage, and were available 22h daily. The
control of food intake (yogurt diets and chow) and water intake was conducted daily
through electronic balance of precision(AS 5500, Marte™). The researchers were
blinded in relation to groups. Rats who ate less than 70% of the yogurt diets offered

were excluded from the study.

2.3. Weight gain and body composition

Weight was measured weekly in electronic precision scale, suitable for weighing
animals in motion (AS 5500, Marte™). Weight gain was defined as the difference of
weight in a week period. Cumulative weight gain was defined as the difference of

weight between the 14™ week and baseline.
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Body composition was determined by estimating the fat mass, represented by the
weight (g) of the interescapular brown adipose tissue (BAT) added to white adipose
tissue (WAT) (epididymal and retroperitoneal). The lean mass was represented by
the sum of the weight (g) of the gastrocnemius skeletal muscle (unilateral) and the
cardiac muscle [15], all of them removed and weighed in precision balance milesimal

(M163, Bel Engineering™) immediately after sacrificing the animals.

2.4. Statistical analysis

We used the SPSS™ software version 17 (IBM Corporation, Somers, NY) for
statistical analyses. Initially was proceeded an exploratory analysis in order to verify
the behavior of subjects over the time. Linear mixed models [16-18] with random
slopes and weekly measurement as a repeated effect were applied to cumulative
weight gain, cumulative water intake, cumulative caloric intake of yogurt, of chow and
total over time. All measures of intake were corrected by the corresponding weight of
each week. In these analyses the basal weight was used as a covariate, the fixed
effects in the model were the groups and the interaction group*weeks; subjects and
weeks were treated as a random effect. Was used structure covariance type diagonal
for the cumulative weight gain, and for the other variables was used the type first-
order autoregressive [AR(1)].

The body composition (lean mass and fat mass), the basal weight and percentage of
intake of yogurt diets were compared using ANOVA and Tukey's adjustment was
used for multiple comparisons, when necessary. Normality assumptions were tested
by the Kolmogorov-Smirnov, with Lilliefors significance correction, and Shapiro-Wilk
statistic. Reported values are means (SE), and p < .05 was taken as significant for

all analyses.
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3. Results

3.1. Cumulative weight gain

The body weight did not differ between groups at the start of the experiment, F(4, 35)
= .18, p= .95, (305.35 £ 4.38). Over the 14 weeks, there was a quadratic effect of
cumulative weight gain, which varied considerably in magnitude and timing among
groups, F(4, 241.44) = 4.38, p= .002. Saccharin (p = .035) presented weight gain
more pronounced in relation to Control and was similar to Glucose (p = .06), Lipid (p
= .76) and Fructose (p = .38). Additional analysis showed that the Glucose (p< .001)
and Lipid groups (p = .016) also gained more weight than Control, while Fructose
group (p = .22) did not differ from this, but had weight gain less than the Glucose

group (p = .006) (Fig. 1).

3.2. Energy intake

All rats ate more than 70% of the yogurt diet, with average intake of 91% (1.24), F(4,
35) = 2.39, p = .07. The energy intake of yogurt diets was higher in the groups:
Glucose (p< .001), Fructose (p < .001) and Lipid (p< .001), which did not differ
amongst each. The Saccharin group presented similar intake in relation to Control (p
= .45), and lower intake than Glucose (p< .001), Fructose (p< .001) and Lipid (p<
.001), F(4, 36.02) = 54.04, p< .001 (Fig. 2A).

Conversely, Glucose (p< .001), Fructose (p< .001) and Lipid (p = .003) had a lower
energy intake of chow, whereas the Saccharin group ingested the same quantity of
chow than the Control (p = .44), being different from Glucose (p< .001), Fructose (p<
.001) and Lipid (p = .02). The Lipid group consumed more chow than their
isoenergetic counterparts Glucose (p = .028) and Fructose (p = .037), F(4, 39.90) =

12.8, p < .001 (Fig. 2B). Therefore, the total energy intake (chow plus yogurt diets)
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corrected by the weight weekly was similar between all groups, F(4, 38.81) =1, p =

42 (Fig. 2C).

3.3.  Water intake
The groups did not show significant difference in relation to cumulative water intake

correctly by the weight weekly F(4, 37.01) = .27, p = .89 (Fig. 3).

3.4. Body composition
The groups showed no significant differences in the weight of fat mass F(4, 35) = .19,

p =.94 or lean mass F(4, 35) = 1.89, p = .13 (Table 2).

