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RESUMO

Introducédo: Estudos sugerem que adocgantes de alta intensidade (AAIs) podem
promover ganho de peso, induzir resisténcia a insulina e intolerancia a glicose. Os
mecanismos potenciais podem estar relacionados ao comportamento alimentar,
diminuicdo do gasto energético, alteracbes na microbiota intestinal ou aumento da
absorcao intestinal de glicose no periodo pés-absortivo.

Objetivo: Neste experimento, avaliamos o efeito de doses progressivas de sacarina,
no ganho de peso, na ingestao caldrica, na dinamica do comportamento alimentar e
seus padrdes microestruturais. Também investigamos se a exposi¢ao a sacarina pode
induzir resisténcia a insulina e intolerancia a glicose.

Métodos: Em um experimento de 13 semanas, 42 ratos machos Wistar receberam
0,5 mg/g de glicose (CONT) ou 0,5 mg/g de glicose + 0,5 mg/g de sacarina (SAC+) ou
0,5 de mg/g glicose + 1,5 mg/g de sacarina (SAC+++). A racdo padréo e a agua com
glicose a 5% para hidratacdo permaneceram ad libitum. A ingestdo caldrica e a
microestrutura do comportamento alimentar foram avaliadas continuamente por meio
do sistema BioDAQ®. O ganho de peso foi aferido semanalmente, o teste oral de
tolerancia a glicose (OGTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT) foram realizados no
inicio e no final do periodo.

Resultados do estudo I: A sacarina associada a glicose promoveu maior ganho de
peso na dose subméaxima (SAC+: p = 0,003) e maxima (SAC+++: p = 0,02), sem
aumentar a ingestdo caldrica, sem causar resisténcia a insulina ou intolerancia a
glicose. As analises longitudinais mostraram que as diferencas no ganho de peso
comecaram a partir da 62-72 semana de intervencao.

Resultados do estudo Il: O uso de sacarina na dose maxima (SAC+++) aumentou a
duracdo, o tamanho e tempo gasto em bouts (até a 4-72 semana). Além disso, o
tamanho dos bouts também foi superior no grupo suplementado com a dose
submaxima (SAC+, até a 32 semana), e SAC+ gastou mais tempo em bouts (até a 52
semana) em relagdo ao CONT. Ao considerar a dependéncia dos fatores
(tempo*grupo), verificamos que o tamanho dos bouts no grupo SAC+++ teve
magnitude de efeito crescente, com diferenca de 0,3% e 0,4%/semana em relacdo ao
CONT (p =0,01) e SAC (p =0,007), respectivamente. Além disso, uma taxa crescente
de bouts/refeicéo, e intervalo entre refeigcbes (IMI), na ordem de 16%/semana (p <



0,009) e 3%/semana (p < 0,01) em relacdo ao CONT. SAC+ também demonstrou
aumentar o IMI, mas em menor grau (2%/semana, p = 0,04). O uso de sacarina nédo
alterou a eficiéncia alimentar, a taxa de saciedade nem o consumo alimentar.

Conclusédo: Esse conjunto de dados sugere que a sacarina associada a glicose,
promove ganho de peso de maneira ndo dose-dependente, 0 que pode indicar um
efeito sinérgico da glicose co-administrada. A sacarina também alterou o IMI e alguns
parametros relacionados aos bouts. Apesar dos efeitos mais pronunciados ocorrerem
com a dose maxima, ndo houve relacdo dose-dependente. Tais implica¢cdes ndo foram
capazes de alterar o consumo caldrico, nem os parametros relacionados a dinamica
do comportamento alimentar, como a eficiéncia alimentar ou a taxa de saciedade.
Além disso, a hipétese de que a exposicao cronica a sacarina promove resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose nao foi sustentada neste modelo experimental. Esses
resultados fornecem evidéncia que apoia a contraindicacdo do uso de adocantes

como estratégia adjuvante ou isolada no controle do peso corporal.

Palavras-chave: sacarina, ganho de peso, excesso de peso, ingestdo energética,
ingestao alimentar, comportamento alimentar, relacdo dose-resposta, metabolismo da

glicose, resisténcia a insulina



ABSTRACT

Background: Studies suggest that non-nutritive sweeteners (NNSs) may promote
weight gain, and induce insulin resistance and glucose intolerance. Potential
mechanisms may be related to feeding behavior, decreased energy expenditure,
changes in the intestinal microbiota, or increased intestinal glucose absorption in the
post-absorptive period.

Objective: In this experiment, we evaluated the effect of progressive doses of
saccharin, on weight gain, caloric intake, the dynamics of feeding behavior, and its
microstructure patterns. We also investigated whether exposure to saccharin can
induce insulin resistance and glucose intolerance.

Methods: In a 13-week experiment, 42 male Wistar rats received 0.5 mg/g of glucose
(CONT) or 0.5 mg/g of glucose + 0.5 mg/g of saccharin (SAC+) or 0.5 mg/g of glucose
+ 1.5 mg/g of saccharin (SAC+++). Standard chow and 5% glucose water for hydration
remained ad libitum. Caloric intake and the microstructure of feeding behavior were
continuously evaluated using the BioDAQ™ system. Weight gain was measured
weekly, and oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT) were
performed at the beginning and end of the period.

Study results I: Saccharin associated with glucose promoted greater weight gain at
submaximal (SAC+: p = 0,003) and maximal (SAC+++: p = 0,02) doses, without
increasing caloric intake, without causing insulin resistance or glucose intolerance.
Longitudinal analyzes showed that differences in weight gain started from the 6th-7th
week of intervention.

Study results II: The use of saccharin at the maximum dose (SAC+++) increased the
duration, size, and time spent in bouts (until the 4-7th week). In addition, the bout size
was also superior in the group supplemented with the submaximal dose (SAC+, up to
3rd week), and SAC+ spent more time in bouts (up to 5th week) compared to CONT.
When considering the dependence of the factors (time*group), we found that the bout
size in the SAC+++ group had an increasing effect magnitude, with a difference of
0.3% and 0.4%/week to the CONT (p = .01) and SAC (p = .007), respectively.
Furthermore, an increasing rate of bouts/meal and intermeal interval (IMl), in the order
of 16%/week (p < .009) and 3%/week (p < .01) about CONT. SAC+ has also been



shown to increase IMI, but to a lesser extent (2%/week, p =.04). The use of saccharin
did not change the eating rate, the satiety ratio, or food consumption.

Conclusion: This dataset suggests that saccharin associated with glucose promotes
weight gain in a non-dose-dependent manner, which may indicate a synergistic effect
of co-administered glucose. Saccharin also altered the IMI and some parameters
related to seizures. Although the most pronounced effects occurred with the maximum
dose, there was no dose-dependent relationship. Such implications were not able to
change caloric consumption nor parameters related to the dynamics of eating
behavior, such as food efficiency or satiety rate. Furthermore, the hypothesis that
chronic exposure to saccharin promotes insulin resistance and glucose intolerance
was not supported in this experimental model. These results provide evidence that
supports the contraindication of the use of sweeteners as an adjuvant or isolated

strategy in the control of body weight.

Keywords: saccharin, weight gain, overweight, energy intake, food intake, feeding

behavior, dose-response relationship, glucose metabolism, insulin resistance
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1. INTRODUCAO

Mudangas nos padrdes alimentares foram fortemente influenciados devido a
industrializagéo, movimentos sociais, culturais e econdmicos. Alimentos processados
de elevada densidade energética e com alto teor de acucar tém contribuido
significativamente para a alta prevaléncia de doencas como obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares (DCV) (1). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia mundial de obesidade triplicou desde 1975
(2). Sobrepeso e obesidade estdo associados ao aumento da mortalidade por todas
as causas (3).

Dentre as estratégias nutricionais para 0 manejo do peso corporal e controle
glicémico, destacam-se o déficit calérico e a reducao de carboidratos simples, logo, é
racional a substituicdo do acucar convencional por adocantes de alta intensidade
(AAIS) (4).

Comercializados como adocantes de uso geral ou disponiveis numa ampla
gama de produtos industrializados (versdes rotuladas como “diets”, “sugar-free”, com
teor de calorias e de carboidratos reduzidos), ha um crescente e consideravel
consumo destes aditivos, especialmente por individuos diabéticos, obesos (5, 6) ou
por aqueles que simplesmente objetivam controle/perda de peso (7, 8). Um recente
estudo publicado no Journal of the Academy of Nutrition and Dietetics (9) identificou
que as compras domésticas per capta de produtos alimenticios contendo adocantes
caloricos (ACs) diminuiram 17% entre 2002 e 2018, mas aumentaram 335% para
produtos contendo adoc¢antes nao caléricos (ANCs) nos EUA. Essa diferenca foi ainda
mais expressiva quando foi avaliado o consumo na forma de bebidas (queda de 63%
para ACs e aumento de 431% para ANCSs).

Apesar dos AAls terem sido amplamente utilizados por décadas, ainda ha
resultados divergentes e inconclusivos sobre seus efeitos metabdlicos e impacto
balanco energético (BE). Nos ultimos anos houve um interesse renovado nesta
discusséo, principalmente apds uma série de estudos de coorte prospectivos em que
foi observado que o risco de ganho de peso aumenta de modo responsivo a dose
entre os consumidores de bebidas adogadas artificialmente (10, 11). Outros estudos
longitudinais também indicam associagao entre o consumo de AAls e aumento do IMC
(indice de massa corporal) — além do aumento do risco cardiometabdlico em adultos

16



(12) e da adiposidade em criancas (13). Uma recente meta-analise de estudos de
coorte prospectivo verificou associacao dose-dependente entre o consumo de bebidas
adocadas (seja com acucar ou adocantes) e risco de DM2, DCV e mortalidade por
todas as causas (14).

Especula-se que estes adocantes desencadeiam propensao para a ingestao
de alimentos doces, aumentando o risco de obesidade por meio do aumento do apetite
e da ingestdo calorica, além de desencadear um desequilibrio nos mecanismos
envolvidos na regulacédo do BE. Estudos experimentais sugerem que a alta ingestéao
de substancias doces (isolados ou associados a uma dieta rica em gorduras) promove
ganho de peso por meio de alteracées de neuropeptideos relacionados ao controle
alimentar e ao gasto energético (15).

Além disso, apesar de ndo impactarem na glicemia, os AAls ndo sao
fisiologicamente inertes ao metabolismo da glicose (16, 17). Primeiramente, foi
demonstrado que o pancreas (18, 19) e o trato gastrointestinal (TGI) (20, 21) podem
detectar estes AAls através de receptores para o sabor doce, TIR2 e T1R3, e de
mecanismos de transducdo que sdo semelhantes aos identificados na lingua. Em
segundo lugar, a ativacdo dos receptores T1R2 e T1R3 no intestino, em células
isoladas L-duodenais, e em células B-pancreaticas desencadeia a secrecdo do
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e de insulina (19, 22). Em terceiro lugar,
estudos experimentais demonstram que os AAls interagem com 0s receptores de
sabor doce expressos nas células enteroenddécrinas, aumentando a absorcdo de
glicose no lumen intestinal mediante a expresséo e regulacdo do transportador de
glicose sbdio-dependente 1 (SGLT1) (21, 23-25), e aumentando a translocacdo do
transportador de glicose 2 (GLUT2) na membrana apical do epitélio intestinal (26).

Estudos experimentais prévios, conduzidos por nosso grupo de pesquisa,
mostram que o uso de sacarina aumentou o ganho de peso sem aumento da ingestao
calérica correspondente (27-30). A relacdo dose-resposta de qualquer AAI nos
parametros metabdlicos e comportamentais visados com este trabalho ainda néo foi
estudado de maneira controlada. Além disso, pode haver algum fator de confuséo o
fato de a maioria das pesquisas utilizar versdes comerciais de adocgantes, que Sao
compostas por blends.

Neste contexto, o presente estudo se propde a testar a hipotese de que 0 uso

cronico de sacarina (versdo com elevado grau de pureza), associada a glicose, altera
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0 comportamento alimentar, a ingestado calorica, 0 ganho de peso, a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina de modo dose-dependente. Estabelecer esta
relagdo causal e elucidar mecanismos envolvidos teria ampla repercusséo clinica no
manejo nutricional do peso corporal, especialmente em individuos com

sobrepeso/obesidade, diabéticos ou propensos a desenvolver diabetes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS
INFORMACOES

Esta revisdo da literatura contempla efeitos metabdlicos relacionados ao uso
de AAls, especialmente a sacarina, na gestdo do peso corporal, metabolismo da
glicose e comportamento alimentar.

A estratégia de busca para selecdo dos artigos envolveu as seguintes bases
de dados: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (PubMed), Scientific Electronic
Library Online (SciELO) e Banco de Teses da CAPES. Na busca, foram
intersecionados o fator em estudo e o desfecho de interesse principal. Uma
combinacdo de MeSH terms e palavras-chave foi utilizada (Tabela 1). As pesquisas
foram limitadas apenas a adocantes de alta intensidade aprovados pela FDA. Néo

houve restricdo quanto ao desenho do estudo, populacdo ou data da publicacao.

Tabela 1 - Estratégias de busca nas bases de dados

) Bases de Estudos
Descritores

Dados (n)
“high-intensity sweeteners” OR “sugar
Fator em substitutes” OR “nonnutritive sweeteners” OR LILACS 56
“noncaloric sweeteners” OR “low-caloric
estudo sweeteners” OR “artificial sweeteners” OR PubMed 643
“saccharin”
“weight gain” OR “obesity” OR “overweight” OR _
“weight loss” OR “energy intake” OR “feeding Scielo 7
Desfecho behavior” OR “energy balance” OR “glucose
metabolism” OR “insulin resistance” OR “glucose Capes 1

homeostasis”

Fonte: autoria propria.

Foram priorizados os estudos mais recentes e que melhor adequaram-se as
necessidades teoricas e metodologicas deste trabalho original. Aléem das estratégias
de busca descritas acima, publicacdes especificas potencialmente pertinentes,
identificadas acerca da discussdo deste tema, de pesquisa foram utlizadas e

indicadas nas referéncias.
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2.2. ADOCANTES DE ALTA INTENSIDADE: ASPECTOS GERAIS

Devido a crescente prevaléncia mundial de sobrepeso, obesidade e diabete
mellitus tipo 2 (DM2), ha um forte apelo quanto ao consumo excessivo de agucar e ao
teor caldrico dos alimentos. Uma abordagem frequente no intuito de reduzir o impacto
no indice glicémico e a densidade energética dos alimentos e bebidas é substituir
acucares convencionais por adocantes de alta intensidade (AAl). Entretanto, ha
escassez de estudos sobre os efeitos metabdlicos do uso destes adogantes por longo
prazo em humanos (31) e evidéncias disponiveis sdo heterogéneas, conflitantes ou
inconclusivas.

Estes aditivos alimentares também s&o descritos como substitutos do acucar,
adocantes nao-nutritivos (ANNs), ANCs ou de baixa caloria, pois ndo apresentam teor
energético, ou quando apresentam, sao insignificantes devido seu elevado grau de
docura (ex.: aspartame). Geralmente sdo versdes sintéticas, por isso também sédo
chamados de adocantes artificiais (AAs). As versdes naturais incluem o steviol, os
polidis e o estrado de Luo Han Guo (32), e representam uma alternativa crescente na
industria alimenticia em resposta a tendéncia dos consumidores em evitar substancias
sintéticas, porém, ndo sdo amplamente utilizados devido ao custo elevado (33).

Os adocantes sao majoritariamente consumidos por meio de produtos
industrializados na forma de aditivo, como intensificador sensorial, na qualidade de
versao “diet”.

Os critérios minimos de seguranca para a comercializacdo séo revisados
periodicamente por comités de especialistas, entidades cientificas e regulamentados
por autoridades federais como o FDA (Food and Drug Administration, EUA), EFSA
(European Food Safety Authority), JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives), Codex Alimentarius da FAO/OMS e ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria).

Atualmente, nove adocantes de alta intensidade séo aprovados pela FDA (34-
36), em 1969 o ciclamato foi banido nos EUA devido propriedades carcinogénicas. Ja
no Brasil, o ciclamanto possui aprovacdo pela ANVISA (37-39), o advantame foi
aprovado em 2019 (40) em algumas categorias alimentares, enquanto o extrato de
Luo Han Guo (monk fruit) ainda ndo é reconhecido como edulcorante.

Conforme padrbes de seguranca definidos nas normas do FDA, os AAls sao

regulamentados como aditivos alimentares e passam por uma revisdo de estudos
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toxicoldgicos antes da aprovacao e comercializacdo. Excepcionalmente, nos casos de
uma substancia geralmente reconhecida como segura (GRAS) nédo requer aprovacao
antes da comercializacdo. Especialistas qualificados concluem com base em
informacdes publicamente disponiveis que a substancia € segura nas condi¢cbes de
uso a que se destina. Uma empresa pode fazer uma determinacdo GRAS
independente para uma substancia, notificando ou ndo o FDA (34). Comumente
adocantes naturais séo reconhecidos como GRAS.

Alta intensidade de docgura significa que uma quantidade infima é necessaria
para atingir a docura habitual desejada. Por exemplo, considerando que um saché de
acucar de mesa possui 5 gramas, seria necessario 8 mg de sucralose em
equivaléncia. Portanto, formulagdes destinadas ao uso do consumidor incluem outros
ingredientes que adicionam volume. Estes agentes de corpo devem também permitir
gue o adocante de varejo resultante tenha poucas calorias por porcdo. A FDA
determina que um alimento ou bebida com menos de cinco calorias por por¢ao pode
ter a descrigao “sem calorias” no rétulo.

Normalmente estes adocantes sdo comercializados na forma de blends (adi¢ao
de polidis, frutose, glicose, maltodextrina, xarope de milho rico em frutose, sacarose,
polidextrose amidos modificados ou outros espessantes) ou combinacdes de dois, ou
mais AAIs, pois resulta em sinergia de dulgor. Essas combinacdes também otimizam
o perfil temporal de docgura (inicio mais rapido e menor duragéo de dulgor), produzir
um perfil de dogura mais proximo ao da sacarose, mascara o gosto residual, reduz o
custo e muitas vezes melhoram a estabilidade (41).

A sinergia pode ser classificada como quantitativa ou qualitativa. A sinergia
quantitativa € definida como ocorrendo quando a docura de uma mistura de adocantes
€ maior que a soma de suas respectivas intensidades de docura individuais. A sinergia
qualitativa é definida como o uso de dois ou mais adocantes com perfis temporais
complementares para obter uma maior aproximagao com a da sacarose. Misturas ou
combinac¢Bes de dois, ou mais adocantes séo utilizados frequentemente a fim de
atingir o nivel desejado de docura e o perfil temporal em produtos alimenticios e
bebidas (41).

A sequir, a Tabela 2 sumariza os AAls aprovados atualmente pelo FDA, bem
como seu potencial adogcante em relacdo ao aclucar de mesa (sacarose) e a ingestéao

diaria aceitavel (IDA) conforme as principais autoridades regulamentadores mundiais
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(34, 42). A IDA é balizada em 100 vezes menor do que a quantidade minima que
possa causar eventos adversos, tornando 0 consumo excessivo excepcionalmente
dificil (43).

