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RESUMO

FAUSTO, L.S.L. Efeito da administracdo oral do edulcorante a base
de estévia em ratas prenhes e o reflexo do tratamento nos fetos.
Floriandpolis, 2013. Dissertacéo (Mestrado em Nutrigdo) — Programa de
Pds Graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2013.

OBJETIVOS: avaliar o efeito do adocante a base de estévia em ratas
prenhes e o reflexo do tratamento nos fetos.

METODOS: vinte oito ratas Wistar foram distribuidas em 04 grupos:
GC (controle)- dieta padrdo e agua; GS (sacarose)- dieta padrdo e
solucdo de sacarose; GE4 (estévia 4mg/kg/dia)- dieta padrdo e
4mg/kg/dia de adocante; GE8 (estévia 8mg/kg/dia)— dieta padrdo e
8mg/kg/dia de adogante. O tratamento ocorreu do 8° ao 17° dia de
prenhez, por gavagem. Foram avaliados: consumo de racdo, ganho de
peso gestacional, peso de 6rgdos, concentracdes séricas de glicose, perfil
lipidico sérico, nimero de fetos, peso e comprimento dos fetos, medida
do cordao umbilical e presenca de malformagfes maiores externas.
RESULTADOS: o consumo de ragdo foi estatisticamente diferente
entre os grupos. Houve ganho gradual e progressivo do peso corporal
das ratas durante a prenhez em todos os grupos, sendo este ganho mais
evidente no periodo final, porém ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente  significativas. Houve reducdo significativa na
concentracdo plasméatica de HDL-c das ratas tratadas com adocante. O
peso e comprimento dos fetos foram significativamente maiores no
GES8. Apesar de ter havido aumento do nimero de natimortos e de
malformagdes nos grupos tratados, os dados ndo foram
significativamente diferentes dos controles.

CONCLUSAO: o adocante & base de estévia durante a prenhez ndo
mostrou efeitos nocivos para a mae ou para o feto. Contudo, estudos
controlados em humanos sdo necessarios para determinar os efeitos do
adocante em grupo populacionais especificos.

Palavras-chave: Stevia; Edulcorantes; Adocantes Dietéticos.



ABSTRACT

FAUSTO, L.S.L. The evaluation of Stevia administration in rats
treated during pregnancy and its effect in their fetuses.
Floriandpolis, 2013. Dissertation (Maser in Nutrition) — Programa de
Pds Graduacdo em Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2013.

OBJECTIVE: the present study assessed the effect of stevia in
pregnant rats and its consequences on their fetuses.

METHODS: twenty eight Wistar rats were randomly divided into four
groups: a control group (CG)- fed with a commercial chow and water;
sucrose group (SG)- fed with a commercial chow and sucrose; GE4
(stevia 4mg/kg/day)- fed with a commercial chow and 4mg/kg/day
sweetener; GE8 (stevia 8mg/kg/day)— fed with a commercial chow and
8mg/kg/day sweetener. The treatment was from the 8th to 17th days of
pregnancy by gavage. The observed aspects were: feed intake,
gestational weight, organ weight, levels of serum glucose, lipid profile,
number of fetuses, fetal weight and length, the length of the umbilical
cords and the presence of external malformations.

RESULTS: the feed intake was statistically different between groups.
There was a progressive and gradual increase in body weight during the
course of pregnancy in all the groups, which was more evident in the
final period, but with no significant difference among groups. There was
significant reduction in plasma HDL-c of rats treated with sweetener.
The weight and length of fetuses were significantly higher in GES8.
Although the study showed increasing numbers of stillbirths and
malformations in the treated groups, the data were not significantly
different from the Control Group.

CONCLUSION: these results showed no ill effects to the mother or the
fetus. However, controlled studies in humans are needed to determine
the effects of the sweetener group specific population.

Keywords: Stevia; Sweetening Agents; Dietetic Sweeteners.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, os consumidores constituem um puablico mais
consciente e se mostram cada vez mais preocupados com a seguranga
dos alimentos e os seus efeitos em relacdo a salide. De modo geral, a
opinido comum é que o consumo de alimentos disponiveis no mercado
ndo constitui risco para a salde ou oferecem quaisquer efeitos adversos.
Dentre os mais discutidos, os aditivos alimentares sdo o principal alvo
dos debates, com destaque para 0s adocantes. Embora estudos
cientificos indiquem que os adocgantes permitidos para uso em alimentos
sejam seguros, alguns individuos e organizacdes regulamentadoras
continuam céticos quanto aos seus efeitos sobre a saide (MORTESEN,
2006; FITCH e KEIM, 2012).

Os adocgantes séo substitutos naturais ou artificiais do agucar que
conferem sabor doce com menor nimero de calorias por grama. Aqueles
denominados “adogantes dietéticos” sdo produtos destinados a atender
as necessidades de pessoas em condicdes metabdlicas e fisioldgicas
especificas regulamentados pela Portaria n® 29 de 13 de janeiro de 1998
(BRASIL, 1998). Estes substitutos vém sendo cada vez mais
comercializados e consumidos em todo o mundo, especialmente durante
o0s Ultimos 40 anos. Atualmente, os adocantes dietéticos sdo produtos
utilizados também para os consumidores que desejam desfrutar do sabor
doce sem aumentar seu consumo energético, além de serem ferramentas
auxiliares na dietoterapia de algumas doengas cronicas (ZANINI,
ARAUJO e MARTINEZ-MESA, 2011).

Dentre os adocantes dietéticos, o esteviosideo é um glicosideo
diterpénico, principal componente edulcorante encontrado nas folhas de
Stevia rebaudiana Bertoni. A sua propriedade edulcorante ja era
conhecida pelos indios Guaranis, que usavam para adocar chas e bebidas
medicamentosas (GEUNS, 2003). A estévia é um adocante ndo-calérico,
com dogura até 300 vezes maior do que a sacarose e totalmente estavel a
uma ampla faixa de pH e ao calor, 0 que o torna interessante sob o ponto
de vista da indUstria alimenticia (GOTO e CLEMENTE, 1998; LEMUS-
MONDACA et al., 2011).

O interesse cientifico e comercial em plantas medicinais e
aromaticas é crescente e a espécie sul-americana Stevia rebaudiana
Bertoni € uma planta de importancia econémica que vem atraindo
atencdo. Uma das questdes em destaque sobre esta espécie é a liberacdo
de consumo por drgdos governamentais de salde apenas em alguns
paises. No Brasil, sua regulamentacdo ocorreu desde meados de 1987,
como agente flavorizante e edulcorante em vérias classes de alimentos.
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A inocuidade da estévia para ser utilizada como um adocante de
uso geral, como um ingrediente ndo-medicinal em dose de até 4 mg/kg
de peso corporal por dia, é assegurada também pelo Comité Conjunto de
Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacdo das Nagoes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo/Organizacdo Mundial de Salde
(JECFA/FAO/OMS) (EFSA, 2010).

O esteviosideo parece estar ganhando publico como suplemento
dietético, devido as vantagens que apresenta: estabilidade, ndo-calorico,
ndo-cariogénico, reduz a ingestdo de aclcar e pode ser utilizado por
diabéticos, individuos com sobrepeso e obesidade, além dos
fenilcetonuricos (GEUNS, 2003).

No Brasil, ressalta-se a caréncia de estudos que fornecam
estimativas sobre a prevaléncia de utilizacdo de adocantes dietéticos a
base de estévia pela populagdo em geral ou por grupos especificos,
especialmente de mulheres durante a gestacdo e sua relacdo com a
salde. Assim, o objetivo deste trabalno é avaliar o efeito da
administracdo oral de adogante a base de estévia sobre ratas prenhes e o
reflexo do tratamento nos seus fetos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ADOCANTES
2.1.1 Conceitos e classificacbes

A expressdo “produto dietético” foi utilizada oficialmente pela
primeira vez no decreto-lei n® 15.642/46 (BRASIL, 1946), definindo
estes produtos como uma mistura de substancias particularmente ricas
em nutrientes e cujo emprego era aconselhado para completar ou
substituir parcialmente os alimentos comuns em regimes especiais. Em
1965, no decreto-lei n° 55.871 (BRASIL, 1965), o termo “edulcorante”
foi descrito, também, pela primeira vez, como qualquer substancia
organica artificial, ndo-glicidica, capaz de conferir sabor doce aos
alimentos.

No Brasil, até a década de 1980, devido a legislacdo vigente, 0s
produtos dietéticos eram regulamentados como drogas, sendo
consumidos apenas por portadores de diabetes ou outras doencas com
indicacdo de limitacdo na ingestdo de sacarose. A partir de 1988, uma
nova legislacdo regulamentou o uso de aditivos intencionais no mercado
nacional, incluindo os edulcorantes (ZANINI, ARAUJO e MARTINEZ-
MESA, 2011).

A legislacdo passou por continuas atualizagbes e, com isso, 0s
termos foram sendo redefinidos. Assim, desde a publicacdo da Portaria
n° 29 de 13 de janeiro de 1998 (BRASIL, 1998), a expressdo “adogante
dietético” refere-se aos produtos formulados para atender as
necessidades de pessoas sujeitas as dietas com restricdo de sacarose,
frutose e/ou glicose. A terminagdo “edulcorante” também sofreu
alterac@es e, hoje, entende-se por este aditivo alimentar toda substancia
diferente dos acgucares, que confere sabor doce ao alimento (BRASIL,
1997). E, em 2005, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2005) adotou o termo “adocante de mesa” para o
produto formulado para conferir sabor doce aos alimentos e bebidas,
podendo conter mono e/ou dissacarideos como veiculos.