4. Discussion

Referring to the regulation of appetite, these results suggest that the caloric content,
irrespective of dietary compounds (saccharin, glucose, fructose or lipid) plays a key
role in the modulation of energy intake. It was reported that when animals are fed
nutrients in varying dilutions, they adjust their intake to maintain constancy of the
number of calories that are consumed, not the volume [19]. Thus, the calories
subtracted by the use of NNS can be replaced over time by other energy sources
[20], promoting the homeostasis of the energy balance (EB).

The caloric compensation was also demonstrated in experimental and clinical studies
[7, 21-24], while others showed a weak compensation of saccharin, leading to the
increased caloric intake [8, 10].

On the other hand, studies suggest that lipids have a lower power of satiety [11, 13]
and can lead to a "passive overconsumption” [12, 25]. Warwick found that the

consumption of a diet high in fat is often associated with greater caloric intake and
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weight gain when compared to a low-fat diet or with carbohydrate content the same
energy density [26].

Though, in the present study, the use of lipid did not promote higher energy intake,
but even so contributed to the higher weight gain. In accordance to our results, a
meta-analysis concluded that only a reduction of dietary fat, without intentional
restriction in caloric intake, is already able to result in weight loss [13].

Despite the evidences that fructose can induce to weight gain, increased food intake
and dyslipidemia [27-30]. In the present study, the weight gain of Fructose group did
not differ statistically from the Control neither the Saccharin group, but was lower
than the Glucose group (Fig. 1). This difference may be associated with lower
absorption of fructose in rodents [31, 32] or by the metabolic differences between
glucose and fructose [33, 34].

The glucose is a potent stimulator of orexigenic peptides [35, 36], but their high
glycemic index (GI) contributes to acute changes in plasma glucose concentrations,
that are associated with reciprocal changes in sensations involving appetite [37, 38].
Some studies suggest that prolonged consumption of high Gl foods contributes to
weight gain, increased adiposity and favors the development of T2DM [39-41]. These
evidences may explain the greater weight gain in the Glucose group compared to the
Control and Fructose groups.

Despite following the same dietary protocol, our results did not reproduce the finding
of Swithers [10], which demonstrated that the group supplemented with glucose had
lower weight gain than the group supplemented with saccharin. This difference
between the two studies may be due to the intervention time, seeing that, in the study

of Swithers the follow-up was only 5 weeks.
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Furthermore, in another previous study conducted by our group (unpublished data),
the use of saccharin for 12 weeks promoted higherweight gain compared to the use
of sucrose, despite both groups also compensate in the chow intake the
excess/deficit of yogurt supplementation. Despite the caloric compensation also have
been replicated, was observed that sucrose and its sub-components have different
effects on body weight, since in the present study the highest weight gain of group
supplemented with saccharin did not differ significantly from the use of glucose and
fructose.

It is suggested that saccharin may promote weight gain [4] resulting from decreased
satiety [42]. However, experimental studies showed, in addition to increased caloric
intake and weight gain, decreased thermal response and increased adiposity [10,
43]with the use of saccharin. Similar to results of the present study, Polyak [7] also
found greater weight gain with the use of saccharin and other NNS, but no difference
in regard to total energy intake.

Multiple neuroendocrine mechanisms have been proposed to explain the association
between the use of NNS and regulation of EB [44]. Most studies support the
hypothesis that NNS imply the dissociation between the perception of sweet taste
and caloric intake subsequent, leading to greater energy consumption and
consequent weight gain [8].

There is evidence that the sweet taste induces the secretion of insulin, independent
of the energy content or blood glucose [45-49]. It is suggested that this effect is due
to stimulation of taste receptors T1R2/T1R3 in the gut [50, 51], of which seem to
respond to several NNS as saccharin, acesulfame-K and sucralose [52]. Thus, the
use of saccharin result in low blood glucose levels associated with increased

secretion of insulin, which could result in potentiation of glucose uptake, leading to
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weight gain. Furthermore, the hyperinsulinemia is considered an independent risk
factor for weight gain [53].

At the central level was shown that the NNS not stimulate regions that lead to satiety,
but produce pleasant effects, showing activity in the reward system [54]. At the
peripheral level, was demonstrated that the NNS does not stimulate secretion of
GLP-1 and PYY, or suppress the secretion of ghrelin [55], suggesting that the
absence of post-ingestive mechanisms, the NNS has no effect on satiety, or on
ratings of hunger.