Tabela 2 - Caracteristicas dos adocantes de alta intensidade aprovados pela FDA

Adocante Aprovacao kcallg  Poténcia*** |I:%AA JL:%?ZA
Sacarina 1970 0 200-700 15 0-5
Aspartame 1981 4 200 50 0-40
Acessulfame-K 1988 0 200 15 0-15
Sucralose 1998 0 600 5 0-15
Neotame 2002 0 7000-13000 0,3 0-2
Steviol# 2008* 0 200-400 4x* 0-4
Luo Han Guo* 2010* 0 100-250 NE NE
Advantame 2014 0 20000 32.8 0-5
NHDC* 2020~ 0 1900 5 0-5

FDA: Food and Drug Administration; JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives;
IDA: Ingestao Diaria Aceitavel (mg/kg/d); NE: Nao Estabelecido; ***Poder adogcante em relacdo a
sacarose; **Estabelecido pelo JECFA; *Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS); *Derivados de
extratos naturais. Fonte: FDA, 2021 e JECFA, 2021.

2.2.1. Sacarina

A Sacarina é o AA mais antigo, descoberta ao acaso em 1879 por Constantine
Fahlberg da Universidade Johns Hopkins. E uma substancia sintética derivada do
petréleo (tolueno e acido clorosulfénico) (41).

Apesar de ser comercializada desde 1900, obteve a aprovacao do FDA apenas
em 1970 (44). Em 1977 teve sua seguranca questionada apos estudos experimentais
identificarem potencial carcinogénico (cancer de bexiga em ratos) em altas doses, o
qgue nao foi corroborado em humanos (45). O Comité Cientifico Europeu para
Alimentos concluiu, em 1995, que a sacarina nao representa risco de cancer para os
humanos (46). A sacarina é aprovada em mais de 100 paises, incluindo os Estados
Unidos, Canada e Uni&o Europeia. E o terceiro adogante mundialmente mais utilizado,
ficando atras apenas da sucralose e do aspartame (33).

Ha duas configuracdes distintas de sacarina: em forma de acido ou ligada aos

seus sais (sodio ou calcio), mas é geralmente comercializada na forma sodica. Em
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sua forma acida é insolivel em agua, mas ligada aos seus sais apresenta alta
solubilidade (0,67 g/ml de 4gua a temperatura ambiente) (47).

Devido seu sabor residual forte e metalico, normalmente € comercializada
combinando-a com outros AAls (33). Por ser estavel ao calor, é utilizada em diversos
produtos, incluindo assados, refrigerantes, geleias, gomas de mascar, enlatados,
frutas-doces, coberturas para sobremesas e molhos para salada. Também é utilizada
em cosméticos e produtos de higiene (pasta de dente, enxaguatério bucal e brilho
labial), vitaminas e medicamentos (32).

2.2.2. Aspartame

Foi descoberto acidentalmente pelo quimico James Schlatter em 1965,
enquanto desenvolvia novos medicamentos para Ulcera. E composto por um éster
metilico de dois aminoéacidos (a fenilalanina e o acido aspartico) (41). Dentre os AAIs,
€ 0 Unico que apresenta teor calérico (4 kcal/g), no entanto, seu elevado poder
adocante (200 vezes a da sacarose) torna este acréscimo infimo.

O sabor do aspartame € descrito como limpo e doce como o acucar, sem o
gosto residual amargo, quimico ou metalico — muitas vezes associado a alguns outros
AAls (41). Seu potencial adocante pode ser influenciado pelo pH, pela concentracéo
(maior a baixas concentracdes) e pela temperatura (maior em temperatura ambiente
do que em produtos gelados ou quentes) (32). E mais estavel a temperatura ambiente
e a um nivel de pH de 4,3 apresentando meia-vida de quase 300 dias, enquanto, em
pH de 7 sua meia-vida é reduzida para apenas alguns dias (33). E ligeiramente soltvel
em agua, e sua solubilidade aumenta em pHs extremos bem como com o aumento da
temperatura (32). Entretanto, ndo é adequado para uso em alimentos submetidos a
COCCA0 pois 0 aquecimento causa sua decomposicdo em dicetopiperazina e
consequente perda do sabor doce (33).

O FDA aprovou o aspartame em 1981 para uso sob certas condigbes como um
adocante de mesa, em goma de mascar, cereais matinais frios e bases secas para
determinados alimentos (café instantaneo, cha, gelatinas, pudins, recheios, laticinios
e coberturas). Em 1983 foi aprovado para uso em bebidas carbonatadas e em 1996 a

aprovacao foi estendida para o uso geral (34).
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Por conter fenilalanina em sua composicdo, deve ser evitado por individuos
com fenilcetontria — doenca genética rara decorrente da deficiéncia
da fenilalanina hidroxilase, enzima que catalisa a conversdo de fenilalanina em
tirosina, que se nao tratada resulta em deficiéncia intelectual irreversivel erupcao
cutanea eczematosa, autismo, convulsdes e deficiéncias motoras (48). Apesar da
guantidade de fenilalanina em alimentos e bebidas contendo aspartame néo ser

declarada nos rétulos dos ingredientes (49), esta adverténcia deve constar (34).

2.2.3. Acessulfame-K

O acessulfame de potassio (Ace-K), foi descoberto acidentalmente em 1967
pelo quimico Karl Clauss (32), da empresa farmacéutica alema Hoechst AG (Nutrinova
atualmente).

Foi aprovado em 1988 pelo FDA para o uso em categorias especificas de
alimentos e bebidas, mas apenas em 2003 foi aprovado como adogante de uso geral
e intensificador de sabor em alimentos (exceto em carnes e aves) sob certas
condicBes de uso (34).

Por ser estavel ao calor, mantém o sabor doce mesmo quando submetidos a
altas temperaturas durante a coccdo. E hidrossoltvel, estavel em meio aquoso e
estavel a uma ampla faixa de pH. Mesmo apdés armazenamento prolongado em
temperatura ambiente, ndo apresenta alteracdo em sua concentracdo ou ha
intensidade de sabor. Devido sua excelente estabilidade pode ser utilizado em uma
ampla gama de alimentos e bebidas, inclusive bebidas que sofrem processo de
pasteurizagao, produtos para higiene, medicamentos e ragcéo para animais (41).

Frequentemente é utilizado com outro adocante (comumente sucralose ou
aspartame) na intencdo de melhorar a palatabilidade e o retrogosto amargo, de modo
que, os efeitos sinérgicos resultam numa combinacdo que € mais doce do que a de

seus componentes isolados (32).
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2.2.4. Sucralose

A sucralose foi descoberta acidentalmente em 1976 quando um programa de
pesquisa, conduzido pelo Queen Elizabeth College (QEC) da Universidade de
Londres em parceria com uma empresa agucareira britanica (Tate & Lyle PLC),
estavam procurando maneiras de usar a sacarose (acucar de mesa comum) como um
intermediario quimico. E elaborada a partir da sacarose por um processo que substitui
seletivamente 3 grupos de hidroxila por 3 atomos de cloro (32, 41).

Em 1998 o FDA aprovou a sucralose para o uso em 15 categorias alimentares
e no ano seguinte foi aprovado como adocante de uso geral (34).

E um adocante notavelmente diferente da sacarose em sua intensidade de
docura e estabilidade, embora tenha uma qualidade de sabor comparavel, néo
apresentando sabor residual. Apresenta excelente solubilidade em agua, etanol e
metanol e € estavel a diversas faixas de pH e temperatura. Caracteristicas
organolépticas, boa estabilidade e propriedades fisico-quimicas fazem dela um
adocante muito versétil, adequado para uma ampla variedade de produtos
alimenticios (41).

A sucralose pertence a uma classe de compostos conhecidos como
organoclorados (ou cloro carbonos), e alguns desses, particularmente os
lipossoluveis, sao toxicos para plantas e animais (incluindo humanos). Entretanto, a
sucralose nao é toxica em pequenas quantidades, pois € extremamente insoluvel em
gordura, ndo se decompde e nem elimina o cloro (50).

O consumo de sucralose (pura) ndo afeta o controle glicémico ou sensibilidade
a insulina em individuos saudaveis quando administrada isoladamente, porém, o seu
uso combinado com agentes de volume de origem glicidica demonstrou impacto

negativo no metabolismo da glicose (51).

2.2.5. Neotame

AAI sintético, derivado do aspartame a partir de uma simples N-alquilacéo.
Inventado pelos cientistas franceses Claude Nofre e Jean-Marie Tinti num programa
de pesquisa de longo prazo que objetivava desenvolver uma versdao com

caracteristicas de desempenho otimizadas (41).
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Dada a sua alta poténcia de docura € um dos AAls mais econémicos do
mercado. Proporciona caracteristica sensorial semelhante ao da sacarose, com
predominio de sabor doce muito limpo, e sabores residuais minimos. Devido seu perfil
temporal da docura, é utilizado também como intensificador de sabor — conferindo
uma funcionalidade Unica como aditivo alimentar. Apresenta elevada estabilidade e
solubilidade (dgua e alcoois) em uma ampla faixa de temperatura (41).

E comercializado na sua forma pura ou misturado com outros adogantes (ex.:
diminui o amargor residual da sacarina). Pode ser encontrado em produtos de
panificacdo, refrigerantes, goma de mascar, glacé, sobremesas congeladas, geleias,
gelatinas, pudins, frutas processadas, coberturas e xaropes (32). Atualmente, a
NutraSweet Company detém os direitos de uma ampla gama de patentes relacionadas
ao neotame (41).

Foi aprovado pelo FDA em 2002 como adocante de uso geral e intensificador
de sabor em alimentos (exceto em carnes e aves) sob certas condicdes de uso (34).

Diferente do aspartame, ndo produz fenilalanina, o que o torna adequado ao
consumo por fenilcetondricos (47).

Outro AA similar € o alitame, que esta com aprovacgao pendente perante o FDA.

2.2.6. Stevia

E um AAI de origem natural amplamente utilizado e leva o nome comercial de
Stevia®. A planta Stevia Rebaudiana (SR) € um arbusto perene da familia Asteraceae,
nativa da América do Sul, especialmente Brasil e Paragauai (52), ja é utilizada ha
séculos por povos indigenas para adocar os alimentos. Somente o ato de mascar a
folhas ja induz a uma percepcao de sabor doce 10 vezes superior ao aglcar de mesa
(33).

E composta principalmente por esteviol, esteviosideo e rebaudiosideo A, e em
menor concentracdo: dulcosideo A, rubusosideo, esteviolbiosideo, rebaudiosideo B,
C, D, E e F. Estes glicosideos de esteviol sdo os responsaveis pelo seu sabor doce.
Sao obtidos através da extracdo das folhas seguido de concentracdo adicional,
purificacdo e secagem mediante pulverizacdo (33). E estavel ao calor e ao pH e n&o
e fermentavel (53, 54). Em solu¢bes aquosas, com PH entre 2-8, ocorrem reacoes

que levam a perda de rebaudiosideo A (41).
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Apesar de ter docura mais persistente que a sacarose, apresenta sabor residual
amargo e notas de alcacuz (33), especialmente se utilizado em altas doses ou de
forma isolada (sem blend). Como o esteviosideo exibe muito mais amargor do que o
rebaudiosideo A, atualmente ha no mercado versbées com altos niveis de
rebaudiosideo A (41).

Por apresentar um complexo de terpenos, taninos, esterois, vitaminas,
carotenos, flavonodides e outros microelementos (55), pesquisadores tém investigado
suas propriedades biofuncionais (56, 57). Alguns evidenciaram efeitos antivirais (58),
antiinflamatadrios (59), antitumorais (60-62), antioxidantes, anti-hiperglicémicos (63),
antiaterosclerética (52) e atividade imunomoduladora (64).

O FDA reconhece como sendo seguro para o consumo, desde que o grau
pureza seja superior a 95%. O uso de folhas de stevia ou seus extratos brutos nao
sdo considerados GRAS e sua importacdo para os Estados Unidos ndo é permitida
para uso como adocante (34). No Brasil, foi aprovado no final dos anos 90 como

agente flavorizante e edulcorante (38).

2.2.7. Luo Han Guo

Siraitia Grosvenorii Swingle (SGS), conhecida como fruta do monge (monk
fruit), € uma videira perene da familia Cucurbitaceae, nativa do sul da China e da
Tailandia onde tem sido usado por séculos como adogcante ou como produto medicinal
(33). Atualmente, tem se popularizado como um adocante natural devido as
tendéncias globais com habitos alimentares saudaveis e preocupacdo com efeitos
adversos da exposicao as versdes sintéticas.

O extrato da fruta contém niveis variados de mogrosideos (II-VI), que sédo os
constituintes ndo nutritivos da fruta, responséaveis pela docura caracteristica (32, 33).
Mogrosideos sdo um grupo de glicosideos triterpénicos do tipo cucurbitano com
atividade antioxidante (33). Liu et al. (2018) (65) revisaram uma ampla gama de
propriedades farmacolédgicas do extrato da fruta e seus componentes individuais em
gue identificou efeitos antitumorais, antivirais, anti-hiperglicémicas, hipolipemiantes e
reducao de radicais livres.

As estruturas dos principais mogrosideos (IV e V) foram estabelecidas por
Takemoto et al. (1983), apos extensos estudos quimicos e espectroscopicos (66). O
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principio doce mais abundante é o do mogrosideo V, que pode ocorrer em niveis de
concentracdo de 0,8-1,3% p/p (67). O mogrosideo V € um composto polar, pois
contém cinco residuos de glicose, permitindo sua extracdo em agua ou huma solucao
aquosa com etanol a 50%. As solu¢des aquosas contendo mogrosideo V séo estaveis
qguando fervidas (41).

Dependendo do grau de concentracdo, os mogrosideos IV e V aparentam
potencial dulcor de 233-392 e 250-425 vezes em relagdo a sacarose. A docura dos
mogrosideos séo definidas por um perfil de inicio lento, tipico de adocantes naturais
de alta poténcia, apresenta sabor residual de alcacuz com uma sensacdo de
refrescancia — o que pode limitar seu uso (44). O sabor residual amargo pode ocorrer
quando a extragdo é decorrente de frutos ndo maduros (41).

O FDA reconhece como sendo seguro para o consumo (34), e estabelece

concentracdo minima de 95% de mogrosideo V (36).

2.2.8. Advantame

O advantame foi criado a partir de um longo programa de pesquisa no intuito
de desenvolver novos adocantes de alta poténcia com caracteristicas organolépticas
desejaveis. O projeto envolveu quimica computacional para identificar, numa série de
triagens, moléculas potencias baseadas nos seguintes critérios: poténcia doce, perfil
de sabor detalhado, propriedades fisico-quimicas, viabilidade de producéo industrial
e estimativa da dindmica metabdlica no corpo humano por ensaios in vitro (41).

E formado por uma amina secundaria do aspartame acrescida de filodulcina ou
vanilina (um componente da baunilha) (32). Interessantemente, o advantame possui
semelhanca estrutural quimica a dos adoc¢antes naturais (41).

Apresenta perfil de sabor muito semelhante ao do aspartame, porém
ligeiramente mais doce e sem gosto residual (41).

A solubilidade do advantame em agua, etanol e acetato de etila aumenta
conforme a temperatura, apresentando variacdo de 0,076 g/L a 15°C em agua e
32,277 g/L em etanol a 60°C. Considerando a notavel poténcia de dulcor do
advantame sua solubilidade nesses solventes € mais que suficiente para a

funcionalidade necessaria.
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Sua estabilidade depende do pH, da umidade e da temperatura. Sob mesmas
condicbes, exibe o mesmo perfil de estabilidade que o aspartame e seguem
teoricamente 0 mesmo mecanismo de degradac¢ao. No entanto, em condi¢des de pH
e/ou temperatura relativamente mais elevados a formacao de dicetopiperazina (que
ocorre no aspartame) é bloqueada devido ao impedimento estérico pelo volumoso
grupo funcional vanil, permitindo uso em alimentos submetidos a coc¢ao. Além disso,
uma vez que a ligacdo dipeptidica do advantame néo é reconhecida como tal pelos
microrganismos, espera-se excelente estabilidade em produtos fermentados (ex.:
iogurtes) (41).

E aprovado pelo FDA como adocante de uso geral e intensificador de sabor em

alimentos (exceto em carnes e aves) sob certas condi¢cdes de uso (34).

2.2.9. Neoesperidina dihidrocalcona

A neoesperidina dihidrocalcona (neoesperidina DC ou NHDC) é um glicosideo
flavona, considerada um AAIl seminatural (68). Apesar de ndo estar presente na
natureza na sua forma intacta, seus flavonoides estruturalmente relacionados e suas
dihidrocalconas correspondentes ocorrem naturalmente em muitas plantas (ex.: frutas
citricas). A dihidrocalcona é obtida a partir da hidrogenacéo da flavona (neoesperidina
chalcona), que é isolada e extraida da casca de frutas citricas imaturas (69).

A NHDC foi descoberta por Horowitz e Gentili em 1963 enquanto estudava as
relacbes entre estrutura e amargor em glicosideos fendlicos do género Citrus.
Surpreendentemente, o produto resultante da hidrogenacdo da amarga flavanona
neohesperidina produziu uma substancia intensamente doce, a neohesperidina DC
(41). De fato, a NHDC é particularmente eficaz em mascarar os sabores amargos de
outros compostos encontrados nos citricos, incluindo a limonina e a naringina.

Atualmente a NHDC vem recebendo interesse renovado devido a sua recente
aprovacao nos EUA tanto como adocante, como intensificador de sabor. Apesar de
ter sido utilizada em produtos alimenticios desde 1989, recebeu aprovacado do FDA
apenas no final de 2020 mediante uma carta de ndo objecédo ao status GRAS da
HNDC, permitindo seu uso em diversas categorias alimenticias em niveis maximos de
10-1000 ppm (35).
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Assim como outros glicosideos (ex.: glicosideos de esteviol, glicirrizina), a
NHDC tem perfil de docura de inicio lento e tardio, mas com duracéo prolongada, e
apresenta um leve sabor de alcaguz. Suas notaveis propriedades sinérgicas e
modificadoras de sabor fazem com que seja geralmente utilizada em misturas com
outros AAls para imitar a intensidade de sabor e dogura da sacarose (41, 69) ou para
bloquear sabores amargos de outros AAls. Além disso, como a NHDC otimiza
propriedades organolépticas dos demais AAls, faz com que seja necesséria uma
quantidade menor, oferecendo um excelente custo-beneficio para a industria
alimenticia. Seu uso também se estende na industria farmacéutica pelo potencial de
mascarar sabores amargos e residuais (41).

A solubilidade da NHDC em &gua destilada a temperatura ambiente € baixa
(0,4-0,5 g/L), sendo totalmente soltvel tanto em agua quente (80° C) quanto em alcali
aguoso, e apresenta maior solubilidade em uma mistura de alcool-agua do que em
agua ou etanol sozinhos. Apresenta boa estabilidade a altas temperaturas e a uma

ampla faixa de pH (41).