Os veiculos ou agentes de corpo sdo compostos utilizados para
conferir o equilibrio de textura e palatabilidade nas formulacdes. Os
adogantes de mesa podem conter 0s seguintes veiculos em sua
composicdo: &lcool etilico, amidos, &gua, amidos modificados;
dextrinas; dextrose; fruto-oligossacarideos; isomaltooligossacarideos;
frutose e seus xaropes; xarope de glicose; glicerina ou glicerol; isomalte;
lactose; maltitol e seu xarope; maltodextrina; manitol; polidextrose;



16

polietileno glicol; propilenoglicol; sacarose; sorbitol; e outros previstos
em Regulamentos Técnicos especificos. Todos os agentes de corpo séo
considerados seguros para 0 consumo humano, em quantidades
ilimitadas, e ndo existem estudos especificos na gestacdo (BRASIL,
2005; TORLONI et al., 2007).

Quanto a classificacdo, a denominagdo entre ‘“naturais” e
“artificiais” é bem aceita. No Brasil, a RDC n.° 3 de 02/01/2001 sobre
aditivos edulcorantes em alimentos, classificou os edulcorantes quanto a
sua origem: naturais (manitol, sorbitol, glicosideos de esteviol, xilitol,
isomalte, maltitol e lactitol) ou artificiais (aspartame, sacarinas,
ciclamatos, acessulfame de potéassio e sucralose). Contudo, no atual
Regulamento Técnico da ANVISA, RDC n.° 18/2008, que revoga a
RDC n.° 3/2001, esta classificacdo ndo esteve mais presente (BRASIL,
2008).

Porém, ¢ a classificacdo em “nutritivos” e ‘“ndo-nutritivos”
proposta pela American Diabetic Association (ADA) a mais atualizada
na literatura cientifica. Aqueles que transmitem dogura com um valor de
energia de até 4 kcal/g sdo rotulados como adogantes nutritivos ou
caldricos (sacarose, frutose, glicose, xarope de milho, agave, poli6is). Ja
os adocantes ndo-nutritivos, também citados como adocantes de alta
intensidade ou ndo-caldricos, sdo aqueles que conferem dogura com
nenhuma energia ou com valores ndo significativos (acessulfame-k,
aspartame, ciclamato, estévia, neotame, sacarina e sucralose). Sdo estes
produtos os destinados a ajudar no controle de peso, diabetes e outras
doencas cronicas, além de auxiliar na saide bucal e na qualidade da
alimentacdo (ADA, 2004; FITCH e KEIM, 2012).

2.1.2 Consumo de adogantes e de produtos dietéticos

A preferéncia pelo sabor doce é uma caracteristica inata do ser
humano. O sabor amargo era atribuido aos alimentos téxicos. A
humanidade tem adicionado substancias doces para sua alimentagdo
desde os tempos mais remotos. O primeiro adogante utilizado pelo
homem foi 0 mel, desde as culturas antigas da Grécia e da China, sendo
posteriormente substituido por sacarose, 0 aglcar comum, que foi
originalmente obtido da cana de aglcar (WEIHRAUCH e DIEHL,
2004).

O consumo de adogantes e produtos dietéticos cresceu,
especialmente durante os Gltimos 40 anos (TORLONI et al., 2007;
SHANKAR, AHUJA e SRIRAM, 2013) quando o mercado de produtos
dietéticos esteve em franca ascensdo. Dados da Associagdo Brasileira da
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Indistria de Alimentos Dietéticos e para Fins Especiais (ABIAD)
informam que em 13 anos o mercado brasileiro cresceu 1.875% (mais de
144% ao ano), saltando de US$160 milhdes em 1991, para US$3 bilhdes
movimentados em 2003, o0 que caracteriza um crescimento espetacular
desse mercado no curto espaco de tempo (IDEC, 2006).

No Brasil, as vendas de adocantes nao caléricos foram estimadas
em R$1,5 bilhdo em 2002, ao nivel de consumidor final, dos quais
menos de 1% desse valor representa a participacdo dos derivados de
estévia, ficando as maiores cifras para a participagdo da mistura de
ciclamato e sacarina e do aspartame, nesta ordem. E valido ressaltar que
na década anterior as vendas globais de adocantes foram estimadas em
apenas R$70 milhdes, evidenciando um crescimento significativo neste
mercado (LIMA FILHO, VALOIS e LUCAS, 2004). Entre 2008 e 2012
houve um aumento global de 400% na venda de novos produtos a base
de estévia, com uma elevagdo de 158% apenas entre 2011 e 2012,
segundo uma empresa de consultoria internacional do setor de alimentos
(HEYDEN, 2013).

O consumo de alimentos contendo adogantes n&o-nutritivos
aumentou entre as pessoas de todas as idades. Nove em cada 10
consumidores nos Estados Unidos compram ou usam produtos reduzido
teor caldrico, incluindo alimentos e bebidas sem acucar e de baixo teor
de gordura. Na Europa, o uso de adocantes dietéticos também ¢
crescente, devido ao interesse em salde e envelhecimento pela
populacdo. Esta tendéncia é altamente prevalente entre as criancas,
especialmente quando se trata de consumo de bebidas contendo
adocantes ndo-nutritivos (aumentou de 6,1% para 12,5% entre as
criancas e de 18,7% para 24,1% entre os adultos) (ADA, 2004;
SHANKAR, AHUJA e SRIRAM, 2013).

Os adocantes dietéticos apresentam-se como uma ferramenta
auxiliar na dietoterapia de algumas morbidades. Atualmente, estes
produtos sdo também uma opcdo de escolha para os consumidores
saudaveis que desejam apenas desfrutar do sabor doce sem aumentar seu
consumo energético, conciliando dietas restritivas e a palatabilidade.
Neste publico, o uso de adogantes e produtos dietéticos tem se revelado
mais prevalente entre as mulheres, quando comparado aos homens. Essa
pratica feminina pode estar relacionada a um forte estimulo ao
desenvolvimento e & manutengdo de estilos de vida saudaveis, em que o
controle de peso estd inserido, somado ao fato de que as mulheres
sentem-se cada vez mais pressionadas a atingir um padrdo estético
socialmente imposto (TORLONI et al., 2007; BELZER et al., 2010).



18

No Brasil, de acordo com a legislagdo vigente (BRASIL, 2008)
sao autorizados o uso de sorbitol, manitol, isomaltitol, maltitol, sacarina,
ciclamato, aspartame, glicosideos de esteviol (estévia), acessulfame de
potéssio, sucralose, neotame, taumatina, lactitol, xilitol e eritritol como
aditivos edulcorantes em alimentos, considerando seus limites maximos
que ndo devem ultrapassar os valores da Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA).

A IDA é uma recomendacdo de consumo méaximo individual
(mg/kg peso corporal/dia) e normalmente estd bem acima do consumo
habitual da maioria das pessoas. Contudo, € importante ressaltar que
alguns consumidores de adocantes referem sua utilizagdo na forma de
“esguicho”, em vez de contar o numero de gotas, tornando-se inviavel
guantificar a ingestdo total. Além disso, o0 uso de edulcorantes como
aditivo alimentar pela industria em uma variedade de alimentos e
bebidas aumentou ao longo das ultimas décadas (CASTRO e FRANCO,
2002; ANTON et al., 2010).

Somada a essa crescente demanda, é importante lembrar que os
aditivos sdo elementos utilizados também como excipientes na
preparacdo de medicamentos pela indistria farmacéutica. Essas
substancias sdo classificadas quanto a finalidade a que se destinam
como  conservantes  (preservativos),  corantes,  aromatizantes
(flavorizantes), adocantes (edulcorantes), espessantes, emulsificantes,
estabilizantes e antioxidantes, e sdo amplamente utilizadas em
medicacbes pediatricas ou para uso geral, principalmente em
medicamentos liquidos e mastigadveis que costumam ter sabor
desagradavel. Os edulcorantes mais usados pela indUstria farmacéutica
s80 a sacarose (agucar), substitutos artificiais (sacarina sodica, ciclamato
de sodio e aspartame) e o sorbitol (BALBANI, STELZER e
MONTOVANI, 2006; STEFANI et al., 2009).

Dentre as opcdes disponiveis no mercado, sabe-se que o
aspartame ¢ um dos edulcorantes mais utilizados no mundo, desde sua
liberacdo para o0 uso, em 1981, até os dias atuais. Outros edulcorantes
bastante difundidos sdo o ciclamato e a sacarina, que a partir da sua
mistura houve um aumento consideravel do consumo desde a década de
60. Contudo, atualmente, em um mundo onde os consumidores estdo
buscando as opc¢des de melhor sabor, produtos naturais e saudaveis, os
adogantes a base de estévia sdo geralmente a escolha de preferéncia.
Com isso, observa-se 0 crescente aumento do uso de estévia como
adocante natural, satisfazendo as exigéncias dos consumidores e aos
requerimentos dos fabricantes de alimentos e de bebidas (ARRUDA,



19

MARTINS e AZOUBEL, 2003; SOFFRITTI, 2007; ALLEVA et al.,
2011).