Although there is no consensus or conclusive results on the effects of saccharin in
regulating physiological and metabolic EB, recent reviews suggest that its isolated
use could not promote weight reduction, without intentional reduction of total energy
intake [44, 56]. However, this study showed that weight gain promoted by the use of
saccharin may involve factors independent of caloric intake.

Considerations regarding the amount of lean mass/fat should be interpreted with
criterion, inasmuch as this study has limitations regarding the measurement
technique, which is subject to measurement bias. More accurate techniques are
described in scientific literature [57-59].

In conclusion, these results suggest that the energy content of food plays key role in
modulation of appetite, so that the calories subtracted by the use of saccharin were
exactly compensated by the increased of chow intake. Although the saccharin does
not change the appetite regulation, their chronic use promoted greater weight gain,
being similar to the use of lipid or other caloric sweeteners, such as glucose and
fructose.

Thus, the use of saccharin as measured in body weight control should be

considered, since it can lead to excessive weight gain independent of food intake.
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Future perspectives that include elucidating the mechanisms by which saccharin

induces greater weight gain should be analyzed.
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Table 1
Composition and management of the yogurt diets in according to groups

Control Saccharin Glucose Fructose Lipid
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
plainyogurt 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml
addition NA saccharin glucose fructose soy oil
(%) (0.3%) (20%) (20%) (9%)
kcaliweek 75* 75 139* 139* 139*
times a week 5 51 51 5 57

1: The yogurt was administered Monday to Friday. But, alternately (Tuesday or Wednesday or

Thursday), these groups received plain yogurt, without adding the respective supplement

#, I: Isoenergetic amongst each
NA: Not applicable
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Table 2
Body composition in grams at the end of 14 weeks

Control Saccharin Glucose Fructose Lipid

FatMass  14.49 (1.52) 1544 (1.47) 14.74(1.02) 14.49 (1.12) 15.77 (1.45)

Lean Mass  2.71(.08) 2.70 (.08) 2.71 (.07) 2.50 (.09) 2.85 (.12)

Values are means (SE), n = 8 per group; ANOVA. There was no significance difference between the
groups.
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Cumulative Weight Gain (g)
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Fig. 1: Cumulative weight gain (g) over the 14 weeks, determined by linear mixed model using the
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guadratic model. “bc” vs. "a” and “ab” vs. “c”, p < .05; “a@” vs. “c”, p <.001 (n = 8 per group).
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Fig. 2A: Cumulative caloric intake of yogurt diets corrected by the weight weekly (kcal/g) over the 14
weeks, determined by linear mixed model. “a” vs. “b”, p <.001 (n = 8 per group).
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Cumulative Energy Intake of Chow (kcal/g)
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Fig. 2B: Cumulative energy intake of chow corrected by the weight weekly (kcal/g) over the 14 weeks,
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determined by linear mixed model. “b” vs. “c” and vs. “a@”, p < .05; "a” vs. “c” p < .001 (n = 8 per group).
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Cumulative Total Energy Intake (kcal/g)
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Fig. 2C: Cumulative total energy intake (chow plus yogurt diet) corrected by the weight weekly (kcal/g) over
the 14 weeks, determined by linear mixed model. There was no significance difference between the groups
(n = 8 per group).
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Cumulative Water Intake (ml/g)
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Fig. 3: Cumulative water intake corrected by the weight weekly (ml/g) over the 14 weeks, determined by
linear mixed model. There was no significance difference between the groups (n = 8 per group).
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Através da anadlise da ingestdo cumulativa corrigida pelo peso semanal, o
presente estudo demonstrou claramente queo aporte calérico, independente do tipo
de suplemento avaliado (sacarina, glicose, frutose, oulipidio), exerce papel
fundamental na modulacéao do apetite.

Apesar de ingerirem volumes equivalentes, os animais que receberam
suplemento de iogurte com maior contetdo calérico, como os grupos Lipidio, Glicose
e Frutose (isocaldricos entre si), compensaram a alta ingestdo de calorias
provenientesdas dietas de iogurte consumindo proporcionalmente menos racao.
Inversamente, o grupo Sacarinacompensou o déficit calérico do suplemento de
iogurte ingerindo relativamente mais rag¢do, deste modo, apresentando
comportamento alimentar semelhante ao Controle, uma vez que ambos receberam
iogurte com idéntico contetdo calorico.