2.3. METABOLISMO DOS ADOCANTES DE ALTA INTENSIDADE

Esta secéo fornece uma visdo geral dos principais processos relacionados a
absorcdao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos AAls aprovados pela FDA.

A sacarina ndo é metabolizada (Figura 1), embora possa atravessar a placenta
e ser transferida através do leite materno. Entre as espécies animais a taxa de
absorcdo é inversamente proporcional ao pH gastrico — maior em humanos do que
em ratos (70). Apés a ingestédo, cerca de 85-95% é absorvida e se liga as proteinas
plasmaticas para a circulacdo sanguinea, em seguida € excretada na urina, enquanto
0s 5-15% remanescentes passam pelo TGI e sao integralmente eliminados nas fezes.
Porém, estudos sugerem que essa fracdo da sacarina, que ndo é imediatamente
absorvida, consegue interferir e modificar a composi¢géo da microbiota intestinal (MI)
(70).

ApoOs a ingestéo, o aspartame é decomposto no intestino delgado por esterases
e peptidases em: fenilalanina (50%), acido aspartico (40%) e metanol (10%) (71).
Estes compostos hidrolisados séo totalmente absorvidos pela circulacdo sistémica e

metabolizados seguindo suas vias metabdlicas habituais. O metanol é metabolizado
30



no figado enquanto o acido aspartico e a fenilalanina entram no pool dos aminoacidos
livres. Assim sendo, os componentes sdo absorvidos pelos tecidos periféricos,
utilizados para a sintese e metabolismo das proteinas e excretados (Figura 1). Por
ser rapidamente digerido, o0 aspartame nao acumula no organismo, tampouco € capaz
de afetar a Ml uma vez que nao chega ao célon (72).

Da mesma forma que a sacarina, o acessulfame-K n&o é metabolizado (70). E
absorvido rapidamente e sua molécula é excretada de forma integra por via urinaria,
principalmente (41) (Figura 1).

A sucralose nao sofre metabolismo significativo — € biologicamente inerte uma
vez que absorvida é simplesmente excretada de forma intacta (Figura 1) (70). A
maioria da sucralose ingerida (73-89%) é excretada diretamente nas fezes, enquanto,
0os 11-27% remanescentes sdo absorvidos no TGI. Essa parcela é absorvida pela
circulacao sistémica sendo eliminada na urina com 20-30% da sucralose metabolizada
(47, 50). A fracdo metabolizada perfaz 2,2-8,1% do total ingerido, ndo produz energia
e ndo apresenta riscos significativos de seguranca (70).

Metade do neotame ingerido néo é absorvido, é eliminado na sua forma integra
por via fecal. A outra metade, é rapidamente absorvida e excretada na urina. A
principal via metabdlica € a hidrdlise do éster metilico por esterases plasmaticas, isso
produz neotame desesterificado (principal metabdlito) e uma quantidade insignificante
de metanol (41).

Os glicosideos de esteviol séo carboidratos ndo metabolizaveis pelo organismo
humano, logo, ndo gera valor calérico nem resposta glicémica. Apos a ingestédo, os
glicosideos de esteviol ndo sao digeridos no TGI superior, mas sim metabolizados por
bactérias da familia Bacteroidaceae no célon resultando na produc¢éo de esteviol (73),
sendo subsequentemente processado no figado e convertido em glucoronideo de
esteviol. Apds a digestéo os glicosideos de esteviol sdo decompostos em esteviol no
intestino, excretado por via urinaria na forma de glucuronideo de esteviol (41, 54)
(Figura 1).

Um estudo experimental de farmacocinética, Murata et al. (2010) (74)
analisaram os principais constituintes do extrato de Luo Han Guo, e identificaram que
0s mogrosideos sofrem minima absorcdo sistémica. Como os outros glicosideos, o
mogrosideo tem pouco ou nenhum impacto no indice glicémico (33). Ap0s a ingestao,
0 mogrosideo V (pureza de 72% p/p) é degradado por enzimas digestivas e por
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bactérias intestinais, e parcialmente (61%) excretado nas fezes na forma de mogrol
(aglicona) e seus glicosideos (74). Corroborando os achados de Murata (2010), Xu et
al. (2015) (75) verificaram que, ap0s a ingestédo sequenciada do mogrosideo V (pureza
>98% p/p), a maioria dos seus metabdlitos sdo excretados nas fezes enquanto o
préprio mogrosideo V é excretado principalmente na urina. Porém, os autores
encontraram a presenca sete distintos metabdlitos bioativos do mogrosideo V em
diversos 6rgaos analisados, no plasma sanguineo e na urina — indicando algum grau
de absorgéo e alguma biodisponibilidade sistémica. Como os valores quantitativos
para metabdlitos foram relatados nas areas de pico ou em valores relativos, ndo em

valores absolutos, estes resultados devem ser analisados com parcimoénia.

Figura 1 - Esquema comparativo das distintas rotas envolvidas na absorcéo, digestéo, distribuigéo,
metabolismo e excrecdo dos principais adocantes de alta intensidade
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Principais vias de absorcao, digestdo, metabolismo e excre¢do do acessulfame de potassio (Ace-K),
sacarina, aspartame, glicosideos de esteviol e sucralose. A sacarina e o Ace-K sdo 0s Unicos
absorvidos e eliminados de forma intacta (a); o aspartame é completamente digerido por enzimas
digestivas e apenas seus decompostos sédo absorvidos (b); a maior parte da sucralose néo é absorvida,
€ eliminada de forma intacta nas fezes (c); apenas o metabdlito esteviol dos glicosideos de esteviol €
absorvido (d). Descricdes mais aprofundadas desses processos e quaisquer outras menores vias
secundérias que possam existir estéo descritas nas se¢des acima. Fonte: Magnuson et al., 2016 (70).
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Apoés a ingestdo, o advantame é rapidamente hidrolisado no TGI e eliminado
majoritariamente na forma de metabdlitos. Aproximadamente 87-93% é excretado nas
fezes, enquanto os 7-13% remanescentes sdo absorvidos no lumen intestinal e
excretado por via urinaria. Como o advantame é pouco absorvido e € metabolizado
rapidamente, apenas pequenas quantidades dele e seus metabdlitos podem ser
detectados no sangue logo apos a ingestao (32, 41, 76).

Devido a semelhanca estrutural, a absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecao da NHDC é semelhante a de outros flavonoides. A absorcdo da NHDC e de
seus glicosideos flavonoides é considerada baixa devido a sua volumosa porcéo
glicosidica hidrofilica. No intestino delgado, os glicosideos flavonoides sé&o
hidrolisados pela lactase-florizina hidrolase. No entanto, eles s&o na maioria nao
digeridos até chegar ao intestino grosso onde ocorre a hidrélise e a fermentagédo
mediadas pelo microbioma (35, 77), produzindo os mesmos ou similares produtos de
sua decomposicdo, bem como seus analogos de ocorréncia natural (69). Devido a
rapida excrecdo de NHDC néo é esperado que o composto permaneca em tecidos e

orgao por longos periodos (35).

2.4. POTENCIAIS EFEITOS METABOILICOS ADVERSOS:

Os AAls tém sido comercializados com forte apelo de serem substitutos
saudaveis do acucar (sacarose) devido seu potencial de manter o sabor doce, mas
sem contribuir com acréscimo calérico ou efeitos glicémicos (78). No entanto, dados
correlacionais sugerem uma associagao entre o consumo de AAls, ganho de peso e
DM2. Outros estudos indicam aumento do apetite, alteracdo da MI, aumento da
adiposidade, insulinorresisténcia e alteracdo no metabolismo da glicose. Recentes
revisdes da literatura oferecem opiniées conflitantes sobre este topico (31, 68, 79-86),
inclusive em populacdes pediéatricas (87).

Uma série de estudos observacionais (Tabela 3), de coorte prospectiva,
relacionaram o consumo de produtos diets, geralmente na forma de bebidas adocadas
artificialmente, com ganho de peso, aumento do IMC, desenvolvimento de sobrepeso
ou obesidade, aumento da circunferéncia abdominal, sindrome metabdlica, DM2,

diabete gestacional e doenca cardiovascular.
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Immamura et al. (2015) (88) em uma meta-anéalise de 17 estudos de coorte,
analisaram o risco para DM2 com o consumo de bebidas adocadas (com acucar ou
AAIS) e verificaram que o consumo de bebidas adocadas artificialmente aumentou em
25% [(IC 95% 18-33); 1> 70%] o risco de DM2, mas foi atenuado para 8% [(IC 95% 2-
15); 1> 64%)] ao ajustar para obesidade. O estudo concluiu ndo haver beneficio na
substituicdo de bebidas adocadas com acucar por versdes diets.

Embora o delineamento de estudos prospectivos estabeleca uma sequéncia
temporal, pelo menos duas hip6teses, que ndo sdo mutuamente exclusivas, podem
explicar a associacao paradoxal entre o consumo de AAls e os resultados metabdlicos
adversos: (1) € possivel que a causalidade reversa ou confusdo residual possa
explicar tais achados, especialmente porque o consumo de produtos diets € maior
entre diabéticos, obesos e/ou individuos preocupados com o gerenciamento do peso
corporal, e esse viés pode permanecer mesmo apos ajustar os fatores de confusao;
e/ou (2) AAls afetam processos biologicos envolvidos na regulacdo do BE na
homeostase da glicose. No entanto, possiveis mecanismos concernentes a essa
relacdo causal foram respaldados por achados em ensaios clinicos randomizados
(ECRs) (Tabela 4) e estudos experimentais (Tabela 5).

Higgs et al. (2019) (89) em um recente ECR comparou, por 12 semanas, 0
efeito de 4 AAls distintos (sacarina, sucralose, aspartame e rebaudioside A) e
sacarose no peso corporal, comportamento alimentar e tolerancia a glicose em adultos
com sobrepeso ou obesidade. Foi verificado que o consumo de sacarose e sacarina
aumentam significativamente o peso corporal em relacao ao aspartame, rebaudioside
A e sucralose. Enquanto a mudanca de peso no grupo de utilizou sucralose foi
direcionalmente negativo e inferior quando em comparagdo com sacarose, sacarina,
aspartame e rebaudioside A. Essas descobertas podem refletir diferentes efeitos
metabdlicos, inerentes a cada AAl. Além disso, possiveis efeitos favoraveis de um,
podem estar sendo compensados por outros. Interessantemente, o maior ganho de
peso promovido pela sacarina ndo foi acompanhado de uma maior ingestao calorica,
ou menor gasto energético — diferente do encontrado com os demais compostos
utilizados, o que sugere vias metabdlica alternativas, relacionadas a otimizagdo no
armazenamento energético.

Reid et al. (2007 e 2010) analisaram, em dois estudos (90, 91), o impacto de

bebidas adocadas com sacarose ou aspartame ao longo de quatro semanas de
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intervencdo e encontraram resultados divergentes. No primeiro (90), que incluiu
mulheres eutrdéficas, verificaram que o aspartame esteve marginalmente associado a
uma maior perda de peso. J& no segundo estudo (91), que incluiu mulheres com
excesso de peso, ndo se verificou associacdo com mudanga de peso.

Um controverso estudo experimental (92), financiado pela Sugar Association,
avaliou por 12 semanas e efeito de quatro doses progressivas (1,1 a 11 mg/kg/d
versus controle) de sucralose (Splenda®) no TGI. Os autores identificaram ganho de
peso, alteracdes histopatoldgicas intestinais, reducdo significativa nas bactérias
intestinais benéficas, acompanhado de aumento do pH fecal [que normalmente ocorre
guando ha uma diminuic&o na producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) por
bactérias colbnicas, consequente do metabolismo fermentativo de carboidratos e
proteinas que ndo foram digeridos] e expressao aprimorada de citocromos (que
potencialmente limitam a biodisponibilidade de nutrientes e medicamentos). Essas
diferencas ocorreram mesmo em sub-doses. No entanto, como a versdo comercial
Splenda® é um blend composto por apenas 1,1% de sucralose (os 98,9%
remanescentes sao agentes de volume, maltodextrina e glicose), agentes
confundidores devem ser considerados, uma vez que o grupo controle foi composto
apenas por agua. Apos, um comité de especialistas de renomadas instituicdes (93)
guestionou o rigor cientifico deste estudo, reportando diversas limitacdes e falhas
metodoldgicas, impossibilitando uma interpretagéo valida dos resultados.

Suez et al. (2014) (16), em um robusto estudo, evidenciaram que a ingestao de
sacarina por 11 semanas implicou no desenvolvimento de intolerancia a glicose, bem
como mudangcas composicionais e funcionais na Ml de camundongos.
Adicionalmente, os autores demonstraram a via causal entre sacarina, intolerancia a
glicose e alteracdo na microbiota através do transplante fecal entre os camundongos
expostos a sacarina e os germ-free. Com metodologia similar, Palmfias et al. (2014)
(94) também identificaram alteracdo na composicédo da Ml e elevagédo na glicose de
jejum nos ratos tratados com baixa dose de aspartame por 8 semanas. Recentemente
estes resultados foram reproduzidos pelo mesmo grupo em um ECR (95).

Os efeitos deletérios dos AAls no metabolismo da glicose foram também
abordados por Dalenberg et al. (2020) (51), que em seu ECR demonstrou o efeito

adverso da suplementacéo de curto prazo com sucralose no controle glicémico, mas
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somente quando acoplado a um carboidrato. Os autores sugeriram haver
desregulacéo no controle intestino-cérebro no metabolismo da glicose.

Outras alteracbes metabdlicas induzidas por AAls foram encontradas em um
recente estudo experimental, conduzido por Farid et al. (2020) (96). Eles avaliaram,
por 16 semanas, versao natural e sintética de AAls (stevia e sucralose), sacarose
versus um grupo controle. O estudo foi estratificado por sexo devido as altercacbes
metabolicas e a possivel interferéncia do ciclo estral feminino. Ndo houve diferenca
no ganho de peso e o consumo de ragdo variou conforme o sexo. Porém, ambos
adocantes promoveram grave dano hepético e renal, além de significativa reducéo
nos niveis de hemoglobina, HCT% (hematdcrito), hemacias e leucdcitos, e aumento
de LPS e citicinas pro-inflamatorias.

Recentes meta-analises encontraram resultados conflitantes quanto ao uso de
AAls para o manejo do peso corporal. Enquanto algumas indicam associacdo com
menor ganho de peso e menor ingestao caldrica (97), outa meta-analise de ECRs nao
encontrou evidéncia dos beneficios pretendidos com o uso de AAI no que diz respeito
ao manejo do peso corporal. Inclusive, na sua analise com estudos de coorte foi
encontrado que a ingestao rotineira destes adocantes pode estar associada ao
aumento do IMC e do risco cardiometabdlico (12).

Em 2020, Lavianda-Molina et al. (7), noutra meta-analise de ECRs que avaliou
o efeito dos AAls no IMC e peso corporal, concluiu efeito favoravel, onde a substituicao
do acucar por AAls pode levar a perda de peso em individuos com sobrepeso ou
obesidade sob uma dieta restrita, mas ndo num contexto contrario.

Por outro lado, Azad et al. (2017) (12) incluiu em sua meta-analise tanto estudos
observacionais (30 estudos) como ECRs (7 estudos) com 6 meses de duracao
minima. Nos estudos de coorte incluidos, o consumo de AAls foi associado a um
aumento no IMC [mean correlation 0,05 (IC 95% 0,03-0,06); 12 0%] e no peso corporal
[mean correlation 0,06 (IC 95% 0,05-0,07); 12 46%], além de maior risco para DM2 [RR
1,14 (IC 95% 1,05-1,25); 1> 52%]. Ao analisar ECRs, nao foi encontrado efeito
favoravel no uso de AAls para perda de peso [SMD -0,17 (IC 95% 0,54-0,21); 12 81%]
ou para diminui¢do no IMC [MD -0,37 (IC 95% -1,10-0,36); 1> 9%].

Romo-Romo et al. (2016) (98) incluiram em sua revisdo sistematica estudos
observacionais, ensaios clinicos e meta-analises e, avaliaram a associacao entre o

consumo de AAls e o desenvolvimento de doencas metabolicas, incluindo DM2,
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obesidade e SM. Os autores observaram que alguns estudos sugerem uma
associacao entre o consumo de AAls e o desenvolvimento de doencas metabdlicas,
no entanto, concluiram que o nivel de evidéncia dos estudos observacionais ndo pode
estabelecer causalidade. Adicionalmente, concluiram que os resultados obtidos em
ensaios clinicos sdo contraditorios devido a heterogeneidade na populagéo incluida,
tipo de AAI estudado, uso de placebo, tempo de exposicéo e desfechos avaliados.

Desfechos divergentes encontrados entre estudos de coorte e ECRs podem
ser atribuidos ao efeito temporal, pois ECRS sao geralmente mais curtos em duracao.
Outro viés a ser considerado dentre ECRs é o fator comparativo — 4 estudos de Azad
(12) utilizaram agua, e dois utilizaram placebo. Ao compararmos AAls com controles
caléricos (ex.. sacarose), a neutralidade ou menor peso corporal pode ser por
incremento do efeito da sacarose por si mesmo.

Além disso, a variabilidade nas respostas encontradas nos ECRs pode ser
atribuida ao tipo de populacdo estudada (individuos com sobrepeso/obesidade,
idade), a condicdo alimentar (dieta controlada entre grupos) ao tipo de adocante
utilizado, se utilizado isoladamente ou se forma de blend ou ainda o fator comparativo
(agua, sacarose ou outros tipos de AAIs).

Uma recente reviséo sistematica avaliou conflitos de interesses financeiros em
publicacdes sobre AAls e alteracdes no peso corporal (99). Foi verificado que a
maioria das publicacées com desfechos favoraveis a utilizacdo de AAls eram ECRs e
receberam contribuicdo da industria alimenticia. Por outro lado, os estudos
observacionais, em sua maioria, demonstram ndo ser favoraveis e ndo houve
patrocinio da industria alimenticia, e sim de 6rgdos regulamentadores. Os autores
concluiram que os estudos que receberam suporte da indUstria alimenticia sofreram
influéncias em seus desfechos.