2.1.3 O uso de adocantes em relacao a salde

A necessidade de redugdo do consumo de agUcares simples tem
chamado atencdo dos profissionais de salde e da populagdo, devido a
crescente incidéncia de doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT)
(BRASIL, 2011). O Brasil, ao seguir a tendéncia mundial, tem passado
por processos de transicdo demografica, epidemioldgica e nutricional
nas Ultimas quatro décadas. Essas mudancgas produziram e ainda
produzem importantes mudangas no perfil das doencas ocorrentes na
populacdo (MALTA et al., 2006). O intenso debate tem refletido nas
regulamentagdes aprovadas pelos 0Orgdos governamentais e,
consequentemente, no comportamento dos consumidores sobre o teor de
acucar de diferentes produtos alimenticios. Como resultado, a utilizacdo
de edulcorantes em alimentos vem aumentando consideravelmente
(NOWICKA e BRYNGELSSON, 2006; CHATSUDTHIPONG e
MUANPRASAT, 2009).

Porém, substituir a sacarose (agticar comum) pelos edulcorantes
dietéticos pode ser contraproducente, pois ao restringir o consumo de
calorias sem orientagdo profissional, tende-se a compensar a falta de
energia com alimentos ricos em carboidratos e lipideos. Além disso,
alguns produtos dietéticos trazem teores de gordura mais altos que os
dos convencionais, e aos adogantes tém sido adicionado teores
consideraveis de sédio para realcar o sabor doce e disfarcar o residuo
amargo do produto (CHRISTANTE, 2009).

Ao longo dos anos, os efeitos do uso de adogante sobre a salde
tém sido uma preocupacao constante entre os profissionais de salde e do
préprio consumidor por varias razdes. A preocupa¢do com a ingestdo de
adogantes passou de diabetes na década de 1960, para questBes de
hiperatividade e comportamento em criancas na década de 1990, até a
etiologia da obesidade nos anos 2000 (ADA, 2004, 2009; FITCH e
KEIM, 2012).

Na infancia, de acordo com a American Diabetic Association, em
seu posicionamento quanto ao uso de adocantes em relacdo a saude, o
consumo de adocgantes é seguro, mesmo considerando a ampla gama de
produtos disponiveis no mercado e 0 emprego de misturas de
edulcorantes em alimentos e bebidas industrializados (importante fonte
de adocantes na dieta) (ADA, 2004; FITCH e KEIM, 2012). Os
adogantes ndo-nutritivos exercem também o papel auxiliar na salde
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bucal, uma vez que estas substancias ndo sdo substratos para as bactérias
promotoras de céries (FITCH e KEIM, 2012).

Os adocantes exercem papel auxiliar na dieta, como melhoria da
qualidade alimentar, considerando que varios estudos tém associado o
elevado consumo de aglcares com a baixa ingestdo de micronutrientes
(KREBS-SMITH, 2001; ROSADO e MONTEIRO, 2001; BHARGAVA
e AMIALCHUK, 2006; FITCH e KEIM, 2012; ARAUJO et al., 2013;
VEIGA et al., 2013). A incorporagdo de adocantes tende a diminuir a
densidade energética dos alimentos, possibilitando ao consumidor a
escolha de alimentos mais vantajosos nutricionalmente. Nesse contexto,
os adogantes contribuiriam ainda, no controle do consumo de energia,
sendo apropriado para terapia da diabetes e para a promogéo de perda de
peso em individuos com sobrepeso e obesidade, além de facilitar a
manutencdo da reducdo no peso corporal em longo prazo (ADA, 2004;
FITCH e KEIM, 2012).

O diabetes mellitus (DM) destaca-se entre as DCNT e apresenta
impacto consideravel como problema de salde publica pela morbidade,
mortalidade e custos no seu tratamento. Diabetes mellitus pode ser
definida como grupo heterogéneo de distlrbios metabolicos que
apresenta em comum a hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na
acdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambos (OLIVEIRA e
FRANCO, 2010; BRASIL, 2011).

Pacientes com diabetes possuem restricdes para o consumo de
carboidratos e fazem uso de adocgantes e produtos dietéticos para
conferir dogura aos alimentos com pouca ou nenhuma caloria. Apesar
destes produtos ndo serem necessarios para o controle metabolico do
DM, eles tém um papel significativo no convivio social e no aspecto
psicoldgico destes pacientes e proporcionam a palatabilidade e o prazer
do sabor doce. Outra alternativa amplamente utilizada, por vezes sem
conhecimento do profissional, € o tratamento com ervas medicinais
(CASTRO e FRANCO, 2002; NEGRI, 2005; ZANINI, ARAUJO e
MARTINEZ-MESA, 2011).

Deve-se destacar a condicdo de Diabetes Mellitus Gestacional
(DMG), definido pela diminuicéo da toleréncia aos carboidratos, que se
inicia ou é reconhecida pela primeira vez na gesta¢do, podendo ou néo
persistir ap6s o parto. Neste caso, é consensual na literatura a
importancia do cuidado nutricional para o adequado controle glicémico
em gestantes com o objetivo de apoiar a salde materno-fetal, sendo
recomendado o0 wuso moderado de edulcorantes Geralmente
Recomendados como Seguros (GRAS) (PADILHA, 2010; FITCH e
KEIM, 2012).
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Para diminuir as complicagdes desta condicdo clinica na
gestacdo, ¢ de fundamental importdncia que se ofereca orientacdo
nutricional para uma adequada nutrigdo materno-fetal, ganho de peso
recomendado e controle metabdlico, além de insulino-terapia, pratica de
atividade fisica, assisténcia pré-natal e avaliacdo do bem estar fetal
(PADILHA, 2010).

E, ainda, especialmente nas Ultimas décadas, motivadas pelo
anseio de atingir os padrdes estéticos preconizados pela cultura vigente,
muitas mulheres submetem-se a sucessivas dietas restritivas, por longos
periodos de suas vidas, com uso de adocgantes dietéticos ou de produtos
industrializados diet/ light, independentemente de haver recomendacgédo
profissional ou ndo. E ao engravidar, ¢ comum a mulher que usa
adocante, mesmo sem diagndstico de DMG, questionar se 0 uso €
seguro durante os periodos de gestacdo e de lactagdo. Vale salientar que
a gestacdo é um periodo de desejos alimentares, na sua maioria pelo
sabor doce (TORLONI et al., 2007; BELZER et al., 2010; ZANINI,
ARAUJO e MARTINEZ-MESA, 2011).

No entanto, regularmente o potencial carcinogénico sobre os
edulcorantes é questionado, principalmente em relagcdo ao aspartame,
ciclamato de sddio e sacarina sodica. Weihrauch e Diehl (2004) em uma
revisao da literatura sobre aspartame, ciclamato de sédio e sacarina
sodica, concluiram que o possivel risco de adogantes artificiais para
induzir cancer em humanos parece ser insignificante. Kamenickova et
al. (2013) também consideraram os adogantes seguros em um estudo in
vitro com hepatécitos humanos e células cancerosas humanas, pois ndo
observaram efeitos negativos do aspartame, acessulfame, ciclamato e
sacarina sobre receptores que desempenham papel importante no
desenvolvimento do cAncer em humanos.

No Posicionamento da Academia de Nutricdo e Dietética sobre o
uso de adogantes nutritivos e ndo-nutritivos, Fitch e Keim (2012)
reportam a notificacdo do Instituto Nacional do Céncer dos Estados
Unidos, na qual se afirma que ndo ha nenhuma evidéncia clara de que os
adocantes nado-nutritivos disponiveis comercialmente nos Estados
Unidos (acessulfame-k, aspartame, estévia, neotame, sacarina e
sucralose), estdo associados com o risco de cancer em seres humanos.



22

2.2 ESTEVIA
2.2.1 Historico

Stevia rebaudiana Bertoni, originalmente conhecida como Ka'a
He'é (significa erva doce em tupi-guarani), € um género botanico
pertencente a familia Asteraceae (Compositae). A planta é um arbusto
semi-perene nativa da regido centro-oeste da América do Sul (Paraguai e
Brasil). A sua propriedade edulcorante ja era conhecida pelos indios
Guaranis nativos do nordeste do Paraguai, que a utilizavam para adogar
chas e bebidas medicamentosas (BRANDLE, STARRATT e GIJZEN,
1998; GEUNS, 2003).

Apesar de conhecida pelos indios e documentada pelos
pesquisadores espanhdis, somente em 1899 foi descrita pela primeira
vez na literatura cientifica pelo naturalista suico Moisés Santiago
Bertoni (diretor da Faculdade de Agricultura de Assun¢do, Paraguai)
classificando-a  botanicamente como  Eupatorium  rebaudiana.
Posteriormente, verificou-se que a planta pertencia ao género Stevia, €
ndo Eupatorium. Em 1905, Bertoni a redefiniu como Stevia rebaudiana,
membro da familia Compositae, como esta é conhecida atualmente.
Mais tarde a Sociedade Botanica do Paraguai denominou-a de S.
rebaudiana Bertoni. O nome "rebaudiana” ¢ dado em homenagem ao
quimico paraguaio Dr. Ovidio Rebaudi, que foi o primeiro a extrair uma
substancia doce das folhas da estévia (LIMA FILHO, VALOIS e
LUCAS, 2004; PACKER, 2006).

A primeira descricdo da estévia no Brasil foi feita em 1926 e, em
1943, o assunto da planta edulcorante voltou a tona por meio de
publicaces cientificas. Na década de 70, o interesse comercial ressurgiu
por intermédio dos japoneses, quando intensificaram, paulatinamente, os
estudos relativos a planta. Desde entdo, a planta ganhou importancia do
ponto de vista social, econdmico, ambiental e politico, principalmente
pela producdo de dois edulcorantes, o esteviosideo e o rebaudiosideo
(Figura 01) (LIMA FILHO, VALOIS e LUCAS, 2004).