Assim, as respectivas diferencas entre a ingestao dos diferentes suplementos
de iogurte e de racdo foram proporcionalmente compensadas, de modo que a
ingestdo caldrica total (iogurte mais racdo) demonstrou ser similar entre 0s grupos
experimentais. Adicionalmente, tanto a ingestdo calérica total como a ingestédo
hidrica demonstraram ser relativas ao peso corporal, uma vez que as variaveis em
questdo foram corrigidas pelo peso de cada semana e esta fragdo nao diferiu
significativamente entre os grupos.

Entretanto, o uso cronico de sacarina parece contribuir para o desequilibrio da
homeostase do BE, induzindo ao maior ganho de peso, mesmo sem interferir na
ingestao calorica. Além disso, 0 uso de sacarina demonstrou promover ganho de
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peso semelhante ao uso de glicose, lipidio ou frutose. Todavia, o grupo Frutose foi a
anico a néao diferir estatisticamente da condi¢cdo controle, mas apresentou ganho de
peso significativamente inferior ao grupo Glicose. Este dado esclarece a diferenca
de peso encontrada entre 0s grupos Sacarina e Sacarose no estudo precedente, e
demonstra que o0s sub-componentes da sacarose apresentam efeitos distintos
guando administrados isoladamente, visto que, no presente estudo o ganho de peso
do grupo Sacarina néao diferiu dos grupos Glicose e Frutose.

Apesar dos grupos néo apresentarem diferenca quanto a estimativa de massa
magra e massa gorda, ha de se considerar que a metodologia empregada apresenta
limitacGes referentes a técnica, a qual esta sujeita ao viés de afericdo. Métodos mais
fidedignos, como a densitometria por dupla emissdo de raios X (DEXA), séo
descritos na literatura cientifica como sendo padrao-ouro.

Com base nos resultados apresentados, concluimos que o uso de sacarina
como alternativa adjuvante no controle do peso deve ponderado, visto que, em
ratos, seu uso pode levar ao ganho de peso excessivo, sendo semelhante ao uso de
glicose, lipidio ou frutose. Perspectivas futuras que contemplem elucidar os
mecanismos enddgenos pelo qual a sacarina induz ao maior ganho de peso, apesar

de néo interferir na regulacéo do apetite, devem ser consideradas.
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ANEXOS

ANALISE ESTATISTICA ESTRATIFICADA

Tabela A: Ganho de Peso Cumulativo (g) ao longo das 14 semanas

comparacoes B t p IC 95%
Sacarina vs.
Controle -0,15 -2,12 0,035* [-0,29; -0,01]
Glicose 0,13 1,88 0,061 [-0,01; 0,28]
Frutose -0,06 -0,88 0,379 [-0,20; 0,08]
Lipidio 0,02 0,31 0,760 [-0,12; 0,16]
Controle vs.
Sacarina 0,15 2,12 0,035* [0,01; 0,29]
Glicose 0,29 4,00 < 0,001*** [0,15; 0,43]
Frutose 0,09 1,24 0,218 [-0,05; 0,23]
Lipidio 0,17 2,42 0,016* [0,03; 0,31]
Glicose vs.
Sacarina -0,13 -1,88 0,061 [-0,28; 0,01]
Controle -0,29 -4,00 < 0,001 *** [-0,43; -0,15]
Frutose -0,20 -2,76 0,006* [-0,34; -0,06]
Lipidio -0,11 -1,57 0,117 [-0,25; 0,03]
Frutosevs.
Sacarina 0,06 0,88 0,379 [-0,08; 0,20]
Controle -0,09 -1,24 0,218 [-0,23; 0,05]
Glicose 0,20 2,76 0,006* [0,06; 0,34]
Lipidio 0,09 1,19 0,236 [-0,06; 0,23]
Lipidio vs.
Sacarina -0,02 -0,31 0,760 [-0,16; 0,12]
Controle -0,17 -2,42 0,016* [-0,31; -0,03]
Glicose 0,11 1,57 0,117 [-0,03; 0,25]
Frutose -0,09 -1,19 0,236 [-0,23; 0,06]

Andlise estatistica por Modelo Linear Misto (LMM), utilizando estrutura da covariancia do tipo
diagonal (efeito quadratico).