O aumento epidémico da obesidade e paralelo aumento no consumo destes
substitutos do agucar (73) e as divergéncias encontradas acerca do tema fornecem
uma razéo plausivel para elucidarmos 0os mecanismos subjacentes e seus potenciais
efeitos sobre o metabolismo do hospedeiro. Nas sec¢fes a seguir serdo discutidos os

possiveis mecanismos dos efeitos metabodlicos adversos relacionados ao uso de AAls.
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Tabela 3 - Estudos observacionais de coorte prospectiva que avaliaram associacdo entre o consumo de AAls e efeitos metabdlicos adversos

Autor, Idade basal  Follow- L A Fator comparativo Principais desfechos
Coorte AAl Principais parametros o
ano Sexo (@) up (a) entre AAls (estatistica [IC 95%])
Lutsey et 9514 BAA QFA (ingestéo kcal,
al., 2008 ARIC 45 - 64 9 (refrigerante padrado alimentar tercis extremos T SM: HR=1,34 [1,24-1,44], p<0,001
(100) 39 diet) acidental), SM
Fowler et 3682 categorias extremas T SB/OB (OR=1,93 [1,21-3,10], p=0,007)
al., 2008 SAHS 25 - 64 8 BAA SB/OB, AIMC dose/sem: >22 11-21. 1 OB (OR=2,03 [1,36-3,03], p=0,005)
6\ 9 ’ il
(10) 3-10,<3e0 1 AIMC: positiva relacio dose-resposta
Netileton S , 1 DM2: HR=1,67 [1,27-2,20], p<0,001
etal. 5011 BAA ~ QFAbasal, GJ, incidéncia  categorias extremas: 4 gy yp—q 36 [1,11-1,66], p<0,001
2009 MESA 3 45 - 84 5 (refrigerante de DM2 e SM (e seus >1 dose/d vs 1 CC: HR=1.59 [123-2 07
(101) ? diet) componentes) raro/nunca : =1,59 [1,23-2,07]
1 GJ: HR=1,28 [1,08-1,52]
histéria alimentar,
Duffey et 4161 medidas antropométricas
al., 2012 CARDIA 18- 30 20 BAA SM (e seus a'g“?oxzu”n‘:gh“m 1 SM: RR=1,23 [1,01-1,50]
(202) 39 componentes) no 0, 2°,
50, 7°, 10°, 15° e 20°a
Field et BAA « T ~0,4un IMC:
3438
al, 2014 GUTSI g 13+£2 3 (refrigerante QFA, IMC Ci‘;f]spuor;‘fggld 3 (B 0,21 [0,07, 0,35])
(103) diet) 9 (B 0,56 [0,32, 0,80])
eotglOnnor EPIC 24653 DM2, historia alimentar, T DM2: HR 1,67 [1,33-2,11], p<0.001,
2015" Norfolk 59+9 11 BAA guestionarios de salde e tercis extremos mas NS ao ajustar para CC e IMC: HR
39 estilo de vida 1,17 [0,93-1,48], p= 0.12
(104)
T APC HPFS: B 0,26 [0,18, 0,34],
Smith et HPFS 214723  47,4+62 24 BAA i p<0,0001
al, 2015  NHS| 484490  48,9+6,3 24 (refrigerante QFA, APC cada por¢ao/d TAPC NHS I: B 0,33 0,28, 0,38],
di consumida p<0,0001
(105) NHS 11 48071 9 37,7+4,1 16 iet) T APC NHS II: 8 0,32 [0,28, 0,37]
p<0,0001
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Tabela 3 - Continuacao

Idade . TR,
- Principais desfechos
Autor, ano Coorte basal Follow AAI Principais paradmetros Fator comparativo p )
Sexo @) up (@) entre AAls (estatistica [IC 95%])
ingestdo de refrigerantes
Fowler et 384 BAA diets, CC, peso e altura 21 dose/d: T ACC: 2,11 vs 0,77cm (p<0,001)
al., 2015 SALSA 39 <65 9 (refrigerante qferidos no inicio e no S/IN efeito dose-resposta: 0,77 vs 1,76 vs
(12) diet) fim de cada um dos 4 S/ocasional/N 3,04cm (p=0,002)
periodos avaliativos
H BAA QFA, DM2, IMC categorias 1 DMz

uang et ) ) em . - B
al., 2017 WHI 64850 9 50-79 8 (refrigerante diet mulheres pés- extremas: entre ¢ obesas._gzaé,z% [1,09-1,46],
(106) e suco de fruta) menopausa 22/d vs <3/m P=

no geral: HR=1,21 [1,08-1,36], p=0,0001
IMC, CC i :
Gearon et BAA ' v associado a T AIMC:
7894
al., 2018 MCCS 256 + 13 (refrigerante  SOMPortamento dietético, ., o gy 2 (8 0.28 [0.15, 0.43))
(107) 39 3,6 diet) escolaridade, atividade
fisica de lazer Q (B 0.52[0.38,0.67])
; 22/d: T mortalidade:
Maliketal, HPFS 377164  30-55 mortalidade total, causas categorias _
28-34 BAA especificas, por cancer total (HR=1,07 [1,02-1,12], p<0,01)
2019 (108) NHS 80647 Q 40 - 75 extremas
ou DCV, QFA por DCV (HR=1,13 [1,02-1,25], p<0,02)
Hirahatake 4719 IMC, peso, DM2, histéria categorias _OT(;ggo DM2 (tHR 1’51 [1’2272%9]’
etal., 2019 CARDIA 18 - 30 30 BAA alimentar (0, 7° e 20° extremas: p=0,003), mas atenuadas ao ajustar por
(109)’ 39 ano’) >2/d vs 0 alteracdes de peso (HR 1,26 [0.90-1.78]
2 VS p:0’3)
QFA (gestacao e 9-16a )

] ap6s), IMC, DM2 e . T IMCG e T IMC-p6s (p=<0.001)
Hinkle et DNBC + d 'd ; categorias . %0 keal e .
al., 2019 607 ¢ 31,5+ 9-16 BAA ma(rj(_:a orei ,l_e risco extremas: ingestao kcal na gesta_(;ao (p=0,53) e pos
(110) DWH 4,5 cardiometabdlico em >1/d vs <1/m iguais (p=0,48)

mulheres com DMG
prévio

1 HbAlc (RR 6.5%, p=0,007)
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Tabela 3 - Continuacao

Idade . TR,
Autor, ano Coorte N basal Follow- AAI Principais paradmetros Fator comparativo Prlncu?al.s desfechos
Sexo @) up (@) entre AAls (estatistica [IC 95%])
T DCV (HR=1,09 [1,01-1,18], p=0,03)
_ 1 DCeV (HR=1,18 [1,06-1,31], p=0,002)
produtos gerais consumidores: nd0,  aspartame: T DCeV (HR=1,17 [1,03-
Debras et NutriNet- 103338 422+ (globa}l e p.or DC\{ (geral, dolerjga baixo ou alto 1,33], p=0,02)
al., 2022 Santé 144 12 molécula: cardiaca coronéria e . _ _
(1112) g9 : aspartame, Ace- doenca cerebrovascular) categorias Ace-K: 1 DCV (HR=1,40 [1,06-1,84],
K e sucralose) extremas p=0,02)
sucralose: T DCV (HR=1,31 [1,00-1,71],
p<0,05)

AAl: adocante de alta intensidade; Ace-K: acessulfame de potassio; ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities; BAA: bebidas adocadas artificialmente; CARDIA: Coronary
Artery Risk Development in Young Adults; CC: circunferéncia da cintura; DCeV: doenga cerebrovascular; DCV: doenga cardiovascular; DM2: diabete mellitus tipo 2; DMG:
diabete mellitus gestacional; DNBC: Danish National Birth Cohort; DWH: Diabetes & Women’s Health; ENRICA: Study on Nutrition and Cardiovascular Risk in Spain; EPIC
Norfolk: EPIC-Norfolk Study; GJ: glicemia de jejum; GUTS II: Growing Up Today Study II; HbAlc: hemoglobina glicada; HPFS: Health Professionals Follow-Up Study; HR: hazard
ratio; IMC: indice de massa corporal (kg/m?); IMCG: indice de massa corporal gestacional (kg/m?); MCCS: Melbourne Collaborative Cohort Study; MESA: Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis; NHS: Nurses’ Health Study; NS: ndo significativo; OB: obesidade; PC: peso corporal; PP: perda de peso; QFA: questionario de frequéncia alimentar; RR: risco
relativo; SALSA: San Antonio Longitudinal Study of Aging; SAHS: San Antonio Heart Study; SB: sobrepeso; SM: sindrome metabdlica; WHI: Women’s Health Initiative; a: anos;
m: més; sem: semana; d: dia; S/N: sim ou nédo; vs: versus; (1/]): aumento ou diminuigao.
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Tabela 4 - Estudos clinicos que avaliaram o consumo de AAls e potenciais efeitos metabdlicos adversos

Autor, ano Design Amostra Idade Intervencgao Follow- Pr|[10|pa|s Fator . Principais desfechos
(€) up parémetros comparativo
Sobrecargas: 200ml Desacoplamento
Sacarina: 0,145¢g calérico-sensorial: AAls: em relagdo a 4gua, promovem
Aspartame: 0,162g avaliacdo hedbdnica alteracéo do apetite (fome residual e
Rogers et 12(8¢%e Ace-k: 0,249 do apetite com Aqua e desejo de comer), principalmente o
al., 1988 ECR 43) 19-25 Glicose: 50g 3h escalas visuais G?icose aspartame (efeito do sabor doce)
(112) saudaveis Agua analdgicas (2-60min
apos) e ingestédo Ingestdo kcal posterior compensatdria:
5 sessBes com intervalos kcal posterior (3h Glicose < Agua, AAls = Agua
semanais apos)
Em relacdo ao basal:
- = Sacarose: PC =, T Kcal (p > 0,001)
. em relacéo ao
Reid et al., ECR 113 ¢ 50.55 Aspartame ou sacarose 5 sem r:lcizlgrednatgrf basgal Aspartame: T PP, | Kcal (p > 0,05)
2007 (90) eutréficas (refrigerante) (1+4) antropometria
P entre grupos Entre grupos: NS, compensac&o
calérica com sacarose
recordatério Bebidas adogadas com aspartame nao
Reid et al., ECR 53¢ 20 - 55 Aspartame ou sacarose 5 sem alimentar + entre grupos, promoveram significativa PP em
2010 (91) SB/OB (refrigerante) (1+4) antropometria pré e pos relagdo a sacarose, nem diminuigéo da
P ingestdo caldrica
Refrigerante regular Apetite score: (aspartame = agua) #
(sacarose) Avaliacdo hedé6nica (leite # sacarose)
- - do apetite Glicemia e insulina: (aspartame =
Refrigerante diet - -(asp
(as%artamec) (saciedade, fome, 4gua) < (leite = sacarose)
Maersk et ECR 243 % ; ; plenitude e entre GLP-1 e GIP: (aspartame = agua) <
al., 2012 crossover 20-50 Leite semidesnatado 4d consumo tratamentos (sacarose < leite)
’ o8B Agua prospectivo), (>/=1<) _ _
glicemia, insulina, Grelina: aspartame = (leite = sacarose
grelina GLP-1 e GIP < agua)
4d de testes (500mi/d) + ingestédo kcal Ingest&o kcal total (aspartame = agua)
2 sem de washout < (leite = sacarose)
Diversidade bacteriana #
Frankenfeld 31 Ace-K¢®: 1,7 - 33,2 mg/d recordatério consumidores A?jg:ljlt?an%ee_(ﬁ ? Oiog (1))3)
etal., 2015 transversal individuos S Aspartame®: 5,3 - 112 4d alimentar (4 dias) + VS nao- P=5
(113) saudaveis =18 mg/d andlise fecal (5° dia) consumidores

Genes previstos e abundéancia
bacteriana: NS
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Tabela 4 - Continuacao

Autor, ano Design Amostra Idade Intervengéo Follow- P”PC'pa'S Fator . Principais desfechos
(a) up parametros comparativo
Aspartame: refrigerante L
Higgins et 100 & ¢ diet e capsulas PC, CC, composicao
al., 2018 ECR saudaveis 18 -60 dose aspartame + glicose: 12 sem corporal, apetltg, GJ, entre NS
(1'i4) com IMC (@) 0420, (b) 5+20 ou (c). HbAlc, insulina, tratamentos
normal ' leptina, GLP-1, GIP
15+40 mg/kg/d
substituicdo de BAAs por T PP (p=0,015)
agua durante um 1 IMC (p=0,002)
programa para PP com PC, IMC, CC, perfil | GPP(2h) (p<0,001)
. 62 . . L. ) ) P T
Madjd et ECR ? 18-50 dieta hipocalérica 24 sem lipidico, metabolismo ~ SuPstituicao de ! Insulina (p<0,001)
al., 2015 SB/OB da ali A BAAs por agua
(115) a glicose, 1 HOMA-IR (p<0,001)
(4gua: livre; BAAs: 250ml, 1 ingestéo kcal (p=0,015)
1x/d, <5/sem) ! ingestdo CHO (p=0,001)
T PP (p=0,006)
1 IMC (p=0,006)
Madid et substituicdo de BAAs por PC, IMC, CC, perfi 1 GJ (p=0,005)
819 agua em um contexto de L ' . substituicdo de 1 GPP(2h) (p=0,03)
al., 2017 ECR OB DM2 18 - 20 dieta hipocal6rica 24 sem lipidico, r_netabohsmo BAAS por agua | Insulina (p=0,01)
(116) da glicose, 1A '
1 HOMA-IR (p=0,003)
1 ingestéo kcal (p=0,005)
1 ingestéo CHO (p<0,001)
sobrecarga com mesma todos AAls:
intensidade de sabor: av hedénica apos sobrecarga (0-1h): T desejo
3048 Aspartame: 0,449 ~24h ; ’ de comer, T fome, T consumo
Tey et al ECR saudaveis Monk fruit: 0,639 cada _sensoqal, ap'epte, prospectivo, | plenitude
2017 2 20-50 . teste ingestao caldrica, sacarose . ~ ' p —
(117) crossover com IMC Stevia:0,33g AUCo.150: insulina e T ingestédo kcal 1h apds (p=0,01)
normal Sacarose: 0,659 Iic.emia compensacao kcal no dia (p=0,83)
1 triagem + 4 testes com 9 = insulina (p=0,96)
hiato de 5d = glicemia (p=0,32)
bebidas TXI‘}‘(""daS clom | 2 testes Parametros
acucar ou sucralose Ani
gta;pezr?)ig ECR 213e9Q 24 +6 g')m hedsc;r(l:liceczjsa,ldfgme, entre AAls aumento a preferéncia por
(118) crossover saudaveis ap6s: refeico padrdo intervalo preferéncia e tratamentos alimentos doces
de 7d consumo calérico

doce ou salgada
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Tabela 4 - Continuacao

Autor, Design Amostra dade Intervencgao Follow P”PC'pa's Fator Principais desfechos
ano (a) -up parametros comparativo
1t PP (p=0,001)
substituicdo de BAAS por + IMC (p=0,003)
Madd et agua durante um PC, IMC, CC, perfi L O (p=0.02)
71 rograma de manutencéo X s ituica 1 GPP(2h) (p<0,001
al., 2018 ECR ? 18 - 50 P gde peso apés PP ¢ 53 sem lipidico, metabolismo ;ﬁtltwgap de Ul I( ) (P 0 002)
(119) SB/OB da glicose, IA S por agua nsulina (p<0,002)
(agua: livre; BAAs: 250ml, 1 HOMA-IR (p<0,01)
1x/d, <5/sem) 1 ingest&o kcal (p=0,001)
1 ingestéo CHO (p<0,001)
marcadores AAl T VLPFC: AAIl > agua e
neurofisiolégicos e sacarose
fisiologicos de Insula: AAl < 4gua e sacarose
sobrecargas: saciedade (IRMf) DLPFC: AAl > 40Ua € = Sacarose
o Agua ECG: em jejum parametros ~ guae= o
;re;gleé . 18 4 Sacarose e (basal) e 45min p6s basae:it(ryl) e MTG: AAIl > sacarose e = agua
- I - licose e insulina: AAl e 4gua <
(120) saudaveis AAI (blend: ciclamato, sob'recialrga tratamentos 9 Sacarose 9
asseculfame K e plasma: preé-so-omin & (>I<) : .
aspartame) POSo-210min grelina, IA esponténea e taxas de
IA espontanea 4h fome: AAIl e agua > Sacarose
pés sobrecarga AAI: T ingestdo kcal compensatoria,
(kcal) desacoplamento cal6rico-gustativo
APCo-12: T sacarina (+1,18kg) e 1
Aspartame: 0,58g/L sacarose (+1,85kg), p=0,02
Sacarina: 0,73g/L AMG: sacarose > demais, sucralose
Sucralose: 0,16g/L antropometria, R < sacarina e aspartame
_— RebA (steviol): 0,66g/L composigéo corporal parametros x
Higgins 154 4 © e DEXAY. i - basais (1/]) e Ingestédo kcal: T sacarose, |
etal, ECR cpiop  18-60 Sacarose: 80g/L 12sem ¢ kcal)’ g;%?s a0 entre sucralose, sacarina > sucralose
2019 (89) (solucBes: ~19ml/kg/d, < o . tratamentos EA: sacarose > AAlS e sacafina >
ADI, mesma intensidade energetico, apetite e (>I<) '

de dulgor)

5d testes basais + 12 sem
de intervencéo

tolerancia a glicose

sucralose (p=0,045)

TOTG: NS entre grupos, mas todos
T em relagdo a semana basal
(p=0,02)

43



Tabela 4 - Continuacao
. Idade x Follow- Principais Fator BT
Autor, ano Design Amostra @ Intervencgao up parametros comparativo Principais desfechos
Sobrecargas com 335ml com | d
mesma intensidade de dulgor: Sucra OSE€ na presenca de um
’ De§gcoplamen_to carboidrato: prejudica
(1) Sucralose: 0,069 (0 kcal, calérico-sensorial: rapidamente o metabolismo da
estimulo nao acoplado) SrﬁgalTje(Zl;r?gllJeetf . glicose e éeslulta em
; ecréscimos de longo prazo
Da'?”g%rzgo ECR 453 Q 0. 45 (2) Sacarose: 30,38g (120 2 sem TOTG, testes entre grupos, no cérebro, mas néo na
etal, duplo-cego  saudaveis - kcal, estimulo acoplado) sensoriais e pré e pos sensibilidade perceptiva ao
(51) neuroimagem (IRMf) sabor doce
(3) Controle: 0,069 de foram realizados antes
sucralose + 31,839 de e depois das Sugere uma desregulag&o do
maltodextrina (carboidrato sobrecargas controle intestino-cérebro no
ndo-doce, 120 kcal, estimulo metabolismo da glicose
acoplado)
Sobrecargas (300ml): T consumo kcal subsequente
] (a) sexo, IMC, PO, (a) Sucralose em Q e OB: Sucralose >
Sucralose (1,5, 2 ou 3 mMy); respostas alimentares 7 2 C Sacarose
7430 Sacarose (75g) ou Agua e endécrinas (glicemia, IRMF: © & OB mai N
el : @ e OB mais sensiveis a
Reatividade neural por IRM insuling, GLP-1, (b) Sucralose . .
Yunker et ECR a06s dicas visualios de 2-3h grelina, PYY e leptina) oy Sacarose responsividade neural dispar
al, 2021 IMC: 18- 35 i p . , cada dia vs Agua induzida pela Sucralose vs
(121) crossover 10.18 - alimentos (0 € 20min apds deteste  (b) respostas neurais, Sacarose (areas pré-frontais
4027 sobrecarga) endécrinas e (c) Sucralose relacionadas a recompensa)
' ; alimentares
Coleta de sangue seriada (0- stiffalzgse Respostas endécrinas:
120 min) (c) apetite 9 (Sucralose = Agua) #