2.2.2 Estrutura quimica e poder edulcorante

O principio doce foi isolado pela primeira vez em 1909 e,
somente em 1931, o extrato foi purificado para produzir esteviosideo.
Em 1952, sua estrutura quimica foi estabelecida como um glicosideo
diterpénico, composto por trés moléculas de glicose ligada a uma
aglicona, a molécula esteviol (Figura 1) (LEMUS-MONDACA et al.,
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2012). Durante a década de 70, outros compostos foram isolados, com
poder adogante muito superior a sacarose, presentes principalmente nas
folhas. O teor de cada um varia entre 04 e 20% do peso seco das folhas,
dependendo das condicGes de cultivo e crescimento. O esteviosideo é o
principal componente edulcorante (250 a 300 vezes superior a sacarose).
Outros glicosideos diterpénicos isolados das folhas de estévia, com o
respectivo poder adocante relativo a sacarose, sdo: esteviolbiosideo
(100-125), rebaudiosideo-A (350-450), rebaudiosideo-B (300-350),
rebaudiosideo-C (dulcosideo B) (50-120), rebaudiosideo-D (200-300),
rebaudiosideo-E (250-300), dulcosideo-A (50-120) (GEUNS, 2002).

Figura 1 — Estrutura do esteviol e seus derivados

Cli; COO-RI

Esteviol Esteviosideo Rebaudiosideo-A
Compostos R1 R2
Esteviol H H

Esteviolbiosideo H B-Glc-p-Glc (2=>1)

Esteviosideo B-Glc B-Glc-p-Glc (2>1)

Rebaudiosideo-A B-Glc B-Glc-p-Glc (2>1)
|

B-Glc (3=>1)

Rebaudiosideo-B H B-Glc-p-Glc (2>1)
|

B-Glc (3=>1)

Rebaudiosideo-C B-Glc B-Glc-a-Rha (2>1)
(dulcosideo B) |

B-Glc (3=21)

Rebaudiosideo-D B-Glc-p-Glc (2->1)  B-Glc-p-Glc (2>1)
|

B-Glc (3=21)

Rebaudiosideo-E B-Glc-p-Glc (2->1)  B-Glc-p-Glc (2>1)

Rebaudiosideo-F B-Glc B-Glc-p-Xyl (2->1)
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|
B-Glc (3=>1)
Dulcosideo-A B-Glc B-Glc-a-Rha (2>1)

FONTE: GEUNS, 2003

A droga vegetal é constituida pelas folhas secas contendo, no
minimo, 12% de carboidratos totais e 4% de esteviosideo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O esteviosideo possui a maior
concentracdo — 5 a 15% de a matéria seca foliar, enquanto o
rebaudiosideo apresenta-se em menor concentracdo nas folhas, de 3 a
6%, porém com um poder adogante superior (1,2 a 1,5 vezes maiores).
Existe, na verdade, uma correlacdo negativa entre o teor de esteviosideo
e rebaudiosideo (LIMA FILHO, VALOIS e LUCAS, 2004). Outros
compostos presentes, mas em concentragdo muito menor sao:
dulcosideo-A (+0,5%), esteviolbiosideo (tracos), rebaudiosideo-A (+
3%), B (tragos), C (+ 1,5%), D e E (vestigios) (GEUNS, 2002; LEMUS-
MONDACA, 2012). As folhas de S. rebaudiana contém ainda
flavonoides, vitamina C e A, proteina, fibras, fésforo, zinco, célcio,
potassio, sédio e magnésio (GEUNS, 2003; PACKER, 2006).

2.2.3 Emprego da estévia em produtos industrializados

Devido ao conjunto de suas caracteristicas — dogura, propriedades
terapéuticas de suas folhas, alegacdo do natural, relacdo custo-beneficio
positiva — a S. rebaudiana Bertoni tem atraido interesses econdmicos e
cientificos. O Japdo, em 1970, foi o primeiro pais da Asia que
regulamentou 0 uso de esteviosideo como agente edulcorante em
alimentos, bebidas e na indUstria farmacéutica. Desde entdo, o cultivo
desta planta se expandiu para varios outros paises da Asia, incluindo
China, Malésia, Singapura, Coreia do Sul, Taiwan e Tailandia. Na
América é cultivada principalmente no Paraguai e no Brasil, mas
também é cultivada na Argentina e no Uruguai. No Brasil, existem
informacBes sobre a ocorréncia de 14 espécies (PACKER, 2006;
CHATSUDTHIPONG e MUANPRASAT, 2009). Os glicosideos de
esteviol sdo utilizados como edulcorantes para uma variedade de
alimentos, tais como doces, tortas, pudins, iogurte, xaropes, balas, goma
de mascar, leite em p6 e condensado, vegetais em conserva, molhos de
soja, cereais, algumas bebidas, o proprio adogante dietético, além do seu
emprego em pastas de dente e outros produtos farmacéuticos, sem
causar efeitos colaterais ao ser humano. E importante destacar que, no
nivel atual de tecnologia, os produtos a base de estévia j4 sdo
competitivos em termos de custos e precos de venda com os adogantes
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quimicos artificiais (LIMA FILHO, VALOIS e LUCAS, 2004;
CHATSUDTHIPONG e MUANPRASAT, 2009; GSI, 2011).

Globalmente, o interesse comercial em adocgantes de glicosideo
de esteviol tem crescido continuamente nos Ultimos oito anos e cada vez
mais alimentos e bebidas adogados com estévia estdo sendo langados no
mercado. Desde 2008, com as aprovages continuas pelos 6rgdos
regulamentadores em todo 0 mundo, o aumento do nimero de produtos
langados com estévia apresentou crescimento expressivo (Figura 2). No
primeiro semestre de 2011 houve um aumento de 15% em novos
alimentos e bebidas lancados mundialmente, em comparacdo com o
mesmo periodo de 2010, sendo que quase 80% destes produtos foram
langados nos Estados Unidos, Japdo, Franca, Brasil e Chile (Figura 3)
(GSI, 2011, 2012).

Figura 2 — Quantidade de produtos alimenticios com estévia lancados
por ano em todo mundo no periodo de 2003 a 2011
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FONTE: Global Stevia Institute, 2012
NOTA: SKU é um numero ou cadeia de caracteres alfabéticos e
numéricos que identificam um produto. E uma unidade universal que
representa nimeros de pecas ou nimeros de produtos.
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Figura 3 — Alimentos e bebidas com estévia lancados em diferentes
paises no ano de 2011

m Estados Unidos
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H Chile
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FONTE: Global Stevia Institute, 2012

E fato que a colocagio da estévia no mercado cresceu
acentuadamente nos ultimos anos. Pode-se, portanto, relacionar esta
evolucdo com o avanco na literatura sobre o tema. Em um levantamento
de dados na literatura, nas bases de dados Bireme, PubMed, Scielo.org e
Portal Periddicos Capes, utilizando como descritor o termo “stevia”,
observa-se também uma curva ascendente na publicacdo cientificas
sobre o tema, especialmente na Ultima década (Figura 4).

Figura 4 — Publicacdes cientificas sobre estévia nos Gltimos anos
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FONTE: Bases de dados Bireme, PubMed, Scielo.org e Portal
Periddicos Capes.
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2.2.4 Legislacéo

O uso de adogantes é avaliado por 6rgdos governamentais em
todo 0 mundo, incluindo a Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos e os comités de especialistas cientificos, tais como o
Scientific Committee on Food (SCF), European Food Safety Authority
(EFSA) da Comissdo Europeia e o Joint Expert Committee on Food
Additives administrado conjuntamente pela Organizacdo das NacOes
Unidas para a Agricultura e Alimentacéo e pela Organiza¢do Mundial da
Saude (JECFA/FAO/WHO).

No Brasil, a regulamentacdo do uso de edulcorantes é de
responsabilidade do Ministério da Salde, por meio da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, considerando as referéncias internacionais do
Codex Alimentarius, do Joint Expert Committee on Food Additives
(JECFA/FAO/WHO) e da FDA, nos Estados Unidos.

Atualmente, a estévia & aprovada como um adocante para
alimentos e bebidas em mais de 100 paises pelos seus respectivos 6rgaos
governamentais, incluindo Coreia do Sul, Japdo, Argentina, Paraguai,
Brasil, China, Russia, Indonésia, México, Senegal, Tailandia e Israel
(EFSA, 2010; FDA, 2012; GSI, 2012).

Nos Estados Unidos, alguns edulcorantes séo denominados como
Geralmente Reconhecidos como Seguros, ou seja, tem consenso
cientifico sobre sua seguranca baseada em uma histéria de uso ou sobre
informacdes cientificas bem documentadas. Em 2008, a FDA permitiu o
status de GRAS para o rebaudiosideo A e esteviosideo purificados
(pureza entre 95% e 98%), podendo ser legalmente comercializados e
adicionados aos produtos alimentares vendidos nos Estados Unidos.
Estes glicosideos purificados ndo devem ser confundidos com o extrato
puro das folhas de estévia, que sdo vendidas apenas como suplementos
alimentares, por conter uma série de outros componentes ativos (EFSA,
2010; FDA, 2012; FITCH e KEIM, 2012).