gl =241,44; EP = 0,07; n = 8/grupo; * p< 0,05; *** p< 0,001

F(4, 241,44) = 4,38, p = 0,002
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Tabela B: Ingestdo Calérica Cumulativa de logurte (kcal/g)” ao longo das 14

semanas
comparacoes B t p IC 95%
Sacarina vs.
Controle -0,01 -0,77 0,445 [-0,04; 0,02]
Glicose -0,16 -10,30 < 0,001 *** [-0,20; -0,13]
Frutose -0,16 -10,30 < 0,001 *** [-0,19; -0,13]
Lipidio -0,14 -8,79 < 0,001 *** [-0,17; -0,11]
Controle vs.
Sacarina 0,01 0,77 0,445 [-0,02; 0,04]
Glicose -0,15 -9,563 < 0,001 *** [-0,18; -0,12]
Frutose -0,15 -9,562 < 0,001*** [-0,18; -0,12]
Lipidio -0,13 -8,02 < 0,001*** [-0,16; -0,09]
Glicose vs.
Sacarina 0,16 10,30 < 0,001 *** [0,13; 0,20]
Controle 0,15 9,53 < 0,001 *** [0,12; 0,18]
Frutose 0,00 0,01 0,994 [-0,03; 0,03]
Lipidio 0,02 1,52 0,138 [-0,01; 0,06]
Frutosevs.
Sacarina 0,16 10,30 < 0,001*** [0,13; 0,19]
Controle 0,15 9,52 < 0,001*** [0,12; 0,18]
Glicose 0,00 -0,01 0,994 [-0,03; 0,03]
Lipidio 0,02 1,51 0,140 [-0,01; 0,06]
Lipidio vs.
Sacarina 0,14 8,79 < 0,001 *** [0,11; 0,17]
Controle 0,13 8,02 < 0,001*** [0,09; 0,16]
Glicose -0,02 -1,52 0,138 [-0,06; 0,01]
Frutose -0,02 -1,51 0,140 [-0,06; 0,01]

Andlise estatistica por Modelo Linear Misto (LMM), utilizando estrutura da covariancia do tipo
auto-regressiva de primeira ordem [AR(1)] (efeito linear).

gl = 36,02; EP = 0,02; n = 8/grupo; *** p< 0,001
F(4, 36,02) = 54,04, p < 0,001

*ingestdo corrigida pelo peso semanal

86



Tabela C: Ingestdo Calérica Cumulativa de Racéo (kcal/g)” ao longo das 14

semanas
comparacoes B t p IC 95%
Sacarina vs.
Controle -0,03 -0,78 0,442 [-0,10; 0,05]
Glicose 0,17 4,69 < 0,001*** [0,10; 0,25]
Frutose 0,17 4,58 < 0,001*** [0,10; 0,25]
Lipidio 0,09 2,42 0,020* [0,01; 0,17]
Controle vs.
Sacarina 0,03 0,78 0,442 [-0,05; 0,10]
Glicose 0,20 5,47 < 0,001*** [0,13; 0,28]
Frutose 0,20 5,35 < 0,001 *** [0,12; 0,27]
Lipidio 0,12 3,20 0,003** [0,04; 0,19]
Glicose vs.
Sacarina -0,17 -4,69 < 0,001 *** [-0,25; -0,10]
Controle -0,20 -5,47 < 0,001 *** [-0,28; -0,13]
Frutose 0,00 -0,12 0,908 [-0,08; 0,07]
Lipidio -0,08 -2,27 0,028* [-0,16; -0,01]
Frutosevs.
Sacarina -0,17 -4,58 < 0,001 *** [-0,25; -0,10]
Controle -0,20 -5,35 < 0,001 *** [-0,27; -0,12]
Glicose 0,00 0,12 0,908 [-0,07; 0,08]
Lipidio -0,08 -2,16 0,037* [-0,16; -0,01]
Lipidio vs.
Sacarina -0,09 -2,42 0,020* [-0,17; -0,01]
Controle -0,12 -3,20 0,003** [-0,19; -0,04]
Glicose 0,08 2,27 0,028* [0,01; 0,16]
Frutose 0,08 2,16 0,037* [0,01; 0,16]

Andlise estatistica por Modelo Linear Misto (LMM), utilizando estrutura da covariancia do tipo
auto-regressiva de primeira ordem [AR(1)] (efeito linear).