Refeicdo ad-lib ap6s 125 min

Sacarose
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Tabela 4 - Continuacao

Autor, ano Design Amostra  'dade Intervengao Follow- Principais Fator

A . Principais desfechos
@) up parametros comparativo

Sacarina e Sucralose:
prejudica a resposta glicémica
Antropometria, TOTG,

Controle . AAls alteram o microbioma
c?nstumo e atlyldade, (oral e fecal) e metaboloma
Glicose (veiculo €Sles sanguineos, N lasmatico
( ) metabolomica em relagéo (P )
Suez et al. 120 Sacarina (plasma, oral e fecal) ao0s Relacgo causal e
2022 (95) ECR saudaveis 18 - 70 28d parametros individualizada entre
(65% 9) Sucralose Transplante do basais e entre microbioma e resposta
microbional fecal de tratamentos licémica: transplante fecal de
Aspartame humanos tratados com ° micro.biomasp humanos
Stévia AAls em

alterados por AAls promove
intolerancia a glicose em
camundongos receptores, ndo
consumidores de AAls
AAl: adocante de alta intensidade; BAA: bebidas adogadas artificialmente; ¢: versao comercial; P2 para analise (grau de pureza >95%); SB: sobrepeso; OB: obesidade; PC: peso
corporal; CC: circunferéncia da cintura; PP: perda de peso; IMC: indice de massa corporal (kg/m2); ECR: ensaio clinico randomizado; CHO: carboidrato; IA: ingestéo alimentar;
TOTG: teste oral de tolerancia a glicose; HbAlc: hemoglobina glicada; GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon 1; GIP: peptideo inibidor gastrico; GJ: glicose de jejum; HbAlc:
hemoglobina glicada; FA: frequéncia alimentar; MG: massa gorda; NS: ndo significativo; IRMf: imagens de ressonancia magnética funcional; DEXA: dual-energy X-ray

absorptiometry; ECG: eletroencefalografia; VLPFC: cértex pré-frontal ventrolateral; DLPFC: cArtex pré-frontal dorsolateral; TOTG: teste oral de toleréncia a glicose; PYY: peptideo
YY; vs: versus; (1/]): aumento ou diminuigao; (>/=/<): comparagdes entre grupos.

camundongos ger-free
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Tabela 5 - Estudos experimentais gue avaliaram o consumo de AAls e potenciais efeitos metabdlicos adversos

Autor, ano Amostra Intervencgao Follow-up Principais parametros Fator . Principais desfechos
comparativo
Glicose (20%)
i Sacarina (0,3% 14d ou ic3 . .
Swithers el . .( ‘) PC, composicao c_orpora~l, Sacarina alterou a liberagdo de GLP-1, afetando a
al., 2012 38 ratos & veiculo: iogurte 24d (com glicemia, insulina, ingestdo  entre grupos homeostase da glicose e o BE
(122) 3omiid HFD) alimentar, GLP-1 9
+ HFD (teste)
Controle: sacarose
(20%) T GPC: Sacarina T 28% (p=0,003) e
. . 0 (P=V,
Feij6 et al., 30 ratos Sacarina® (0,3%) 12 y Controle N
sem GPC, consumo caldrico adocado com Aspartame T 20% (p=0,004)
2013 (28) (10/grupo) Aspartame® (0,4%) sacarose o B .
, . consumo caldrico total: NS (compensagao caldrica)
veiculo: iogurte
20ml/d
Sacarina® P2: 0,5% controles: Sacarina: medeia a intolerancia a glicose por meio
4-20/grupo ~
Suez et al. e 5mg/kg TOTG Glicose: 10% de alteragGes na Ml (transplante fecal)
' camundongos . 11 sem o - .
2014 (16) Aspartame®: 0,4% culturas in vitro de fezes Sacarose: | firmicutes/bacteroidetes
(6 germ-free) Sucralose®: 0,5% 10% Aspartame: nenhuma mudanca na Ml
Controle (4gua) ] AAl vs Controle: T adiposidade, T hiperinsulinemia, T
Mitsutomi,et camundongos & Sacarose (33% 4 sem (HFD) GPiégggs;?jiﬁgm_?gtar, comparagoes leptina, T TG, { UCP1 (no TAM) e ! consumo de Oz
al., 2014 obesos ° + 4 sem ngs aSto eneraético maltiplas na fase escura (p<0,05)
(123) (5/grupo) AAI® (99% erythritol  (intervencao) : .?_ B TAM 9eUCO.  entre grupos AAl vs sacarose: | hiperglicemia
+ 1% aspartame) (TAB, ) _ .
PC, consumo alimentar: NS
Controle (iogurte) Ari
Foletto et _ GPC, cons_umo c_alorlco, 1t GPC (p=0,027)

16 ratos Sacarina® (0,3%) PYY, leptina, glicose, L. L .
al., 2016 i ) 14 sem . Controle consumo calérico total, adiposidade, PYY, leptina,
(30) (8/grupo) veiculo: iogurte insulina e HOMA, l insuli HOMA: NS

20mld adiposidade glicose, insulina e :
Controle: sacarose
, (20%) GPC, consumo calorico, Controle T GPC (p=0,038) e T APC (p=0,03)
Pinto et al., 16 ratos (10- . . A . L. ) ~ L.
Sacarina® (0,3%) 17 sem GE (calorimetria indireta): adogcado com  consumo caldrico total: NS (compensacao calorica)
2017 (27) 12/grupo)
basal, 5 sem e 12 sem sacarose

veiculo: iogurte
20ml/d

GE12sem: Sacarina < Sacarose (p=0,009)

46



Tabela 5 - Continuacao

Autor, ano

Amostra

Intervencéo

Follow-
up

Principais parametros

Fator
comparativo

Principais desfechos

Bissonnette
et al., 2017
(124)

40 ratos Wistar
J (10/grupo)

Controle
Sacarose (15%)
Sacarina (0,2%)

Stevia (0,1%)

6 sem

Fase 1: preferéncia de
concentragfes

Fase 2: preferéncia por
versfes doces ou ndo

Fase 3: GPC, consumo
alimentar (kcal e g)

Fase 4: alternancia de dietas

AAls vs
Sacarose ou
Controle

Fase 3 — consumo caldrico: Sacarose < (AAls =
Controle)
GPC: (AAls = Controle) > Sacarose

Fase 4 — Sacarina: T consumo calérico na transigdo
para Controle. Exposicéo prévia a sacarina, causa
incapacidade em autorregular calorias

Barrios-
Correa et
al., (2018)
(125)

72
camundongos (9
d +9 2 por
grupo)

ad-lib:
Controle® (dgua)
Stevia‘ (2,5%)
Sucralose® (1,2%)
Sacarose® (10%)

6 sem

PC, adiposidade, consumo
caldrico, sexo, parametros
cerebrais relacionados ao
controle do apetite e BE
(PJAK2 e pSTAT3)

Controle

Steevia: | PC, | adiposidade, I consumo calérico e T
pJAK2/pSTAT3 em &

Sucralose: T PCe T pJAK2 em @

Geral: AAls alteram vias cerebrais de sinalizagdo do
apetite e BE

Zhao et al.,
2018 (126)

ratos (24 &
+24 Q)
4 grupos de 12

Controle: 4gua

Sacarina (0,005 M/L)

10 sem

GPC, ingestédo alimentar (g
ou kcal), grelina sérica,
hipotalamo (AgRP, NPY e
POMC mRNA) e lingua
(TIR3/2 e GHS-R mRNA)

Controle

GPC: & # Q (Sacarina > Controle em &)
ingestdo alimentar: Sacarina > Controle em &
GHS-R e TIR3 mRNA: Sacarina > Controle em &
Grelina: Sacarina < Controle em &' e @

Azeez et
al., 2019
(227)

60 ratos &

Controle: agua
Sacarina: 2,5, 5,
e 10 mg/kg

120d

PC amostras de sangue
(proteina total albumina
glicose perfil lipidico, ALT,

AST, LDH, creatinina e acido

urico), figado e cérebro

Controle

em todas as doses:

Sacarina: piora funcgao renal e hepética, glicemia, 1
estresse oxidativo hepatico

Nettleton et
al., 2020

15/grupo
ratas gravidas
+ 150 prole

+ 10/grupo
camundongos
germ-free

HFD +

Controle (sacarose)
Stevia (2-3 mgkg//d)

Aspartame: (5-7
mgkg//d)

18 sem
(prole)

adiposidade, PC, TOTG, Ml
em ratas obesas e seus
descendentes, genes do

sistema mesolimbico

transplante fecal em
camundongos germ-free

Controle

ambos AAls: T adiposidade na prole ao desmame,
altera Ml em ratas e prole, altera sistema de
recompensa mesolimbico que pode T consumo
alimentar.

Aspartame: T PC a longo-prazo, prejudica toleréncia
a glicose em & da prole em 8 sem

gerrm-free transplantados: prole com T PC, T
adiposidade e ! tolerancia a glicose (ambos AAls)
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Tabela 5 - Continuacao

Autor, ano Amostra Intervencéo Follow- Principais parametros Fator Principais desfechos
up comparativo
Controle: iogurte puro
(veiculo) entre grupos
ambos T desejo por sacarose ap0s intervencao
Sacarina (+ iogurte) teste de reatividade a entre testes (p<0,001)
Aoyama et . 6d + 3 4s abstinénci pré e pés de
al., 2020 14 ratos Wistar sem + sacarose apos a stinéncia reatividade &  Sacarina ndo atenuou desejo por Sacarose (p=0,49)
(1.2’8) d (7/grupo) 6d (pressdo de alavanca), GPC sacarose '
5d pré e pos testes e consumo de ragao Sacarina > Controle: GPC (p=0,01) e consumo de
com sacarose teste final de ragdo entre grupos (p=0,03)
consumo
PC: NS
i preferéncia por AAls
Agua: consumo de ragéo: & Agua > AAls > Sacarose; ¢
c ~
Saca;g;;&.l 108 PC, consumo alimentar it Stevia e Sucralose:
o ! ctial, mltiplas | hemoglobina, ! %HCT, | hemécias e | leucdcitos
. 80 histopatologia hepatica e (>/=1<) . . » ;
Farid et al., Sucralose®: 5,2 mg/ml 8 €16 A 16 sem: T enzimas hepaticas e renais
camundongos ’ renal, parametros . o o~
2020 (96) (50% 3 9) _ sem bioquimicos. enzimaticos e versus Histopatologia: grave dano hepético e renal
0 Stevia®: 4,2 mg/ml quImICOS, enz Control 1 LPS, 1 imunoglobulinas (IgG, IgE e IgA), 1 citocinas
imunologicos ontrole Seinl g | citoct .
(/1) pro-inflamatérias (IL-6 e -8) e | citocina anti-

Frequéncia: solucdes
ofertadas 5h/d

inflamatdria (IL-10)

Sacarose:
T ALT, T AST e 1 colesterol em &
TlgAe ! IL-10

AAl: adocante de alta intensidade; AgRP: agouti-related protein; ALT: alanina transaminas; AST: aspartato transaminase; BE: balanco energético; DEXA: dual-energy X-ray
absorptiometry; GE: gasto energético; GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon 1; GPC: ganho de peso corporal; GHS-R: secretagogo do horménio do crescimento; HCT:
hemtocrito; HFD: high fat diet; HOMA: homeostasis model assessment; Ig: imunoglobulina; IL: interleucina; LDH: lactato desidrogenase; LPS: lipopolissacarideo; MI: microbiota
intestinal; NPY: neuropeptideo Y; NS: nado significativo; PC: peso corporal; pJAK2 e pSTAT3: vias de sinalizagao; POMC: p ro-opiomelanocortina; PYY: peptideo YY; TG:
triglicerideos; T1R2: taste receptor, type 1, member 2; T1R3: taste receptor, type 1, member 3; TAM: tecido adiposo marrom; TAB: tecido adiposo branco; TOTG: teste oral de
tolerancia a glicose; UCP1: uncouplig protein 1; S/N: sim ou ndo; sem: semana; d: dia; g: gramas; ¢: versao comercial; P2: para andlise (grau de pureza >95%); vs: versus; (1/]):
aumento ou diminui¢do; (>/=/#/<): comparacdes entre grupos.
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2.5. MECANISMOS ASSOCIATIVOS ENVOLVIDOS

Diversos mecanismos fisioldégicos e comportamentais tém sido propostos para
elucidar a associacdo entre o consumo de AAls e eventos metabdlicos adversos.
Apesar dos primeiros estudos datarem praticamente quatro décadas (112, 129), a
literatura atual ainda ndo expde um consenso sobre quais mecanismos estariam
envolvidos, sendo relatado inclusive, que estes seriam sinérgicos.

Sabe-se que os AAls ndo sdo compostos fisiologicamente inertes apenas pelo
simples fato de ndo conter carboidratos e de ndo contribuir com acréscimo calorico.
Seu consumo, como parte da ingestdo alimentar, pode modular fungdes do BE e do
metabolismo através de diversos mecanismos centrais e periféricos (85).

Estudos sugerem que AAls podem promover ganho de peso devido alteracdes
metabdlicas e neuroenddcrinas (79, 130), que convergem para aumento da ingestao
calorica (131, 132), aumento da preferéncia por alimentos doces ou devido
desequilibrio na microbiota intestinal (16, 85). Inclusive, o ganho de peso pode ser
influenciado pelo tipo de AAI, pela quantidade utilizada, pela dinamica do apetite, pelo
BE (133), pela adiposidade e pelo sexo (121, 134).

Em resumo, trés mecanismos potenciais (Figura 2), que ndo sdo mutuamente
exclusivos, podem estar envolvidos na regulacdo do BE e no metabolismo da glicose:
(1) AAls interferem na microbiota intestinal e induzindo a intolerancia a glicose; (2)
AAls interagem com receptores gustativos, 0os quais sdo expressos em diversos
orgaos, que atuam na absorcdo de glicose e na secre¢do de insulina; e (3) AAls
interferem nas respostas aprendidas a docura, que afetam o metabolismo da glicose

e a homeostase energética.
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Figura 2 - Adocantes de alta intensidade e mecanismos envolvidos
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Glucose - Calorie .
L tolerance J ‘ Body weight ’ [ consumption ] [Fastmg glucose]

AAls e mecanismos associados de acordo com evidéncias de ECRs. * efeito observado apenas com
administracdo oral. Abreviacdes: GLP-1 peptideo semelhante ao glucagon 1; (-) diminui; (+) aumenta;
(- - - -) alguma evidéncia; (—) forte evidéncia. Fonte: Walbolt et al., 2020 (135).

Além disso, como os AAls diferem entre si em termos de estrutura quimica,
propriedades sensoriais, padrdes de digestdo, absorcdo e metabolismo (70), ha de se
considerar o potencial para desencadear diferentes respostas metabdlicas,
fisiolodgicas, sensoriais e comportamentais (136).

2.5.1. Ativacao dos Receptores para o Sabor Doce

Independentemente de qualquer atividade metabdlica que possa existir, todos
AAls séo detectados por determinados receptores, sensiveis ao sabor. A detecgéo
sensorial dos AAls envolve os receptores T1Rs (taste receptors, type 1) e T2Rs (taste
receptors, type 2) (83), ambos pertencentes ao tipo Il de células receptoras de sabor
(TCRs, do inglés) que expressam a familia de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) em sua superficie e respondem a estimulos de sabor doce, umami, amargo

e kokumi — descrito mais recentemente (137). Os GPCRs sdo o maior e mais diverso
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grupo receptores de membrana em eucariotos. Eles sdo ativados por uma grande
variedade de ligantes na forma de energia luminosa que transmitem informacfes do
ambiente externo para a célula a fim de mediar respostas funcionais correspondentes,
como secrecédo, neurotransmissao, metabolismo, diferenciagéo celular, inflamacéo e
respostas imunoldgicas (137).

Em humanos, os T1Rs abrangem trés isoformas (T1R1, T1R2 e T1R3),
enquanto os T2Rs consistem em 25 subtipos funcionalmente distintos (138).
Substéncias doces sdo mediadas através de um heterodimero formado por duas
unidades proteicas, o T1R2 (taste receptor, type 1, member 2) e o T1R3 (taste
receptor, type 1, member 3). O heterodimero T1R1 e T1R3 detecta o sabor umami e
a familia T2Rs detecta sabores amargos (83), enquanto o sabor kokumi € mediado
por outro GPCR, o receptor sensor de célcio (CaSR, do inglés) (137). Os sabores
salgados e azedos ndo sao sinalizados por GPCRs, mas sim via ativacdo de canais
ibnicos especificos (139). Adicionalmente, o T1R3 pode formar um homodimero
T1R2/T1R3 que também pode detectar monossacarideos e dissacarideos em altas
concentracgdes, sugerindo alguma sobreposicéo neste sistema (140).

Receptores de sabor foram descritos incialmente como receptores sensoriais
localizados na lingua, onde é expresso o paladar por meio das papilas gustativas
(139). No entanto, GPCRs extra-orais foram recentemente identificados em diversos
orgaos e tecidos (Figura 3), onde suas fun¢des ainda ndo sdo amplamente conhecidas
(141, 142).

Todos os AAls sdo detectados pelos receptores de sabor doce T1R2/T1R3,
mas alguns podem interagir também, mesmo que em menor grau, Com 0sS receptores
de sabor amargo (T2Rs) devido perfil de sabor residual (Figura 3) (83). Essa ativacéo
€ de modo dependente da concentracdo. Além dos AAls, uma ampla variedade de
substancias doces, incluindo acglUcares de ocorréncia natural (glicose, frutose,
sacarose e maltose), D-aminoacidos (triptofano, fenilalanina e serina), proteinas
(monelina, brazzeina e taumatina) e metabdlitos vegetais (esteviosideo) também se
ligam aos receptores T1R2/T1R3 (140).
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Figura 3 - Receptores de sabor ativados pelos adocantes de alta intensidade e respectivos locais de
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Expressao oral e extra-oral de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) envolvidos no sabor doce,
amargo ou ambos. Adocantes de alta intensidade (AAls) ativam o heterodimero T1R2/T1R3 (taste
receptor, type 1, member 2/3) de sabor doce, entretanto, alguns ativam concomitantemente, e em
menor grau, receptores de sabor amargo T2Rs (taste receptor, type 2). Fonte: adaptado de Turner et
al., 2020 (83) e Freund et al., 2018 (141).

Os receptores para o sabor doce, TIR2/T1R3, foram identificados em 2001 por
trés grupos de pesquisa independentes (143-145). O heterodimero T1R2/T1R3
pertence a classe C dos GPCR, que inclui o glutamato metabotrépico (mGIuR), o
receptor sensor de calcio (CaSR) e o acido gama-aminobutirico B (GABAs) — cujos
sdo homodimeros. Os receptores de classe C seguem a topologia canbnica dos
GPCRs, constituida por um grande dominio animo-terminal extracelular, um dominio
transmembranar de sete hélices (TMD7) conectado por alcas intra e extracelulares
alternadas e um dominio citoplasmatico carboxi-terminal. Diferente do demais
GPCRs, os da classe C sao caracterizados pelo dominio transmembranar flytrap de

vénus (VFTM) no N-terminal e um curto dominio de ligacéo rico em cisteina (CRD)
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gue atua como um ligante para o TMD7 (Figura 4) (146) (exceto no caso do receptor
GABAB).