No Brasil, a regulamentacdo ocorreu no fim da década de 80,
como agente flavorizante e edulcorante em vérias classes de alimentos
(BRASIL, 1988). Em 2008, o JECFA/FAO/WHO afirmaram que 0 uso
dos glicosideos de esteviol puros (> 95%) € seguro para consumo
humano como um ingrediente ndo-medicinal, ndo sendo cancerigenos,
genotdxicos ou associados com qualquer toxicidade reprodutiva ou de
desenvolvimento, em dose de até 4mg/kg de peso corporal por dia
(EFSA, 2010).

No mesmo ano, em 2008, a ANVISA considerando que é
necessario revisar a legislagdo que autoriza o uso de aditivos
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edulcorantes em alimentos e, de acordo com as normas internacionais,
atualizou o Regulamento Técnico que autoriza o uso de aditivos
edulcorantes em alimentos, com seus respectivos limites maximos,
mantendo a regulamentacdo dos glicosideos de esteviol (BRASIL,
2008). E importante destacar que a ANVISA corrobora com a IDA
estabelecida de 4mg/kg/dia.

Em 2010, a EFSA publicou um parecer cientifico favoravel com
relacio a seguranca dos glicosideos de esteviol como aditivos
alimentares e concordando com a IDA de 4mg/kg/dia. A avaliacdo foi
enviada a Comissdo Europeia que ird considerar se deve ou ndo
autorizar as substancias para 0 uso proposto na Unido Europeia (EFSA,
2010; EFSA, 2011). Essa aprovagdo é resultado de uma atualizagdo
regulatéria que decorre desde 1985 quando o SCF avaliou o
esteviosideo como um potencial edulcorante, porém, ainda considerava
a insuficiéncia de dados na literatura apropriados para avaliar
adequadamente a seguranca do esteviosideo, concluindo o seu uso como
toxicologicamente ndo-aceitavel.

Mais recentemente, em 2012, a Organizacdo de Saude do Canada
acrescentou a estévia (glicosideo de esteviol) a lista de aditivos
alimentares aprovados para uso em alimentos e bebidas. Também em
2012, a estévia foi aprovada como um adocante na Africa do Sul (GSI,
2012).

2.2.5 Seguranga

A preocupacao com os efeitos teratogénicos e sobre a fertilidade
promovidos pelo esteviosideo foi levantada depois que Mazzei-Planas e
Kuc (1968) publicaram que houve reducéo de até 79% da fertilidade de
ratas adultas como efeito do consumo de uma decoccdo de estévia.
Posteriormente, dois estudos realizados com ratos machos trouxeram
dados consistentes com a possibilidade de que o extrato de estévia pode
diminuir a fertilidade em ratos machos. A administracdo de um extrato
aquoso de S. rebaudiana refletiu na reducdo do peso final dos testiculos
(MELIS, 1999), da cauda epididiméaria (MELIS, 1999) e da vesicula
seminal (OLIVEIRA-FILHO et al., 1989; MELIS, 1999).

A administracdo oral crbnica a ratos de um extrato aquoso de
folhas secas de estévia a ratos causou hipotensdo induzida, diurese e
natriurese com taxa de filtragdo glomerular constante (MELIS, 1994).

Estudos posteriores sobre avaliacbes toxicolégicas dos
esteviosideo sugerem que € um composto relativamente seguro, além de
oferecer alguns beneficios terapéuticos: anti-hiperglicémica, anti-
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hipertensiva, anti-inflamatdria, anti-tumoral, anti-diarreico, diurético e
imunomodulador (GEUNS, 2002, 2003; JEPPENSEN et al., 2002).

Sobre a tolerabilidade do esteviosideo em pacientes
hiperlipidémicos, ndo foram reveladas quaisquer alteracdes clinicamente
relevantes nos parametros investigados (IMC, glicose, colesterol,
triglicerideos e enzimas ALT, AST e GGT), bem como efeitos adversos
severos, concluindo que o esteviosideo € seguro, embora ndo apresente
efeito hipolipemiante (SILVA et al., 2006).

Em contrapartida, em um ensaio bioldgico com ratos Wistar
tratados com solucdo de esteviosideo (4mg/mL), Nunes et al. (2007)
encontraram ocorréncia de lesdes nas células do sangue periférico,
figado, cérebro e baco, em niveis diferentes, sendo o maior efeito no
figado.

Em uma revisdo de literatura com o objetivo de oferecer uma
perspectiva sobre o possivel risco genético associado com o consumo de
glicosideos de esteviol e de esteviosideo, Brusick (2008) concluiu que
essas substdncias ndo representam risco de dano genético apdés o
consumo humano. Com base nos estudos analisados, nenhum dos
compostos demonstrou reagdo direta com o DNA, evidenciando um
baixo potencial mutagénico, geralmente limitado a ensaios in vitro.
Nesta revisdo, o0 ensaio realizado por Nunes et al. (2007) é questionado
guanto a metodologia e, consequentemente, a validade dos resultados
encontrados.

Carakostas et al. (2008) analisaram somente estudos conduzidos
sob diretrizes de boas praticas e que foram submetidos a revisdes por
pares antes de serem aceitos para publicacdo, sobre o processo de
avaliacdo da seguranca do rebaudiosideo-A para uso em alimentos e
bebidas. Nesta revisdo, os autores concluiram que os estudos sobre a
toxicidade geral e reprodutiva de rebaudiosideo-A corroboram com
estudos realizados com glicosideos de esteviol purificado, demonstrando
seguranca em altos niveis de consumo. Os autores ainda descrevem os
resultados encontrados na literatura quanto a reproducdo e fertilidade.
No entanto, contestam alguns estudos (MAZZEI-PLANAS e KUC,
1968; OLIVEIRA-FILHO et al., 1989; MELIS, 1999) em relacdo aos
efeitos da estévia sobre a fertilidade de fémeas e machos, questionando a
natureza pura do material de teste administrado e as limitagbes nos
delineamentos experimentais.

Curry, Roberts e Brown (2008) administraram rebaudiosideo-A
em diferentes concentracdes através da dieta para duas geracoes de ratos
machos e fémeas. Em seus resultados ndo observaram associagdo a
quaisquer sinais de toxicidade clinica ou efeitos adversos relacionados
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aos parametros de desempenho reprodutivo, incluindo o desempenho do
acasalamento, a fertilidade, o tempo de gestacdo e ciclos estrais, além de
motilidade, concentracdo ou morfologia dos espermatozoides.

Gil et al. (2008) também concluiram que 0 consumo de extratos
de diferentes concentrac@es de S. rebaudiana ndo afeta a fertilidade em
ratos, porém esta associado a uma acentuada diminuicdo do peso dos
testiculos, além do aumento das concentragbes de testosterona e
estrogeno.

Com o objetivo de avaliar agora a excrecdo renal do esteviol,
Melis, Rocha e Augusto (2009) avaliaram o efeito da administracdo
intravenosa desta aglicona e observaram a secrecdo de esteviol pelo
epitélio tubular renal, causando diurese, natriurese, caliurese e uma
reducdo na reabsorcédo tubular renal de excrecédo de glicose.

Chatsudthipong e Muanprasat (2009) chamaram aten¢do para
areas onde lacunas importantes no conhecimento permanecem,
impedindo a regulamentacdo da estévia por comités cientificos
importantes. Os autores destacaram: a necessidade de realizagdo de mais
estudos em humanos e com metodologias bem documentadas, como um
pré-requisito fundamental; a padronizacdo dos substratos utilizados em
diferentes estudos permitindo conclusdes univocas sobre os efeitos
observados; além de abordagens sobre o metabolismo do esteviol e seus
derivados.

Awney, Massoud e EI-Maghrabi (2010) em um estudo
exploratdério experimental investigaram os efeitos de trés doses de
esteviosideo (alta, baixa e baixa com inulina) em ratos e ndo observaram
efeitos toxicos sobre peso corporal, pardmetros hematoldgicos e
bioguimicos ou sobre a atividade das enzimas investigadas. Park e Cha
(2010) obtiveram resultados anti-obesogénicos com a suplementagdo de
extrato de estévia em ratos com obesidade induzida por dieta com alto
teor de gordura.

Lemus-Mondaca et al. (2012) reuniram uma selecdo de dados
basicos essenciais provenientes de diversas pesquisas cientificas sobre a
estévia, enfatizando o potencial desta como um adocante de alta
intensidade juntamente com as suas propriedades funcionais e
beneficios terapéuticos. Os autores destacaram a S. rebaudiana como
uma boa fonte de carboidratos, proteinas, fibra bruta e minerais, sendo
atil na dietoterapia daqueles que precisam restringir a ingestdo de
carboidratos na dieta. Além disso, reforcaram a sua inocuidade,
mostrando-se ndo-mutagénica, nado-teratogénica e nao-cancerigena.

Recentemente, Shivanna et al. (2013) publicaram resultados
positivos sobre as propriedades antioxidantes de folhas de estévia
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estudadas in vivo em relacdo as complicacdes diabéticas em ratos. Os
resultados sugerem que os polifendis presentes nas folhas de estévia sdo
0s principais responsaveis pelos maltiplos beneficios observados:
reducdo da glicose no sangue, incremento do nivel de insulina; melhora
a sua capacidade antioxidante através de enzimas antioxidantes; melhora
a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina; redugdo dos danos no
figado e nos rins induzidos pela estreptozotocina.