gl = 39,90; EP = 0,04; n = 8/grupo; * p< 0,05; ** p< 0,005; *** p< 0,001

F(4, 39,90) = 12,80, p< 0,001

*ingestdo corrigida pelo peso semanal
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Tabela D: Ingestdo Calérica Cumulativa Total (kcal/g)” ao longo das 14

semanas
comparacoes B t p IC 95%
Sacarina vs.
Controle -0,04 -1,02 0,316 [-0,12; 0,04]
Glicose 0,01 0,29 0,771 [-0,07; 0,09]
Frutose 0,01 0,18 0,856 [-0,07; 0,09]
Lipidio -0,05 -1,21 0,235 [-0,13; 0,03]
Controle vs.
Sacarina 0,04 1,02 0,316 [-0,04; 0,12]
Glicose 0,05 1,31 0,198 [-0,03; 0,13]
Frutose 0,05 1,20 0,238 [-0,03; 0,13]
Lipidio -0,01 -0,19 0,851 [-0,09; 0,07]
Glicose vs.
Sacarina -0,01 -0,29 0,771 [-0,09; 0,07]
Controle -0,05 -1,31 0,198 [-0,13; 0,03]
Frutose 0,00 -0,11 0,913 [-0,09; 0,08]
Lipidio -0,06 -1,50 0,142 [-0,14; 0,02]
Frutosevs.
Sacarina -0,01 -0,18 0,856 [-0,09; 0,07]
Controle -0,05 -1,20 0,238 [-0,13; 0,03]
Glicose 0,00 0,11 0,913 [-0,08; 0,09]
Lipidio -0,06 -1,39 0,173 [-0,14; 0,03]
Lipidio vs.
Sacarina 0,05 1,21 0,235 [-0,03; 0,13]
Controle 0,01 0,19 0,851 [-0,07; 0,09]
Glicose 0,06 1,50 0,142 [-0,02; 0,14]
Frutose 0,06 1,39 0,173 [-0,03; 0,14]

Andlise estatistica por Modelo Linear Misto (LMM), utilizando estrutura da covariancia do tipo
auto-regressiva de primeira ordem [AR(1)] (efeito linear).
gl = 38,81; EP = 0,04; n = 8/grupo

F(4,38,81) =1, p=0,42

: ingestéo corrigida pelo peso semanal
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Tabela E: Ingestéo Hidrica Cumulativa (ml/g)* ao longo das 14 semanas

comparacoes B t p IC 95%
Sacarina vs.
Controle -0,04 -0,61 0,545 [-0,17; 0,09]
Glicose -0,02 -0,37 0,717 [-0,15; 0,10]
Frutose 0,01 0,08 0,934 [-0,12; 0,13]
Lipidio -0,05 -0,76 0,449 [-0,18; 0,08]
Controle vs.
Sacarina 0,04 0,61 0,545 [-0,09; 0,17]
Glicose 0,02 0,25 0,807 [-0,11; 0,14]
Frutose 0,04 0,69 0,492 [-0,08; 0,17]
Lipidio -0,01 -0,15 0,878 [-0,14; 0,12]
Glicose vs.
Sacarina -0,01 -0,08 0,934 [-0,13; 0,12]
Controle -0,04 -0,69 0,492 [-0,17; 0,08]
Frutose -0,03 -0,45 0,656 [-0,16; 0,10]
Lipidio -0,05 -0,85 0,402 [-0,18; 0,07]
Frutosevs.
Sacarina 0,02 0,37 0,717 [-0,10; 0,15]
Controle -0,02 -0,25 0,807 [-0,14; 0,11]
Glicose -0,03 -0,40 0,692 [-0,15; 0,10]
Lipidio 0,03 0,45 0,656 [-0,10; 0,16]
Lipidio vs.
Sacarina 0,05 0,76 0,449 [-0,08; 0,18]
Controle 0,01 0,15 0,878 [-0,12; 0,14]
Glicose 0,03 0,40 0,692 [-0,10; 0,15]
Frutose 0,05 0,85 0,402 [-0,07; 0,18]

Andlise estatistica por Modelo Linear Misto (LMM), utilizando estrutura da covariancia do tipo auto-

regressiva de primeira ordem [AR(1)] (efeito linear).

gl =37,01; EP =0,06; n = 8/grupo
F(4, 37,01) = 0,27, p = 0,89

*ingestdo corrigida pelo peso semanal
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