Diferentes estruturas quimicas dos AAls e de outras substancias doces
ocasionam ligacdo em diversos e especificos sitios de quimiorrecep¢do do
T1R2/T1R3. O sitio de ligacdo dos AAls geralmente ocorre no dominio VFTM. O
aspartame, 0 neotame e a stevia predominantemente se ligam a subunidade T1R2,
enquanto o acessulfame-K e sacarina se ligam a subunidade T1R3. A sucralose,
assim como a sacarose e a glicose, compartilha do mesmo sitio de ligagdo em ambas
as subunidades (86). O ciclamato e a NHDC, diferente dos demais, se ligam ao

dominio TMD do T1R3, enquanto proteinas doces se ligam ao CRD (Figura 4).

Figura 4 - Representacéo diagramatica da estrutura do heterodimero T1R2/T1R3 e mdltiplos sitios de

ligacdo para diferentes substancias doces
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O receptor de sabor doce € um heterodimero composto por dois protdmeros ndo covalentes, o T1R2
(taste receptor, type 1, member 2) e 0 T1R3 (taste receptor, type 1, member 3), pertencentes a familia
C dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), que sao caracterizados por um grande dominio
extracelular. Este dominio consiste no médulo flytrap de vénus (VFTM) no N-terminal e um dominio rico
em cisteina (CRD), que interliga o VFTM a um dominio transmembrana heptaelical (TMD7) e um
dominio intracelular (ID) carboxi-terminal (COOH). Sitios de ativacdo dinamica de compostos de sabor
doce estruturalmente diversos no receptor de sabor doce séo indicados com setas. A gurmarina (ou
acido gimnémico) e lactisol (e seu derivado estrutural 2,4-DP) sdo moduladores alostéricos negativos
(MANSs) do sabor doce que se liga a diferentes epitopos da subunidade T1R3. Abrevia¢des: NHDC:
neoesperidina dihidrocalcona; COOH: acido carboxilico. Fonte: adaptado de Rother et al., 2018 (86),
Servant et al., 2020 (147), Yang et al., 2021 (146).
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A ligacéo dos adocantes ao receptor TLIR2/T1R3 induz ao fechamento dos dois
lobos do VFTM e em seguida ocasionam rearranjos conformacionais acoplados do
CRD, TMD e ID (dominio intracelular, do inglés) que simultaneamente altera o receptor
para o estado ativo. A mudanca na conformacdo do T1R2/T1R3 desencadeia uma
cascata intracelular de sinalizacdo a jusante, e a sinalizacao intracelular induzida pela
estimulacdo desses dimeros receptores é mediada pela proteina G (a-gustducin, GB3
e and Gy13), (Figura 4). Deste modo, a ativacao do receptor mediada pelo ligante € o
primeiro passo para a percepcdo do sabor doce. Essa interagcdo ndo é apenas
essencial para a compreensao estrutural e funcional do receptor TLR2/T1R3, mas
também significativa para o design racional baseado na estrutura ou modificacédo
ocasionada por diversos adogantes (146).

As multiplas fungbes quimiossensoriais dos T1R2/T1R3 envolve diversos
orgaos e tecidos que ainda néo estdo amplamente elucidadas (141). Até o momento,
sabe-se que eles estdo envolvidos na deteccéo de nutrientes, modulacédo do apetite,
homeostase da glicose, motilidade intestinal (83), armazenamento de energia, bem
como o desencadeamento de respostas metabdlicas e comportamentais a fim de
manter a homeostase do BE (148).

Estudos clinicos e experimentais verificaram que os todos os AAls (mesmos 0s
nao metabolizaveis e absorviveis, como a sacarina) se ligam aos receptores para o
sabor doce e aumentam a absorcéo intestinal de glicose (21, 23-25, 149), via GLUT2
(26) e por aumento da expressado do transportador de glicose sédio-dependente 1
(SGLT1) (150-152). J4, os receptores T1R2/T1R3 presentes no pancreas, regulam a
secrecédo de insulina (18, 153-155). No intestino, controlam a liberacdo de horménios
peptidicos como peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1), peptideo YY (PYY),
colecistocinina (CCK), neuropeptideo Y (128, 133-139). Recentemente, foi
demonstrado que os AAls, como sucralose, aspartame e sacarina exercem uma serie
de efeitos negativos na integridade do epitélio intestinal através do receptor de sabor
doce T1R3 — o0 qual € um modulador na integridade epitelial (156). A administracéo de
sucralose, independente do estimulo sensorial oral, aumenta o consumo alimentar
através da estimulacao direta dos receptores T1R2/T1R3 e também pela estimulacéo
indireta dos mecanismos neuronais relacionados (157). Além disso, a condi¢édo
nutricional e metabdlica individual influéncia nos niveis de expressao do T1R3 nas

ilhotas pancreéticas (154).
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A seguir, abordamos em um modelo esquematico de diversas formas nao
excludentes de como os AAls interferem no metabolismo via ativacao de receptores

para o sabor doce (Figura 5), que convergem para o ganho e resisténcia a insulina.

Figura 5 - Deteccdo e metabolismo dos adocantes
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(a) A resposta da fase cefalica é desencadeada pelos sentidos (incluindo sabor) em antecipacdo a
alimentacéo. O sabor doce é detectado ja na cavidade oral, ao se ligar ao heterodimero T1R2/T1R3.
(b) O processo digestéconsiste na ingestdo, decomposicdo mecanica e quimica dos alimentos,
absorgdo de nutrientes e excrecao. (c) Os estimulos doces podem provocar liberagdo exacerbada de
insulina pelo pancreas, que por sua vez aumenta a captacao de glicose (principalmente) nas células
adiposas e musculares, e reduz a sintese de glicose hepatica, desempenhando um papel fundamental
na homeostase da glicose com equilibrio mantido entre o figado e o pancreas via glucagon,
desencadeando assim a quebra de glicogénio quando a glicemia esta baixa. (d) Os AAls podem alterar
a microbiota intestinal (MI) e incitar diversas respostas, como: altera¢cdes metabdlicas que afetam a
sensibilidade a insulina, producéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), metabolismo lipidico e
inflamac@o. Uma MI saudavel apresenta um equilibrio entre bactérias benéficas (Bifidobacterium,
Lactobacillus e Escherichia coli), enquanto que do contrario, demonstra um desequilibrio com aumento
de inflamacao e de bactérias patogénicas (Campylobacter e Clostridium difficile). Fonte: Mora e Dando,
2021 (158).
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2.5.2. Percepcao do Sensorial e Comportamento Alimentar

As caracteristicas sensoriais sdo um determinante na decisdo da ingestao
alimentar, permitem reconhecer e distinguir componentes dietéticos relacionados as
propriedades funcionais dos alimentos, responsaveis por predizer o valor nutritivo e
prevenir a ingestao de substancias toxicas. Sabores acidos e amargos alertam contra
a ingestdo de substancias quimicas, potencialmente nocivas e/ou venenosas,
substancias salgadas garantem o equilibrio nutricional de eletrdlitos, o umami permite
a identificacdo de aminoacidos, e o sabor doce sinaliza a presenca de carboidratos,
uma importante fonte energética. Além das propriedades quimicas e nutricionais dos
alimentos, o sabor tem a importancia qualitativa em evocar sensacfes gustativas
prazerosas (139), sendo um determinante no controle alimentar.

Do ponto de vista evolutivo, o sabor doce pode ter contribuido para a
sobrevivéncia, porém o consumo excessivo de alimentos doces esta atualmente
relacionado ao aumento da ingestao energética e consequente ganho de peso.

Sendo assim, os AAls séao frequentemente consumidos como substitutos do
acucar, para satisfazer o desejo por dogura. Espera-se que essa substituicdo implique
na reducao do peso corporal por meio da menor ingestao calérica. Contudo, AAls ndo
conseguem alterar o comportamento alimentar por meio de circuitos neurais, vias
sensoriais e diversos biomarcadores (81).

A selecdo e o consumo de alimentos desempenham um papel crucial na
regulacao do apetite humano (44) e a experiéncia sensorial € um dos determinantes
no controle da ingestdo alimentar, frequentemente atribuida a resposta hedonica
(159). Muitos estudos tém-se voltado para a dimensao hedbnica do apetite devido a
prevaléncia de obesidade e aumento da ingestdo alimentar relacionada a
hiperestimulagéao sensorial (142, 160, 161). Foi reportado, no trabalho de Kashima et
al., que a supressao da sensacéo doce oral pode reduzir abruptamente a ingestao de
alimentos devido a hipoestimulagéo (162).

A Curva de Wundt demonstra que a dogura por si mesmo aumenta a
palatabilidade de numerosos alimentos e bebidas, e estimula a ingestdo alimentar
(Figura 6) (159).
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Figura 6 - Relacédo entre intensidade sensorial doce e palatabilidade na ingestéo alimentar e no
comportamento heddnico
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Conforme a intensidade sensorial aumenta (por exemplo, intensidade do sabor em funcdo da
concentracdo do saborizante), a palatabilidade também aumenta até um ponto-6timo, apds, com o
aumento progressivo da intensidade sensorial h4d um decréscimo da palatabilidade. Esta relagdo em

forma de “u” invertido é conhecida como um Curva de Wundt. Fonte: adaptado de McCrickerd et al.,
2016 (159).

O comportamento alimentar € um complexo sistema que envolve a regulacao
do apetite, o controle da ingestdo alimentar e mecanismos de recompensas. Ele
incorpora a necessidade homeostética, o prazer hedbnico e processos cognitivos
superiores, como informacfes contextuais e aprendidas (experiéncia e motivacao).
No sistema nervoso central (SNC) os sistemas homeostatico e hedbnico processam
informacgdes transmitidas por sinais externos (como o cheiro e o sabor dos alimentos)
e internos (estado metabdlico, necessidades homeostaticas — como nutrientes e
horménios) (Figura 7) (163).
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Figura 7 - Conceitos basicos na regulacdo comportamento alimentar
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(a) Os tipos de pistas informativas transmitidas ao sistema nervoso central. (b) No cérebro, dois
sistemas integram informacdes para regular o comportamento alimentar. (¢c) O sistema hedbnico
compreende principalmente o sistema mesocortico-limbico que inclui a area tegmental ventral (VTA),
ndcleo accumbens (Ac), cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (Hippo) e amigdala (Amyg). Horménios
de compartimentos periféricos (como os do tecido adiposo, do trato gastrointestinal e adrenais)
alcancam essas areas direta ou indiretamente para ativar as vias que controlam o equilibrio energético
(homeostatico) e o prazer (hedbnico) associados a alimentacdo (desejo de comer, palatabilidade,
experiéncias anteriores, motivagéo). Fonte: adaptado de Sasaki et al., 2017(163).

Outra questdo fundamental é identificar a acdo da docura per se a partir do
conteudo calérico associado. A descoberta dos receptores para o sabor doce T1R2 e
TIR3 sugere que efeitos da docura e do teor calérico podem ser dissociados
fisiologicamente. A cascata de saciedade (Figura 8) indica como ambos fatores
(dogura e conteudo cal6rico) contribuem para o controle do apetite. Portanto, a fim de

estudar a acao especifica da dogura sobre o apetite, é importante considerar a

distincao entre a estratégia aditiva e substitutiva (164).
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Figura 8 - Cascata de saciedade
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O impacto dos alimentos é frequentemente estudado usando a cascata da saciedade como estrutura
conceitual. Diversos mecanismos que regulam a saciedade podem ser influenciados pelos alimentos.
Caracteristicas sensoriais, estrutura fisica, composi¢do de macronutrientes e a densidade energética
dos alimentos afetam a fisiologia, 0 metabolismo e processos do sistema nervoso central (SNC), que
sdo importantes para a regulacdo energética. Sistemas pscico-bioldgicos regulam o apetite a cada
refeicdo, e fatores sensoriais e cognitivos determinam o comportamento alimentar. Fatores pré e p0s-
absortivos (nutrientes e horménios) também regulam o apetite. Por fim, a oxidacdo e o metabolismo
dos nutrientes, assim como o armazenamento de energia, produzem potentes efeitos pds-absortivos
na regulacéo energética. Fonte: adaptado de Halford e Harrold, 2012 (165).

Casperson et al. (2017) (118), num ECR cruzado, comparou os efeitos de
bebidas adogcadas com acgucar ou AAls (sucralose) na regulacdo do apetite e na
ingestao caldrica por meio de um paradigma comportamental, no qual foi ofertado

posteriormente uma refeicdo padrao doce ou salgada. A saciedade e o desejo de
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comer alimentos com perfil gustativo especifico foram avaliados antes e a cada 30
minutos pos-refeicdo por quatro horas. As classificagdes hedbnicas néo diferiram
entre refeigdo padréo, doce ou salgada. O tipo de bebida n&o influenciou as medidas
de saciedade, ou o desejo por comer alimentos com sabor especifico. No entanto,
individuos submetidos a bebida com AAls tiveram maior propensdo em escolher a
refeicdo posterior doce.

Estes resultados sugerem que os AAls interferem de algum modo na alteracao
do comportamento alimentar, concordando com a teoria da dissociagé@o entre estimulo

sensorial doce e a incompativel consequéncia calorica.

2.5.3. Desacoplamento Cal6rico-sensorial

O desacoplamento entre o sabor doce e teor energético foi uma das primeiras
hipéteses a serem exploradas a fim de elucidar repercussées metabdlicas adversas
com o uso de AAls. Em 1988, Rogers et al. (112), num pioneiro estudo, avaliou o
impacto no apetite e na ingestdo caldrica apos o uso de sobrecargas doces, com
mesma intensidade de dulcor, contendo (glicose) ou ndo contendo calorias (sacarina,
aspartame e acessulfame-K) e um controle inerte (agua). Foi verificado que individuos
gue consumiram AAls apresentaram discrepancia entre classificacfes de apetite e
ingestdo caldrica posterior, apresentando maior classificacdo de fome residual e
desejo de comer, apesar de ndo haver maior ingestéo calérica posterior em relacéo
ao controle inerte (ingestao caldrica compensatoria).

Mais tarde, a teoria do condicionamento pavloviano foi proposta pelo grupo de
Swithers e Davidson em uma série de estudos (166-169) para demonstrar que o
consumo de AAls promove degradacdo da capacidade do organismo em prever
consequéncias caldricas ap06s certos estimulos orossensoriais, predizendo resultados
biologicamente significativos, o que poderia desencadear ingestéo calérica excessiva
e consequente ganho de peso. Contudo, estudos experimentais (27, 28, 30) e ECRs
(89) encontraram que 0 excessivo ganho de peso com o consumo de sacarina nao
esteve associado a uma maior ingestao calérica. Um deles encontrou reducéo no BE
(27). Uma recentemente uma meta-analise concluiu ndo haver BE positivo decorrente

do aumento do consumo caldrico incitado pelo uso de AAls (97).
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Em um diagrama conceitual (Figura 9), demonstramos que a dogura e 0
conteudo caldrico sdo dissociaveis e podem exercer efeitos dispares no controle do
apetite a curto prazo, incluindo a intensidade de fome, saciedade e o tamanho das
refeicbes (Figura 8). Para uma melhor analise acerca do tema, é necessario
compreender que os AAls podem ser utilizados de forma aditiva os substitutiva. Na
forma aditiva, os AAls séo adicionados sem alterar o valor energético, o que pode ser
usado para comparar o efeito da dogura no apetite com intensidade energética
equivalente. J4 na forma substitutiva, séo utilizados em detrimento de um adocante
calorico de modo a manter um nivel equivalente de docura, mas com reducéo no valor
energético. Como objeto de estudo, a forma aditiva é necessaria para avaliar os efeitos
da docura, enquanto a forma substitutiva é necesséaria para demonstrar ajustes a
mudanca caldrica (164).

Figura 9 - Desacoplamento entre o teor calérico e o sabor doce
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Modelo esquemaético no qual a dogura e o contetido calérico variam de modo independentemente.
*Substancias antagonistas dos receptores T1R2 e T1R3 que inibem as respostas induzidas por
substancias doces, por exemplo: lactisole, seu derivado estrutural acido 2-(2,4-diclorofenoxi) propiénico
(2,4-DP), gymnema sylvestre (gurmarina e acido gimnémico). AAls: adogantes de alta intensidade.
Fonte: adaptado de Hopkins et al., 2016 (164).
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Maersk et al., (2012) (170), em um ECR crossover de 4 dias, avaliaram scores
de saciedade, horménios relacionados (grelina, GLP1 e GIP) e ingestdo calérica apés
o0 uso diario (500ml/d) de bebidas isocaldricas (refrigerante adogado com sacarose e
leite semidesnatado) ou néo caldricas (refrigerante adocado com aspartame e agua
pura), concluindo que o uso de aspartame nao afetou parametros relacionados a
saciedade, sendo comparavel ao uso de agua. Além disso, a ingestdo de bebidas
caldéricas ndo foi proporcionalmente compensada com menor ingestdo calérica
posterior.

No elegante estudo de Dalenberg et al., (2020) (51) foi testada a hipotese de
desacoplamento sensorial na sensibilidade a insulina em 45 individuos saudaveis, o0s
quais foram designados a consumir por 10 dias: (1) bebidas ado¢adas com sucralose
(doce desacoplado de calorias), (2) bebidas adocadas com sacarose (doce com
calorias - acucar) ou (3) bebidas adocadas com sucralose e combinadas com
maltodextrina (combo). Foi verificado que a sucralose, quando na presenca de um
carboidrato (maltodextrina) diminui a sensibilidade a insulina, o que esta
correlacionado a diminuicdo nas respostas cerebrais ao sabor doce, mas nao ao sabor
azedo, salgado ou umami. A percepcdo do paladar permaneceu inalterado e néo
houve efeito no consumo de carboidrato isolado (acucar). Os autores concluiram que
0 consumo de sucralose na presenca de um carboidrato prejudica rapidamente o
metabolismo da glicose e implica em prejuizos cerebrais a longo prazo, mas nao
prejudica a sensibilidade perceptiva ao sabor doce — sugerindo uma desregulacao do
controle intestinal-cérebro do metabolismo da glicose.

A descoberta de Dalemberg nao é suportada pelo desacoplamento-sensorial
(visto que o efeito deletério ndo ocorreu com a sucralose quando consumida sozinha),
mas sugere que o mecanismo subjacente envolva alteracdes agudas induzidas por
AAls no metabolismo da glicose, associadas a reducdes de longo prazo na
sensibilidade central ao sabor doce. Assim, é plausivel que mecanismos cerebrais

possam estar alterados, implicando na regulacéo central do metabolismo da glicose.
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2.5.4. Sistema Neuroendécrino

A discrepancia entre os sinais sensoriais, metabolicos e centros reguladores
hipotalamicos pode favorecer o ganho de peso e alterar o metabolismo da glicose.