Observa-se que a literatura tém se ampliado sobre os efeitos de
compostos da estévia. Deve-se, portanto, explorar as controvérsias
guanto aos aspectos de inocuidade e considerar as lacunas ainda
existentes.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do edulcorante & base de estévia em ratas tratadas
durante a prenhez e o reflexo do tratamento em seus fetos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nas matrizes:

- Quantificar o consumo de racdo e 0 ganho de peso gestacional.

- Avaliar o peso dos 6rgaos: figado, rim e placentas.

- Determinar as concentracfes séricas de glicose.

- Avaliar o perfil lipidico sérico (triglicerideos, colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-c e VLDL-colesterol).

- Avaliar o nimero de fetos por ninhada.

- Calcular a taxa de viabilidade ao nascimento.

Nos fetos:

- Avaliar o peso dos fetos.

- Avaliar o comprimento cranio-caudal.

- Avaliar a medida do corddo umbilical.

- Verificar a presenca de malformagfes maiores externas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo experimental desenvolvido no Laboratério de Nutricio
Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina por meio de
ensaio biolégico com aproximadamente 40 dias de duracdo (adaptacéo,
acasalamento e tempo de gestacdo) (Figura 5).

Figura 5 — Protocolo experimental do ensaio biol6gico realizado no
periodo de maio-jul/2012.
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4.2 ASPECTOS ETICOS

Apos aprovagdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo
PP00777), foi iniciado o ensaio biolégico com animais mantidos de
acordo com o0s Principios Eticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

4.3 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 32 fémeas e 08 machos da espécie Rattus
norvegicus albinus Wistar procedentes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Foram estudadas ratas fémeas,
primiparas, com peso médio de 203,6 g (x12,9) e idade média de 60
dias. Os machos foram utilizados apenas para o acasalamento.

As ratas foram distribuidas aleatoriamente em 04 grupos de 08
animais cada:

GC (controle - agua): dieta padréo e administragdo de gua

GS (sacarose): dieta padrdo e administracéo de sacarose diluida em agua
GE4 (estévia - 4mg/kg/dia): dieta padrdo e administracdo de doses de
4mg/kg/dia de adocante
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GEB8 (estévia - 8mg/kg/dia): dieta padrdo e administracdo de doses de
8mg/kg/dia de adocante

Os animais foram alocados em caixas de polipropileno de
dimensdes adequadas (41x34x16cm), com maravalha, em ambiente
climatizado (22°C = 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,
controlado por timer. Os animais receberam &gua e dieta padrdo ad
libitum durante todo o periodo de experimento.

4.4 ACASALAMENTO

As ratas foram distribuidas de acordo com a data de nascimento
em caixas de polipropileno para o acasalamento com os machos na
propor¢do de 01 macho para 04 fémeas, contabilizando os 08 ratos
machos. A confirmagao da prenhez foi feita por esfregacos vaginais com
solucdo fisioldgica a 0,9% para verificar a presenca de espermatozoides.
Os lavados vaginais foram analisados com o auxilio de um microscopio
de luz e a observagdo da presencga de espermatozoides no esfregago foi
usada como indicador do primeiro dia de prenhez. Confirmada a
prenhez, as ratas foram separadas dos machos e distribuidas
aleatoriamente entre os grupos, ficando duas fémeas por caixa. Apés o
acasalamento, os machos foram isolados até o final do experimento.

45 DIETA E GAVAGEM

A dieta padrdo comercial para ratos administrada foi da marca
Nuvilab® CR1 Nuvital Nutrientes S/A, Brazil. A sacarose utilizada foi
acucar cristal comum, adquirido comercialmente. O adogante a base de
estévia (Stevita®) foi adquirido em supermercado na cidade de
Florianépolis-SC. Os critérios de selecdo do adogante foram a
composicdo (estévia como Unico edulcorante), forma de apresentacdo
(liquido) e a disponibilidade do produto no mercado local.

O adocante foi administrado por gavagem do 8° ao 17° dia de
prenhez — periodo comum de tratamento para avaliar a toxicidade de
uma substancia durante a gestagao da rata (ERB, 2005):

GC: 4gua pura no volume igual ao maior volume administrado entre os
grupos;
GS: solucdo de sacarose (no volume igual ao maior volume
administrado) com diluicdo correspondente as indica¢fes do fabricante
do adocante (0,4mL — 08 gotas — equivalem a 01 colher de cha de
agucar);
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GE4: adocante liquido na dosagem de 4mg/kg/dia. O volume calculado
foi acrescido de agua para corresponder ao maior volume administrado;
GES8: adocante liquido na dosagem de 8mg/kg/dia (maior volume
administrado)

Para os grupos GE4 e GE8 as doses de adocantes foram
calculadas de acordo com o peso do primeiro dia de gavagem (oitavo dia
de prenhez) e foi recalculado no sétimo dia de gavagem (14° dia de
prenhez), para corresponder a variagdo de peso.

4.6 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

No 20° dia de prenhez (a gestagdo da rata tem duracdo de 21
dias), as ratas foram pesadas e anestesiadas por via intraperitoneal,
utilizando-se cloridrato de xilazina (10mg/kg) e quetamina (90mg/kg),
para a realizacdo da cesariana, retirada dos 6rgdos e de sangue. O sangue
foi coletado por puncdo cardiaca e imediatamente utilizado para
dosagem da glicose; o restante foi colocado em tubos de ensaio
heparinizados e, em seguida, centrifugado para obtencdo do plasma para
posterior analise de perfil lipidico. O plasma foi armazenado em
microtubos tipo Eppendorf sob temperatura negativa. Depois destes
procedimentos, as ratas foram submetidas a eutanasia por meio do
aprofundamento anestésico.

A intervencdo cirlrgica para retirada dos fetos foi por
laparotomia com incisdo ampla longitudinal mediana, expondo os
orgdos internos. Em sequéncia os cornos uterinos foram abertos para
extracdo dos fetos e das placentas. ApGs a cesariana, os fetos foram
cuidadosamente retirados e examinados para avaliar: peso da ninhada,
considerando o ndmero de fetos; comprimento craniocaudal; medida do
corddo umbilical; e, presenca de malformag6es maiores externas.

Nas matrizes foram avaliados: ganho de peso gestacional
(diferenca do peso corporal entre o 1° e Ultimo dia de prenhez),
consumo de ragdo, nimero de fetos e a taxa de viabilidade ao
nascimento (VA), além do peso do figado, rim direito e das placentas.
Foram realizadas ainda as determinagdes séricas de glicose,
triglicerideos, colesterol total e fracbes (HDL-c, LDL-c e VLDL-c). As
taxas de viabilidade ao nascimento sdo observadas conforme: VA = 100
X (numero de fetos natimortos/nascidos vivos).
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4.7 AFERICAO DO PESO E MEDIDAS DE COMPRIMENTO

O peso corporal das ratas foi aferido semanalmente durante todo
0 experimento. Também foram registrados 0s pesos referentes ao
primeiro e Ultimo dias de prenhez e primeiro e sétimo dias de gavagem
(oitavo dia de prenhez), sendo os dados expressos em ganho percentual
que foram calculados de acordo com a seguinte formula: A%= (peso no
dia x - peso inicial) x 100/peso inicial; onde, X representa os dias da
pesagem. Para a pesagem, foi utilizada balanca eletrébnica com
capacidade de 1,5kg (Coleman, modelo PN-3015 com sensibilidade para
0,19).

O peso dos fetos foi aferido pelo peso da ninhada, considerando o
nimero de fetos. Para a afericdo do peso dos fetos e dos drgdos das
matrizes (figado, rim e placentas) foi utilizada balanga analitica de
precisdo (Marte — Sensib com sensibilidade para 0,001g). As placentas
também foram pesadas em grupo, considerando o tamanho da ninhada
por rata.

Com auxilio de um paquimetro, foram realizadas as medidas de
comprimento craniocaudal em cada feto e dos cordGes umbilicais. O
comprimento craniocaudal é a medida entre a regido occipital e a base
do inicio da cauda. O comprimento do corddao umbilical corresponde a
distancia da ligacdo da base da placenta até a raiz da cicatriz umbilical
no abdome do feto.

4.8 CONSUMO ALIMENTAR

O consumo de ragdo foi aferido trés vezes por semana durante
todo o ensaio biol6gico, pela da diferenca entre o alimento oferecido e 0
residual. O valor final foi a média de o consumo alimentar de dois
animais por caixa.

4.9 DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

As determinagbes bioguimicas foram feitas no Laboratério de
Nutrigdo Experimental/UFSC.

A dosagem de glicose plasmatica foi determinada utilizando-se
um glicosimetro digital (Accu-Chek Active®, Roche) e tiras reagentes
apropriadas. As determinagdes foram realizadas no momento da coleta
sanguinea por puncdo cardiaca.

Para as dosagens de triglicerideos, colesterol total e fragdo HDL
utilizaram-se kits padronizados e comercialmente disponiveis por
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metodologia enzimética-colorimétrica (ANALISA®). As dosagens
foram feitas em duplicata.

Para a determinacdo da fragdo LDL foi utilizada a formula de
Friedewald: LDLcolesterol= colesterol total — (HDLcolesterol -
VLDLcolesterol), sendo que VVLDLcolesterol= triglicerideos/5.