O hipotalamico desempenha um papel importante na homeostase energética
através dos nucleos neurais laterais (fome) e ventromediais (saciedade) que regulam
a ingestdo alimentar num processo integrado, sensivel a horménios e nutrientes.
Existem dois tipos de neurbnios sensores de glicose no nucleo arqueado hipotalamico
(ARC), neurdnios excitados por glicose e neuronios inibidos por glicose. A
capacidade desses neurdnios de responder a glicose € um mecanismo importante no
controle hipotalamico da homeostase energética (171). Contudo, a recente descoberta
(172) dos receptores de sabor doce T1R2/T1R3 no hipotalamo indica que os AAls sdo
detectéveis a nivel central — sugerindo participacéo na regulagéo do BE.

A area hipotalamica lateral (LHA), a area tegmental ventral (VTA), o ndcleo
accumbens (NAc) e cortex pré-frontal (PFC) sdo algumas das areas do cérebro
relacionadas a recompensa alimentar. Nestas areas, diversos neurotransmissores,
incluindo GABA, glutamato e opioides, estdo implicados em varios elementos do
sistema de recompensa. Particularmente, os processos hedbnicos — que incluem
gosto, reforco e motivacdo — sdo mediados por circuitos dopaminérgicos do LHA para
o VTA e de VTA para o NAc, engquanto a acetilcolina esta envolvida nos aspectos
aversivos da abstinéncia. De fato, o consumo frequente ou excessivo de agucar
resulta em alteracdes neuroquimicas que se assemelham aos efeitos dos opioides. Ja
o consumo de AAls pode driblar o cérebro, estimulando o desejo e o vicio por acucar.
(54).

A percepcao do sabor doce provoca respostas fisioldgicas criticas na regulacao
do BE por facilitar a absor¢céo de nutrientes no intestino e por regular o consumo de
alimentos. Sabe-se que os AAls evocam reacdes cerebrais distintas quando
comparados a adogantes caléricos. Devido a dissociacéo caldrica, a ativacdo das vias
periféricas e centrais relacionadas a saciedade sao mitigadas (173).

A sucralose, em especial, demonstrou capacidade reduzida de ativar areas do
mesencéfalo relacionadas a recompensa, incluindo a LHA, VTA e o NAc. Dada a
funcdo determinante do horménio concentrador de melanina (MCH) na LHA, um
estudo pré-clinico mostrou que a sacarose ativa 0os neurdnios MCH, resultando na
liberagcdo de dopamina. Em contrapartida, a sucralose induziu a liberagcdo de
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dopamina nos camundongos apenas quando na presenca de estimulacao luminosa,
0 que levou a ativacdo de neurdnios MCH. Esses resultados sugerem que os AAls
requerem estimulos adicionais para obter o mesmo efeito recompensador da sacarose
(Figura 10) (174).

Figura 10 - Efeito dos adocantes de alta intensidade no sistema de recompensa cerebral
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A via dopaminérgica esta estritamente envolvida em processos hedonicos. Os circuitos dopaminérgicos
do mesencéfalo incluem o hipotalamo lateral (LHA), a area tegmental ventral (VTA) e o nicleo
accumbens (NAc). A liberagédo de dopamina € estimulada por peptideos de orexina (ORX) e horménio
concentrador de melanina (MCH) secretado pelo LHA. Em particular, neurdnios ORX e MCH de LHA
projetam-se para VTA, onde peptideos ORX e MCH regulavam a ativagdo de neurénios de dopamina
(DA) e aumentam a liberacdo de DA em areas de projecdo como o NAc. Foi estabelecido que a resposta
da via de recompensa da dopamina induzida pelo consumo de adogantes caléricos, como a sacarose,
€ maior qguando em comparagdo a AAls. Curiosamente, um estudo pré-clinico forneceu evidéncias de
que os neurbnios MCH sé&o responsaveis pela preferéncia natural a sacarose sobre a sucralose e que
esse efeito pode ser revertido pela estimulacdo dos neurénios MCH com energia luminosa. Isso sugere
que os AAls requerem estimulos adicionais para obter 0 mesmo efeito recompensador da sacarose.
Fonte: Moriconi et al., 2020 (54).
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Crézé et al. (2018) (120), em ECR, avaliaram marcadores neuroendocrinos e
ingestdo calorica posterior a sobrecarga de um blend de AAls em relacdo a sacarose
ou agua. Eles encontraram que o consumo de AAI ndo levou a modulacdes
pronunciadas das concentracbes de glicose, insulina e grelina, nem promoveu
aumento no consumo calorico posterior, todavia alterou as respostas cerebrais pos-
prandiais, sendo mais pronunciadas na insula e nas areas pré-frontais, especialmente
com o aumento da atividade neural na regido ventrolateral — que estéa relacionada a
inibicdo do sistema de recompensa. Essas diferencas encontradas sao congruentes
com o conceito do desacoplamento caldrico-gustativo (112), em que informacdes
discrepantes entre a ativacao do receptor do sabor doce e a sinalizagédo de hormonios
pés-ingestivos levam a mudancas no padrdo de respostas cerebrais. Esse impacto
diferencial entre adocantes caldricos e nao caloricos pode ser indicativo de
consequéncias a longo prazo do consumo repetido de AAIs no comportamento
alimentar e consequente ganho de peso.

O ultimo estudo publicado por Yunker et al., (2021) (121), avaliou se o IMC e 0
sexo estdo associados as distintas respostas metabdlicas, neurais e alimentares
mediante o consumo de sucralose ou de sacarose. Neste ECR cruzado, foi possivel
verificar que o consumo agudo de sucralose por mulheres com IMC > 30 mg/kg? foi
associado a uma responsividade neural diferencial, nas &reas pré-frontais, onde
ocorre 0 processamento da recompensa. Isso aumenta a possibilidade de que
adicionar AAls a dieta pode prejudicar a capacidade de resposta do cérebro aos
alimentos com consequéncias negativas ho comportamento alimentar e metabolismo,
principalmente nas mulheres obesas. Esse é um estudo pioneiro em demonstrar a
suscetibilidade dos efeitos adversos numa populacdo especifica, sugerindo a
necessidade de considerar fatores bioldgicos individuais que podem ser alterados pelo
uso de AAls.

O estudo de Dalenberg (51) sugere que o consumo diario e a curto prazo de
sucralose pode alterar a sensibilidade neural e metabdlica a glicose quando
consumida na presenca de carboidratos. Isso indica que, além dos fatores biol6gicos
individuais (121), as consequéncias neurocomportamentais e metabdlicas da ingestéao
de AAls também podem depender de como eles sdo consumidos. Esta relevancia se

deve ao fato de os adocantes serem normalmente comercializados na forma de blends
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(com outros AAls e/ou adocantes caléricos), ou ainda como adocante para inidmeros
alimentos/bebidas (versdes diets) que contenham ou sejam fonte de carboidratos.
Essas regides frontais representam o valor da recompensa e a agradabilidade
subjetiva (sabor, cheiro, visdo e textura) dos alimentos, com ativacdes mais
proeminentes em individuos com maior prazer com comida. Além disso, o cortex pré-
frontal ventromedial esta implicado na tomada de decisdo sobre o valor de
recompensa dos alimentos, tornando esta regido um mecanismo-chave no sucesso

do controle do peso corporal (175).

2.5.5. Microbiota Intestinal

A microbiota intestinal (MI) participa na homeostase do BE, obtendo energia
dos alimentos por meio de atividades de fermentacao e formacédo de AGCCs, também
aumenta a vascularizacdo das vilosidades otimizando a absorcdo de nutrientes.
Adicionalmente, reduz a AMPK e a B-oxidacdo no tecido muscular, inibe a lipoproteina
lipase (LPL) — que leva ao acumulo de triglicerideos no figado e no tecido adiposo,
interfere no surgimento de inflamacédo de baixo grau e endotoxemia metabdlica via
diminuicao dos lipopolissacarideos (LPS). Deste modo, a dishiose tem sido sugerida
como um fator contribuitivo para o acimulo de gordura, ganho de peso e resisténcia
a insulina.

Os efeitos dos AAls na Ml sdo uma area de crescente interesse na comunidade
cientifica devido a sua influéncia potencial no ganho de peso resisténcia a insulina e
inflamacédo. Apesar de estudos iniciais referirem inocuidade nesta relacao, recentes
pesquisas clinicas e experimentais (16, 176) demostraram alteracdes especificas na
MI, as quais estdo relacionadas as alteracdes nas vias metabdlicas ligadas a
tolerancia a glicose e disbiose em seres humanos, especialmente com a ingestdo de
sacarina (Figura 11).

Suez et al. (2014 e 2022) (16, 95), em seus notaveis estudos demonstraram
gue a sacarina medeia a intolerancia a glicose por meio de alteragdes na MI. A relacéo
causal foi estabelecida através do transplante fecal de camundongos suplementados
com sacarina em animais germ-free (Figura 11) (16). Além disso, eles encontraram
uma relacdo firmicutes/bacteroidetes (F/B) alterada. Esta € uma observacao
particularmente relevante, pois firmicutes sdo mais eficazes na extragdo de energia
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dos alimentos do que os bacteroidetes promovendo assim uma maior absorcao
eficiente de calorias e o subsequente ganho de peso. Apesar da controversa de que
a relacdo F/B seja um preditor de obesidade (177), ha evidéncia acumulada de
estudos clinicos de que 0 excesso de peso, a doenca inflamatéria intestinal, o DM2 e

outras condi¢cdes metabdlicas estdo associadas a um desequilibrio nesta relacéo.

Figura 11 - Efeitos da sacarina na microbiota intestinal e na tolerancia a glicose
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Estudos experimentais indicam alteragbes especificas no microbiota intestinal relacionadas as vias
metabdlicas que regulam a tolerancia a glicose apos a ingestao de sacarina. Fonte: Ruiz-Ojeda et al.,
2019 (176).

Bian et al. (2017) (178) verificaram que o consumo de Ace-K (mais que o dobro
da IDA) por 4 semanas aumentou consideravelmente Bacteroides, Anaerostipes e
Sutterella em camundongos machos, por outro lado, diminuiu a abundancia relativa
de Lactobacillus e Clostridium em fémeas — indicando efeito sexo-dependente.
Entretanto, outros estudos experimentais, que utilizaram doses iguais ou inferiores a
IDA, ndo encontraram diferenca no microbioma total, nem firmicutes ou bacteroidetes
guando utilizaram Ace-K (179), sacarina ou aspartame (180).

O consumo de aspartame cronico (8 semanas) e em baixas doses (5-7 mg/kg),
num modelo experimental de obesidade induzida pela dieta, ocasionou elevacao da
glicemia e menor tolerdncia a insulina, independente do favoravel parametro
antropomeétrico (peso corporal e adiposidade). Houve também alteracdo no perfil
microbiano, com aumento nas bactérias intestinais totais. A analise metaboldémica
identificou aumento de propionato (um AGCC altamente gluconeogénico), explicando

seus efeitos negativos na tolerancia a insulina (94). Em contrapartida, Suez et al.
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(2014) (16), identificaram intolerancia a glicose, porém néao relacionada as alteracbes
na microbiota dos camundongos tratados com aspartame por 11 semanas.

Recentemente, um ECR (181) que avaliou o efeito da sucralose e do aspartame
usando doses realistas encontrou minima alteracdo na composicdo da Ml e na
producdo de AGCCs. Outro estudo ndo encontrou beneficio pretendido na
substituicdo de acucar (sacarose) por AAls (aspartame, stevia ou monk fruit) no que
diz respeito a ingestdo caldrica, glicemia e insulinemia, pelo menos no curto prazo
(182).

Apesar das divergéncias entre os estudos, € pouco plausivel a hipétese do
aspartame interferir na MI humano, uma vez que é rapidamente hidrolisado no
intestino delgado e seus decompostos sédo imediatamente absorvidos, antes de
atingirem o célon. Foi demonstrado que, mesmo com doses elevadas de aspartame
(quédruplo da IDA), ndo foram encontrados vestigios no sangue, devido a sua rapida
degradacéo (70, 183).

2.5.6. Sindrome Metabodlica

Sindrome metabdlica (SM) refere-se a uma desordem complexa definida por
uma série de fatores fisioldgicos, bioquimicos, clinicos e metabdlicos que aumentam
diretamente o risco de doenca cardiaca coronaria (DCC), outras formas de doencas
cardiovasculares ateroscleroticas (DCA) e DM2. Em consenso entre as principais
sociedades, seus principais componentes sao: circunferéncia da cintura elevada,
triglicerideos = 150 mg/dl, HDL-colesterol < 40 mg/dl em homens e < 50 mg/dl em
mulheres. Pressao arterial (PA) = 130/85 mmHg e glicose (jejum) = 100 mg/dl (184).
Estudos associam o uso de AAls a fatores de risco aumentados para sindrome
metabdlica (12, 100-102).

Os potenciais mecanismos dos AAls no desenvolvimento e/ou agravamento da
sindrome metabolica e resisténcia insulinica foram abordados em recentes revisdes
(185, 186). Basicamente, os AAls interagem com o0s receptores de sabor doce
T1R2/T1R3, modificam a composicéo da Ml, e alteram respostas aprendidas a dogura.

Na Figura 12, demonstramos estes 3 mecanismos propostos nesta relagéo.
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Figura 12 - Mecanismos propostos dos efeitos subjacentes dos adocantes de alta intensidade no
desenvolvimento da sindrome metabolica e da resisténcia a insulina
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Os AAls contribuem para o desenvolvimento da SM e RI por meio de trés mecanismos relacionados a
expressdo da GPCR, que é desencadeada mediante ativacdo dos receptores da familia T1R. (1) A
ativacdo dos receptores para o sabor doce T1R2 e T1R3s ocorre através da proteina G a-gustducina
gue resulta em aumento dos niveis de cAMP intracelular e a libera¢do de neurotransmissores. (2) Os
AAls também interferem na composi¢do microbiana intestinal por meio de AGCCs, provenientes da
alimentagéo, que atuam como ligantes para GPCRs no TGlI, alterando a permeabilidade intestinal. (3)
Outro mecanismo esta relacionado a liberacdo de hormdnios, como a insulina, que eventualmente
afetam o comportamento aprendido e a maneira como o organismo reage a dogura. Abreviacdes: AAls:
adocantes de alta intensidade; SM: sindrome metabdlica; RI: resisténcia a insulina; GPCR: receptores
acoplados a proteina G; T1R3: taste receptors type 1 subunit 3; T1R2: taste receptors type 1 subunit 2;
AGCCs: 4cidos graxos de cadeia curta; TGI: trato gastrointestinal. Fonte: Liauchonak et al., 2019 (185).

2.5.7. Adiposidade

A hipétese da adiposidade induzida por adogantes, de modo independente, é
pouco explorada na literatura em ensaios in vivo, ainda, existe viés de confusao nos
estudos que encontraram aumento de peso — ndo sendo possivel relacionar se a
adiposidade é decorrente do excesso de peso. Demonstramos em um estudo anterior,
onde comparamos sacarina com um controle ndo adog¢ado, que nao houve diferenca

na adiposidade, apesar do maior ganho de peso (30). Contudo, foi evidenciado que o
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tratamento de células precursoras de camundongos e humanos com AAls, como a
sacarina e o acessulfame- K, aumentam a adipogénese (187).

Uma vez que o T1R3 é expresso por adipdcitos indiferenciados e maduros, €
plausivel que haja relacdo entre os AAls na diferenciagdo dessas células. De acordo
com Simon et al. (2014), camundongos knockout para T1R2/T1R3 exibem
adiposidade reduzida e adipocitos menores quando alimentados com uma dieta
ocidental, mostrando que a sinalizacdo do receptor de sabor doce é crucial para a
formacao de tecido adiposo saudavel (188).

Entretanto, esta hipétese foi contraposta por outro estudo do mesmo grupo
(187), o qual demonstrou que a sacarina estimulou a adipogénese e suprimiu a lipélise
independentemente expresséo de T1R2 e/ou T1R3. Mais tarde foi verificado que os
adipdcitos expressam os receptores de sabor amargo (T2Rs) e que AAls com sabor
residual amargo (como a sacarina, o acessulfame-K, o ciclamato e a stévia), ativam o
T2R de modo dependente da concentracao (83).

Outros estudos com sucralose, um AAIl nao ligante aos T2Rs, indicam
adipogénese. Kundu et al. (2020) avaliou in vitro que a sucralose promoveu o acumulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a adipogénese em células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano. O aumento do acamulo de ROS
foi observado dentro de 72h apo6s a exposi¢cao e o aumento da adipogénese também
foi observado quando exposto a doses mais elevadas (189).

Por meio de culturas de tecido adiposo subcutaneo humano e células-tronco
mesenquimais foi verificado que a sucralose, mesmo que em concentracfes
fisiologicas (0,2 mmol), estimula o armazenamento de gordura intracelular com
hiperregulacdo de genes-chave na adipogénese e na inflamacdo. Analises
posteriores, com amostras de tecido adiposo abdominal obtidas de oito individuos
(quarto obesos e quatro eutroficos) usuarios de AAls (sucralose com tracos de
aspartame e/ou acessulfam-K) foi corroborado a hiperexpresséo de genes-chave na
adipogénese e aumento do transporte de glicose celular nos individuos obesos (190).
Independe do AAI ou qual tipo de receptor € ativado, conjectura-se que adiposidade

ocorre atraves da diferenciacdo preferencial em adipocitos (Figura 13).
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Figura 13 - Adipogénese induzida por adocantes artificiais
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As células-tronco mesenquimais séo precursoras de adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos. A exposicao
a adocantes artificiais induz a diferenciacéo preferencial em adipécitos. Fonte: adaptado de Rother et
al., 2018 (86).
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3. MARCO CONCEITUAL

Figura 14 - Marco conceitual esquematico do estudo
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4. JUSTIFICATIVA

Diante do consenso de que a alta ingestao de agUcar contribui para a obesidade
e suas comorbidades, como o DM2, os AAIs surgiram como um substituto promissor
pelo fato de satisfazer o desejo sensorial por doce com poucas ou nenhuma caloria
adicional.

Apesar de diversos trabalhos terem investigado a eficacia dessa substitui¢éo,
principalmente no que se refere a manejo do peso corporal, ndo ha consenso cientifico
sobre este potencial beneficio (191). Além disso, consequéncias heuro
comportamentais e metabdlicas apresentam evidéncias heterogéneas e limitadas.

Em uma série de estudos experimentais conduzidos por nosso grupo de
pesquisa demonstramos que o uso de sacarina promoveu maior ganho de peso nao
relacionado a maior ingestdo calérica (27-30). Até o momento, nenhum estudo
avaliou, de modo controlado, o efeito dose-resposta de qualquer AAl nos parametros
metabdlicos e comportamentais pretendidos com este trabalho. Além disso, maioria
dos estudos utilizam versdes comerciais de adogantes, compostas por blends — o que
pode ser um fator de confuséo.