4.10 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise dos dados foi realizada no software GraphPad Instat
3.0. Os resultados foram expressos como médiatdesvio-padrdo. Para
verificagdo de diferencas das varidveis entre os grupos estudados, foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni. O
teste t pareado foi utilizado para comparacéo dos valores de peso inicial
e final das ratas. O teste exato de Fisher com 1C95% foi usado para a
andlise das proporcfes de malformacdes e 6Obitos fetais. Para todas as
analises, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando p<0,05.
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RESUMO

OBJETIVOS: avaliar o efeito do adocante a base de estévia em ratas
prenhes e o reflexo do tratamento nos fetos.

METODOS: vinte oito ratas Wistar foram distribuidas em 04 grupos:
GC (controle)- dieta padrdo e agua; GS (sacarose)— dieta padrdo e
solucdo de sacarose; GE4 (estévia 4mg/kg/dia)- dieta padrdo e
4mg/kg/dia de adocante; GE8 (estévia 8mg/kg/dia)- dieta padrdo e
8mg/kg/dia de adogante. O tratamento ocorreu do 8° ao 17° dia de
prenhez, por gavagem. Foram avaliados: consumo de ragéo, ganho de
peso gestacional, peso de 6rgdos, concentracdes séricas de glicose, perfil
lipidico sérico, nimero de fetos, peso e comprimento dos fetos, medida
do cordao umbilical e presenca de malformagfes maiores externas.
RESULTADOS: o consumo de racdo foi estatisticamente diferente
entre os grupos. Houve ganho gradual e progressivo do peso corporal
das ratas durante a prenhez em todos 0s grupos, sendo este ganho mais
evidente no periodo final, porém ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente  significativas. Houve reducdo significativa na
concentracdo plasmatica de HDL-c das ratas tratadas com adocante. O
peso e comprimento dos fetos foram significativamente maiores no
GES8. Apesar de ter havido aumento do nimero de natimortos e de
malformagdes nos grupos tratados, os dados ndo foram
significativamente diferentes dos controles.

CONCLUSAO: o adogante a base de estévia durante a prenhez nio
mostrou efeitos nocivos para a méae ou para o feto. Contudo, estudos
controlados em humanos sdo necessarios para determinar os efeitos do
adogante em grupo populacionais especificos.

Palavras-chave: Stevia; Edulcorantes; Adocantes Dietéticos.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: the present study assessed the effect of stevia in
pregnant rats and its consequences on their fetuses.

METHODS: twenty eight Wistar rats were randomly divided into four
groups: a control group (CG)- fed with a commercial chow and water;
sucrose group (SG)- fed with a commercial chow and sucrose; GE4
(stevia 4mg/kg/day)— fed with a commercial chow and 4mg/kg/day
sweetener; GE8 (stevia 8mg/kg/day)— fed with a commercial chow and
8mg/kg/day sweetener. The treatment was from the 8th to 17th days of
pregnancy by gavage. The observed aspects were: feed intake,
gestational weight, organ weight, levels of serum glucose, lipid profile,
number of fetuses, fetal weight and length, the length of the umbilical
cords and the presence of external malformations.

RESULTS: the feed intake was statistically different between groups.
There was a progressive and gradual increase in body weight during the
course of pregnancy in all the groups, which was more evident in the
final period, but with no significant difference among groups. There was
significant reduction in plasma HDL-c of rats treated with sweetener.
The weight and length of fetuses were significantly higher in GES8.
Although the study showed increasing numbers of stillbirths and
malformations in the treated groups, the data were not significantly
different from the Control Group.

CONCLUSION: these results showed no ill effects to the mother or the
fetus. However, controlled studies in humans are needed to determine
the effects of the sweetener group specific population.

Keywords: Stevia; Sweetening Agents; Dietetic Sweeteners.
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INTRODUCAO

Stevia rebaudiana Bertoni € um arbusto semi-perene nativa
da regido centro-oeste da América do Sul (Paraguai e Brasil). A
sua propriedade edulcorante jA era conhecida pelos indios
Guaranis nativos do nordeste do Paraguai, que a utilizavam para
adocar chas e bebidas medicamentosas 2. O esteviosideo é o
principal componente edulcorante encontrado nas folhas de
estévia com poder adogante de 250 a 300 vezes superior a
sacarose °.

Globalmente, o interesse comercial em adocantes de
glicosideo de esteviol tem crescido continuamente e cada vez
mais alimentos e bebidas adocados com estévia estdo sendo
lancados no mercado *°. O interesse, cientifico ou comercial, em
plantas medicinais e aromaticas é crescente e a espécie sul-
americana Stevia rebaudiana Bertoni é uma planta de
importancia econbmica que vem atraindo consideravel
controvérsia °.

Ha relatos cientificos gue a estévia provocou infertilidade
em ratos fémeas e machos "®°, além de reducédo do peso final
dos testiculos °, da cauda epididimaria ° e da vesicula seminal &°,
causou hipotensdo induzida, diurese e natriurese com taxa de
filtracdo glomerular constante *°, além de ocorréncia de lesdes
nas células do sangue periférico, figado, cérebro e baco, em
niveis diferentes, sendo o maior efeito no figado **.

Outros estudos sobre avaliagBes toxicolégicas dos
esteviosideo  sugerem beneficios  terapéuticos: anti-
hiperglicémica, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, anti-tumoral,
anti-diarreico, diurético e imunomodulador ****** e ndo sugerem
quaisquer sinais de toxicidade clinica ou efeitos adversos
relacionados aos paradmetros de desempenho reprodutivo,
incluindo o desempenho do acasalamento e a fertilidade ***°, o
tempo de gestacdo e ciclos estrais, além de motilidade,
concentracdo ou morfologia dos espermatozoides **.

Observa-se que a literatura tém se ampliado sobre os
efeitos de compostos da estévia. Deve-se, portanto, explorar as
controvérsias quanto aos aspectos de inocuidade e considerar as
lacunas ainda existentes.

No Brasil, ressalta-se a caréncia de estudos que fornecam
estimativas sobre a prevaléncia de utilizacdo de adogantes
dietéticos a base de estévia pela populacdo em geral ou por
grupos especificos, especialmente de mulheres durante a
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gestacdo e sua relacdo com a saude. Assim, o objetivo deste
trabalho é avaliar o efeito da administracéo oral de adocante a
base de estévia sobre ratas prenhes e o reflexo do tratamento
nos seus fetos.

METODOLOGIA

Estudo experimental desenvolvido no Laboratorio de
Nutricho Experimental da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), com aprovacéo pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da UFSC (Protocolo PP00777).

O adocante a base de estévia (Stevita®) foi adquirido
comercialmente em supermercado na cidade de Florianépolis-
SC. Os critérios de sele¢do foram a composicdo (estévia como
Unico edulcorante), forma de apresentacdo (liquido) e a
disponibilidade do produto no mercado local.

Foram utilizadas 28 fémeas e 08 machos da espécie
Rattus norvegicus albinus Wistar procedentes do Biotério Central
da UFSC. Foram estudadas ratas fémeas, primiparas, com
média de peso de 203,69 (£12,9) e média de idade de 60 dias.
As ratas foram distribuidas em caixas de polipropileno para o
acasalamento com os machos na propor¢cdo de 01 macho para
04 fémeas. A confirmacdo da prenhez foi feita através de
esfregacos vaginais com solugéo fisiolégica a 0,9% para verificar
a presenca de espermatozoides. A presenca de espermatozoides
no esfregaco foi usada como indicador do primeiro dia de
prenhez. Confirmada a prenhez, as ratas foram separadas dos
machos e distribuidas aleatoriamente entre os grupos, ficando
duas fémeas por caixa. Apds o acasalamento, os machos foram
isolados até o final do experimento.

Todos o0s animais foram alocados em caixas de
polipropileno de dimensdes adequadas, com maravalha, em
ambiente climatizado (22°C + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12
horas, controlado por timer. Os animais receberam agua e dieta
padrdo ad libitum durante todo o periodo de experimento.

As ratas foram distribuidas em 04 grupos de 07 animais
cada, de acordo com o produto para gavagem, administrados do
8° a0 17° dia de prenhez *°:

Grupo Controle (GC): agua pura no volume igual ao maior
volume administrado entre os grupos;

Grupo Sacarose (GS): solucédo de sacarose (no volume igual ao
maior volume administrado) com diluicdo correspondente as
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indicacbes do fabricante do adocante (0,4mL — 08 gotas —
equivalem a 01 colher de chéa de acgucar);

Grupo estévia - 4mg/kg/dia (GE4): adocante liquido na dosagem
de 4mg/kg/dia. O volume calculado foi acrescido de agua para
corresponder ao maior volume administrado;

Grupo estévia - 8mg/kg/dia (GE8): adocante liquido na dosagem
de 8mg/kg/dia (maior volume administrado).

No 20° dia de prenhez, as ratas foram pesadas e
anestesiadas por via intraperitoneal, utilizando-se cloridrato de
xilazina (10mg/kg) e quetamina (90mg/kg), para a realizacao da
cesariana, retirada dos 6rgdos e de sangue. A intervengéo
cirdrgica para retirada dos fetos foi por laparotomia com inciséo
ampla longitudinal mediana, expondo os 6rgdos internos. Em
sequéncia os cornos uterinos foram abertos para extragdo dos
fetos e das placentas. Apés a cesariana, os fetos foram
cuidadosamente retirados e examinados para avaliar: peso da
ninhada, considerando o numero de fetos; comprimento
craniocaudal; medida do corddo umbilical; e, presenca de
malformacdes maiores externas (principalmente espinha bifida,
encurtamento dos membros e labio leporino/fenda palatina, que
correspondem as dismorfias mais frequentes).