Nossa hip6tese € que a sacarina pode promover maior de ganho de peso sem
aumentar a ingestdo calo6rica, mas sim devido a otimizac&do na absorcdo de glicose
intestinal via ativacao dos receptores para o sabor doce e que seu uso cronico pode
também induzir a intoleréncia a glicose e diminui¢do da sensibilidade da insulina.

Diante do uso disseminado e crescente de AAls, é de grande relevancia
contribuir para elucidar essa controvérsia. Esclarecer esta relacdo e mecanismos
envolvidos teria ampla repercussédo clinica no manejo nutricional do peso corporal,
especialmente em individuos com sobrepeso ou obesidade, diabéticos ou propensos

a desenvolver diabete.
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4.1. HIPOTESES
e O uso prolongado de sacarina poderia promover maior ganho de peso corporal,

e O uso prolongado de sacarina poderia alterar a tolerancia a glicose e a

sensibilidade da insulina;

e O uso prolongado de sacarina poderia alterar o comportamento alimentar e

mecanismos relacionados a fome e saciedade;
e O uso de sacarina poderia alterar o consumo calérico a longo prazo;

e Possiveis efeitos metabdlicos e comportamentais seriam dose-dependente.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar, em um modelo experimental controlado, se o uso prolongado e com
dose progressiva de sacarina teria impacto na ingestéao alimentar, no ganho de peso,

na tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o efeito dose-resposta do uso prolongado (13 semanas) de sacarina;

e Avaliar o metabolismo da glicose e a sensibilidade da insulina através do teste
oral de tolerancia a glicose (TOTG) e do teste de tolerancia a insulina (TTI),

com avaliagdes no baseline e no final do periodo de intervencéo dietética;
e Aferir e comparar semanalmente a evolucédo do ganho de peso corporal;

e Avaliar diariamente, por um sistema computacional (BioDAQ®), o consumo

caldrico e o comportamento alimentar.

Foram desenvolvidos dois estudos a fim de responder esses objetivos. O
primeiro (ARTIGO 1) se propde a avaliar o balango energético (analisado por meio do
ganho de peso corporal e do consumo calorico), bem como o desenvolvimento de
DM2 (através do TOTG e do TTI). O segundo (ARTIGO 2) tenciona avaliar o impacto
no comportamento alimentar, mediante a mensuracdo dos componentes da
microestrutura alimentar, eficiéncia alimentar, taxa de saciedade e parametros

relacionados.
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8. CONSIDERACOES GERAIS

Verificamos que a sacarina promove ganho de peso, de modo ndo dependente
da dose, e néo relacionado ao consumo caldrico total.

Diferente de outros estudos, que também utilizaram um carboidrato associado,
nosso modelo experimental ndo foi capaz reproduzir a longo prazo insulinorresisténcia
ou intolerancia a glicose. Conjecturamos que o modelo animal utilizado possa ter
contribuido para essa divergéncia.

Na analise dos parametros relacionados a microestrutura alimentar e na
dindmica comportamental, verificamos que a sacarina ndo é indcua, apesar de nao ter
contribuido para um consumo alimentar superior ao controle. Especialmente na dose
maxima de sacarina, 0os micro-parametros (bouts) foram mais afetados nas primeiras
semanas de intervencao. Entretanto, ndo afetou o tamanho, a frequéncia ou a duracéo
das refeicoes.

Curiosamente, ambos 0s grupos apresentaram uma taxa maior e ascendente
no que diz respeito ao intervalo entre as refeicdes — denotando um parametro de
saciedade, quando avaliado isoladamente. Todavia, na andlise da dinamica
comportamental, a taxa de saciedade nao diferiu entre os grupos.

Até o momento, este é o primeiro estudo a abordar a relacdo dose-resposta
com uso de sacarina de elevado teor de pureza nos parametros relacionados ao
comportamento alimentar, ganho de peso corporal, tolerancia a glicose e sensibilidade
a insulina. Utilizamos glicose associada a intervencéo, e disponivel continuamente a
fim de evidenciar possiveis efeitos metabdlicos adversos da sacarina. Com base em
uma série de estudos prévios nesta linha de pesquisa, equiparamos o teor de sodio
da dieta de intervencéo a fim de reduzir possiveis vieses relacionados ao desfecho de
interesse principal — a evolugéo do ganho de peso.

Presumimos que a magnitude no ganho de peso nao tenha sido
correspondente a dose devido o teor de glicose administrada em conjunto ter sido
igual entre 0s grupos.

Por fim, estes resultados fornecem evidéncia de que a sacarina nao é inerte ao
metabolismo, pelo menos neste modelo experimental. Possiveis mecanismos, nao

abordados neste estudo, podem justificar o maior ganho de peso.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros podem determinar se doses progressivas de sacarina,
associadas a uma dose proporcional de glicose (efeito sinérgico), podem impactar
diferencialmente o peso corporal e a glicemia em individuos saudaveis e em
populacdes especificas. Além disso, estudos bem desenhados e controlados séo
necessarios para elucidar possiveis mecanismos subjacentes envolvidos e a

reprodutibilidade desses achados em humanos.
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ANEXO IIl — ARRIVE guideline, ARTIGO |

The ARRIVE guidelines — Animal research: reporting of in vivo experiments.

N24RIVE

The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

The ARRIVE Essential 10

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers
and reviewers cannot assess the reliability of the findings.

Item

Recommendation

Section/line number,
orreason for not
reporting

Study design 1

For each experiment, provide brief details of study design
including:

a. The groups being compared, including control groups. If
no control grouphas been used, the rationale should be
stated.

b. The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of
animals).

(a) Yes, the control group
was included. Section
2.2. Dietary intervention:
Table 1 and 2.1. Design
and Animals

(b) Section 2.1.3. Animal
housing

Sample size 2

a. Specify the exact number of experimental units allocated to
each group, and the total number in each experiment. Also
indicate the total number of animals used.

b. Explain how the sample size was decided. Provide details
of any a priori sample size calculation, ifdre

(a) Section 2.1. Design
and Animals (n = 42 rats)
and Table 1 (n = 13-
15/group)

(b) Section 2.1.1. Sample
size

Inclusion 3
and

exclusion
criteria

a. Describe any criteria used for including and excluding
animals (or experimental units) during the experiment, and
data points during the analysis. Specify if these criteria were
established a priori. If no criteria were set, state this explicitly.

b. For each experimental group, report any animals, experimental
units or data points not included in the analysis and explain
why. If there were no exclusions, state so.

c. For each analysis, report the exact value of n in each
experimental group.

(a) Section 2.1.3. Animal
housing (last phrase)

(b) Section 3. Results

(c) In all figure captions

Randomisation 4

a. State whether randomisation was used to allocate
experimental units to control and treatment groups. If done,
provide the method used to generate the randomisation
sequence.

b. Describe the strategy used to minimise potential
confounders such asthe order oftreatmentsand
measurements, oranimal/cage location. If confounders
were not controlled, state this explicitly.

(a) Section 2.1.2.
Randomization

(b) Section 2.1.2.
Randomization

Blinding 5 Describe who was aware of the group aIIocation at the different Section 2.2. Dietary
stages of the experiment (during the allocation, the conduct of the intervention (last
experiment, the outcome assessment, and the data analysis). paragraph)

Outcome 6 & Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, (a) In sections: 2.3.

measures molecular markers,or behavioural changes). Measurements of food and

b. Forhypothesis-testing studies, specify the primary
outcome measure,i.e.the outcome measure that was

water intake, 2.4. Weight
gain measurement and
2.5. Metabolic tests
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used to determine the sample size. (b) Section 2.1.1.

Sample size
Statistical 7 a. Provide details ofthe statistical methods used for (a) Section 2.7. Statistical
methods eachanalysis, including software used. analysis

b. Describe any methods used to assess whetherthe data met
the assumptions of the statistical approach, and what was
done if the assumptions were not met.

(b) Section 2.7. Statistical
analysis

Experimental 8 a. Providespecies-appropriatedetailsoftheanimalsused, . )
animals including species, strain and substrain, sex, age or (a) Section 2.1. Design

developmental stage, and, if relevant, weight. and Animals
b. Provide further relevant information on the provenance of (b) Section 2.1. Design
animals, health/immune status, genetic modification status, and Animals

genotype, and any previous procedures.

Experimental 9 For each experimental group, including controls, describe the

procedures procedures in enough detail to allow others to replicate them,
including:
a. What was done, how it was done and what was used. @) Thro”gggé‘ttiéze Methods
(b) Throughout the

b. When and how often. Methods section

(c) Section 2.1.3. Animal
housing and “Protocol and
ethical aspects” (UEA)

c. Where (including detail of any acclimatisation periods).

d. Why (provide rationale for procedures). (d) Section 1. Introduction

Results 10 For each experiment conducted, including independent
replications, report:

. . . (a) Section 3. Results and
a. Summary/descriptive statistics foreach experimental “Figure captions”

group, withameasure of variability where applicable (e.g. (b) Not applicable
mean and SD, or median and range).

b. If applicable, the effect size with a confidence interval.

The Recommended Set

These items complement the Essential 10 and add important context to the study. Reporting the
items in both sets represents best practice.

Section/line number, or

Iltem Recommendation reason for notreporting

Abstract 11 Provide an accurate summary of the research objectives,

animal species, strain o o Al saEien
and sex, key methods, principal findings, and study
conclusions.

Background 12 a Include sufficient scientific background to understand (a) Section 1. Introduction
the rationale and context for the study, and explain the '
experimental approach. (b) Sequential to a series of

b. Explain howthe animal species and model previous works developed by our
used addressthe scientific objectives and, research group with the same
where appropriate, the relevance to human experimental model. Section 1.
biology. Introduction

Objectives 13 Clearly describe the research question, research

objectives and, where Section 1. Introduction

appropriate, specific hypotheses being tested.

Ethical 14  Providethe name ofthe ethical review committee or

statement equivalentthathas appr_oved the use of animalsin thi-s Section “Protocol and ethical

study, and any relevantlicence or protocol numbers (if aspects”

applicable). If ethical approval was not sought or granted,

provide a justification.
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Housing and 15

husbandry

Provide details of housing and husbandry conditions,
including any environmental enrichment.

Section 2.1.3. Animal housing

Animal care and 16
monitoring

a. Describe anyinterventions or steps takeninthe
experimental protocolsto reduce pain, suffering
and distress.

b. Report any expected or unexpected adverse events.

c. Describe the humane endpoints established for the
study, the signs that were monitored and the
frequency of monitoring. If the study did not have
humane endpoints, state this.

(a) Trained researchers,
adaptation/ habituation, daily
assessment, environmental
enrichment, transparent boxes
(Section 2.1.3. Animal housing).
Humane endpoint (Section
“Protocol and ethical aspects”)

(b) Section “Protocol and ethical
aspects”: last paragraph

(c) Section “Protocol and ethical
aspects”

Interpretation/ 17
scientific

implications

a. Interpretthe results, taking into account the study
objectives and hypotheses, current theory and other
relevant studies in the literature.

b. Comment on the study limitations including
potential sources of bias, limitations of the animal
model, andimprecision associated with the results.

(a) Section 4. Discussion

(b) Section 4. Discussion

Generalisability/ 18

Comment on whether, and how, the findings of this

translation study are likely to generalise to other species or Section 5. Conclusion
experimental conditions, including any relevance to
human biology (where appropriate).

Protocol 19 Provide a statement indicating whether a protocol Protocol approved in 2019

registration (including the research question, key design features, under n. 2019-0404. Described
and analysis plan) was prepared before the study, and if | in section “Protocol and ethical
and where this protocol was registered. aspects

Data access 20 Provide a statement describing if and where study data Section “Data and code
are available. availability”

Declaration of 21 & Declare any potential conflicts of interest, including

interests

financial and non-financial. If none exist, this should be

stated.

b. List all funding sources (including grant identifier) and
the role of the funder(s) in the design, analysis and
reporting of the study.

(a) Section “Competing
interests™

(b) Section “Funding sources”

Mational Centra
for the Replacement

NC

Refinemant & Reducticn
of Animals in Research

www.ARRIVEguidelines.org
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ANEXO IV — ARRIVE guideline, ARTIGO Il

The ARRIVE guidelines — Animal research: reporting of in vivo experiments.

The ARRIVE Essential 10

The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers and

reviewers cannot assess the reliability of the findings.

Item

Recommendation

Section/line number, or
reason for notreporting

Study design

1

For each experiment, provide brief details of study design
including:

c. The groups being compared, including control groups. If no
control group has been used, the rationale should be stated.

d. The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of
animals).

(a) Yes, control group included.
Section 2.3. Dietary
manipulation, and Table 1

(b) Section 2.2. Animals

Sample size

2

c. Specify the exact number of experimental units allocated to
each group, and the total number in each experiment. Also
indicate the total number of animals used.

d. Explain how the sample size was decided. Provide details of
any a priori sample size calculation, ifdore

(a) Section 2.2. Animals (n = 42
rats) and Table 1 (n = 13-
15/group)

(b) Section 2.1.2. Sample size

Inclusion and
exclusion
criteria

3

d. Describe any criteria used for including and excluding animals
(or experimental units) during the experiment, and data points
during the analysis. Specify if these criteria were established a
priori. If no criteria were set, state this explicitly.

e. For each experimental group, report any animals, experimental
units or data points not included in the analysis and explain why. If
there were no exclusions, state so.

f.  For each analysis, report the exact value of n in each
experimental group.

(a) Section 2.2.1. Exclusion
criterion

(b) Section 3. Results

(c) In all “Figure captions” and
Table 1

Randomisation

4

a. State whether randomisation was used to allocate experimental
units to control and treatment groups. If done, provide the method
used to generate the randomisation sequence.

b. Describe the strategy used to minimise potential confounders
such asthe order oftreatments and measurements, or
animal/cage location. If confounders were not controlled, state
this explicitly.

(a) Section 2.2. Animals

(b) Sections 2.2. Animals and
2.3.1. Blinding

Blinding 5 Describe who was aware of the group allocation at the different
stages of the experiment (during the allocation, the conduct of the Section 2.3.1. Blinding
experiment, the outcome assessment, and the data analysis).
Outcome 6 c. Clearlydefineall outcome measures assessed (e.g. cell death, (a) Section 2.4.1. Parameters
measures molecular markers,or behavioural changes). in feeding microstructure
d. Forhypothesis-testing studies, specify the primary outcome
measure, i.e.the outcome measure that was used to determine . .
the sample size. (b) Section 2.2.2. Sample size
Statistical 7 c. Provide details ofthe statistical methods used foreach (a) Section 2.6. Statistical
methods analysis, including software used.

d. Describe any methods used to assess whetherthe data met
the assumptions of the statistical approach, and what was done if
the assumptions were not met.

analysis

(b) Section 2.6. Statistical
analysis
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Experimental
animals

8

c. Providespecies-appropriatedetailsoftheanimalsused,
including species, strain and substrain, sex, age or
developmental stage, and, if relevant, weight.

d. Provide further relevant information on the provenance of
animals, health/immune status, genetic modification status,
genotype, and any previous procedures.

(a) Section 2.2. Animals

(b) Section 2.2. Animals

Experimental 9 For each experimental group, including controls, describe the
procedures procedures in enough detail to allow others to replicate them,
including:
a. What was done, how it was done and what was used. (a) Throughout the Materials
end methods section
b. When and how often. (b) Throughout the Materials
and methods section
c. Where (including detail of any acclimatisation periods). (c) Section 2.2. Animals
d. Why (provide rationale for procedures). (d) Section 1. Introduction
Results 10 For each experiment conducted, including independent

replications, report:

c. Summary/descriptive statistics foreach experimental group,
withameasure of variability where applicable (e.g. mean and SD,
or median and range).

d. If applicable, the effect size with a confidence interval.

(a) Sectionn 2.6. Statistical
analysis, 3. Results, and
“Figure captions”

(b) Not applicable

The Recommended Set

These items complement the Essential 10 and add important context to the study. Reporting the
items in both sets represents best practice.

Section/line number, or

Iltem Recommendation reason for notreporting
Abstract 11 Provide an accurate summary of the research objectives,

animal species, strain - - Al saEien

and sex, key methods, principal findings, and study

conclusions.

Background 12 ¢ Include sufficient scientific background to understand
the rationale and context for the study, and explain the (a) Section 1. Introduction
experimental approach.

d. Explain howthe animal species and model (b) Sequential to previous work
used address the scientific objectives and, (2.1. Study design) and
where appropriate, the relevance to human section 1. Introduction
biology.

Objectives 13 Clgarly describe the research question, research Sewion 1. (FieslEien g
objectives and, where

- = . Abstract

appropriate, specific hypotheses being tested.

Ethical 14  Providethe name of the ethical review committee or

statement equivalentthathas appr_oved the use of animalsin thi_s Sections “Ethical aspects” and
study, and any rel_evant licence or protocol numbers (if 2.1. Study design
applicable). If ethical approval was not sought or granted,

provide ajustification.

Housing and 15 Provide details of housing and husbandry conditions, Section 2.2. Animal
husbandry including any environmental enrichment. ection <.2. Animais
Animal care and 16 d. Describe anyinterventionsorstepstakeninthe adgt;—triﬁrlegar;fs:trig?nezsr;lily
monitoring exze(;_lr?ental protocolsto reduce pain, suffering assessment, environmental
anddistress. enrichment, transparent boxes
e. Report any expected or unexpected adverse events. (sections “Ethical aspects”, 2.2.
Animals, and 2.2.1. Exclusion

f. Describe the humane endpoints established for the criterion)
study, the signs that were monitored and the
frequency of monitoring. If the study did not have (b) Section “Ethical aspects”
humane endpoints, state this. i i

(c) Section “Ethical aspects”
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Interpretation/ 17 ¢ Interpretthe results, takinginto account the study
objectives and hypotheses, current theory and other

scientific Y > . . .
relevant studies in the literature. (a) Section 4. Discussion

implications
d. Comment on the study limitations including (b) Section 4. Discussion

potential sources of bias, limitations of the animal

model, and imprecision associated with the results.

Generalisability/ 18 Comment on whether, and how, the findings of this

translation study are likely to generalise to other species or
experimental conditions, including any relevance to
human biology (where appropriate).

Section 5. Conclusion

Protocol 19 Provide a statement indicating whether a protocol Protocol approved in 2019

registration (including the research question, key design features, under n. 2019-0404. Described
and analysis plan) was prepared before the study, and if in sections 2.1. Study design
and where this protocol was registered. and “Ethical aspects”

Data access 20 Provide a statement describing if and where study data Section “Data and code
are available. availability”

c. Declare any potential conflicts of interest, including
financial and non-financial. If none exist, this should be
stated.

Declaration of 21
interests (a) Section “Competing
interests™
d. List all funding sources (including grant identifier) and
the role of the funder(s) in the design, analysis and

reporting of the study.

(b) Section “Funding sources”

C Mational Cantre
for the Replacement

[>& Fefnement & Reduction www.ARRIVEquidelines.org

of Animals in Research
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