Nas matrizes foram avaliados: ganho de peso gestacional
(diferenca do peso corporal entre o0 1° e Ultimo dia de prenhez),
consumo de racao, nimero de fetos e a taxa de viabilidade ao
nascimento (VA), além do peso do figado, rim direito e das
placentas. Foram realizadas ainda as determinacdes séricas de
glicose, triglicerideos, colesterol total e fracdes (HDL, LDL e
VLDL). As taxas de viabilidade ao nascimento sdo observadas
conforme: VN = 100 x (numero de fetos natimortos/nascidos
vivos).

A analise dos dados foi realizada no software GraphPad
Instat 3.0. Os resultados foram expressos como média, desvio-
padrao. Para verificagdo de diferencas das variaveis entre os
grupos estudados, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e
pos-teste de Bonferroni. O teste t pareado foi utilizado para
comparagéo dos valores de peso inicial e final das ratas. O teste
exato de Fisher com IC95% foi usado para a analise das
propor¢cdes de malformacdes e Obitos fetais. Para todas as
andlises, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS

Foi significativa a diferenga no consumo de racdo entre 0os
grupos (p<0,0001). O grupo controle apresentou a maior média
de consumo (419,86+30,53g), enquanto 0s animais que
receberam solugdo de sacarose (GS) apresentaram a menor
meédia de consumo de racéo (337,47+14,73Qg).

Apesar das diferencas no consumo de racao, os resultados
significativos ndo refletiram em diferencas do peso final entre
grupos (p=0,320) ou no ganho de peso gestacional nos
diferentes grupos (p=0,254). Houve ganho ponderal durante todo
0 periodo de prenhez nos animais dos quatro grupos com
variacdo significativa de peso (final — inicial) (p<0,001). O maior
ganho de peso foi observado no GS (113,89+12,69) (Figura 01).

Figura 01 — Ganho percentual de peso das ratas Wistar em
funcdo do primeiro dia de prenhez durante tratamento com
adocante & base de estévia e sacarose expostas durante a
fetogénese — Floriandpolis, 2012.

——-GC -B-GS GE4 -<GES8
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Os grupos foram tratados do 8° ao 17° dia de prenhez.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,05).

N&o se observaram diferencas significativas entre os pesos
de figado, rins e placentas das ratas (Tabela 01). Quanto ao
perfil lipidico, na Tabela 01 pode-se observar reducdo
significativa na concentracdo plasmatica de HDL-c das ratas
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tratadas com adocante (p=0,02). Observa-se que néo houve
diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos para as
concentracdes de triglicerideos, colesterol total, LDL-c, VLDL-c,
bem como da glicemia.

Tabela 01 — Efeito do tratamento com adocante a base de
estévia e sacarose sobre parametros morfométricos e séricos
das ratas Wistar expostas durante a fetogénese — Florianopolis,
2012.

GC GS GE4 GES8

*

n=7 n=7 n=7 n=7 p
Consumo 419,86+30, 337,47+14, 386,83+19, 385,79+17, <0,00
de racao (g) 53 a 73 b 67 ¢ 42 cd 1
Ganho de
peso 1025711, 1138912, 11021%14, yoopo0c g5
gestacional 6 6 2
(@
Peso da 2,49+0,36 2,470,226  2,44+0,25  2,65:0,32 0,06
placenta (g)
Peso do
figado (3) 12,84+1,52 13,00:0,89 12,85+1,28 12,68+1,10 0,97
Eﬁfc(’g‘;'o 0,82¢0,11  0,86+0,06  0,81+0,05  0,81+0,06 0,61
Glicose 108,6+9,4  128,7+28,3 112,6+20,4 1050+13,8 0,13
(mg/dL)
Trigliceride 125,501 14754380 2159489,3 221,2¢52,1 0,09
os (mg/dL)
Colesterol
total 99,7¢10,9  109,8+13,2  94,9+11,1  110,4+12,4 0,06
(mg/dL)
HDL-c 19,1+4,9
(mg/dL) o 222+¢47a 155+35b 153%36b 0,02
LDL-c 458+16,9  581+16,3  434+159  50,9+151 0,35
(mg/dL)
VLDL-c 34,8100  29,5:7,6  432+17.9  443+104 0,09
(mg/dL)

Resultados apresentados como médiatdesvio-padrdo. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05). *ANOVA, p0s-teste
de Bonferroni

A Tabela 02 apresenta as varidveis fetais analisadas.
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Tabela 02 — Efeito do tratamento com adocante a base de
estévia e sacarose nos fetos das ratas Wistar expostas durante a
fetogénese — Floriangpolis, 2012.

GC GS GE4 GE8 "

n=7 n=7 n=7 n=7 P
('\:]‘;mero de fetos 11+2,98 131,50  12+2,12  12+1,68 0,378
Peso dos fetos 2,38+0,15 2,55+0,19 2,52+0,05 2,62+0,15 0.04
(9) a ab ab b '
Comprimento dos  2,90+0,25 2,97+0,25 2,92+0,18 2,99+0,14

0,009

fetos (cm) a ab ab b

Comprimento do

corddo umbilical 2,49+0,36 2,47+0,26  2,44+0,25 2,65+0,32 0,803
(cm)

Namero total de
fetos (n)
Malformagdes
fetais (n)
Numero de
natimortos (n)
Taxa de
viabilidade ao 100 98,9 97,7 97,6 -
nascer (%)

88 89 85 82 -

0 0 1 2 -

0 1 2 2 -

Resultados apresentados como médiatdesvio-padrdo. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05). *ANOVA, p0s-teste
de Bonferroni

Quanto ao peso e comprimento dos fetos, houve diferenca
significativa no efeito do tratamento, com médias superiores nos
fetos do GE8 (p=0,04). Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no numero de fetos por rata e no
comprimento do corddo umbilical (p>0,05).

N&o foram observadas malformacdes nos fetos dos grupos
Controle e Sacarose. Enquanto no GE4 foi observado
macroscopicamente um animal com abertura abdominal e
hipovascularizado (1,2%) (Figura 02). E no GES8, os animais
malformados (2,4%) apresentaram pele delgada, placenta com
hipovasculariza¢do, encurtamento dos membros superiores,
necrose tecidual evidente e do liquido amnidtico. Pelo teste exato
de Fisher ndo foram observadas diferencas significativas na
ocorréncia de malformagbes por grupo: GC e GS (p=1,00 —
IC95% 0,93;1,07), GC e GE4 (p=0,78 — 1C95% 0,94;1,09), GC e
GE8 (p=0,59 — 1C95% 0,95;1,11), GS e GE4 (p=0,78 — IC95%
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0,94:1,09), GS e GE8 (p=0,58 — IC95% 0,95;1,11) e GE4 e GE8
(p=0,61— 1C95% 0,97;1,05).

Figura 02 — Malformagfes em fetos e placenta hipovascularizada
em ratas tratadas com adocante a base de estévia expostas
012.

w 8-'rs
A .
{
%

A — feto com abertura abdominal e hipovascularizado (GE4); B —
placenta hipovascularizada (GE8); C — feto natimorto com necrose
tecidual evidente e do liquido amniético (GEBS).

Os grupos que receberam o adocante a base de estévia
apresentaram trés fetos natimortos (2,4%), enquanto no GS
houve ocorréncia de apenas 01 animal natimorto (1,1%) com
necrose bolhosa. O grupo Controle néo teve nenhuma ocorréncia
de fetos natimortos. Com isso, a taxa de viabilidade ao
nascimento teve seu menor percentual no grupo que recebeu
maior dose de adocante (GE8=97,6%). A andlise estatistica pelo
teste de Fisher ndo mostrou diferengca estatisticamente
significativa entre niumero de fetos natimortos por grupo: GC e
GS (p=1,00 — IC95% 0,99;1,03), GC e GE4 (p=0,24 — 1C95%
0,99;1,06), GC e GES8 (p=0,23 — IC95% 0,99;1,06), GS e GE4
(p=0,61 — IC95% 0,97;1,05), GS e GE8 (p=0,61 — 1C95%
0,97;1,06) e GE4 e GE8 (p=1,00 — 1C95% 0,95;1,05).

As consequéncias comportamentais da exposicdo ao
adocante a base de estévia também foram observadas.
Comparados aos animais do Grupo Controle, as ratas do Grupo
Sacarose eram animais mais déceis e de facil manipulagéo,
enquanto as ratas do GE8 apresentaram comportamento mais
esquivo durante a manipulacéo.
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DISCUSSAO

Alteracbes no organismo materno causam alteracdes do
desenvolvimento  embrionario '"*®* e pés-natal, sendo
diagnosticada particularmente pela perda de peso corporal,
embora outras alteracdes também sejam consideradas:
decréscimo do peso corporal, de consumo de alimento e agua,
alteracdo da deambulacdo na gaiola, diarreia, mortalidade
materna, entre outros *°.

Foram observadas alteraces significativas no consumo de
racdo, com menor média de consumo pelo GS. Contudo, este
comportamento pode ser justificado pela densidade calérica %
agregada a solucdo de sacarose administrada, sugerindo que
houve uma compensacdo energética **. Uma dieta rica em
glicose e de alto teor caldrico influencia o controle da saciedade
e, consequentemente, diminui o consumo de alimentos %.

Resultados diferentes foram encontrados em um estudo
com aspartame (25 e 50 mg/kg/dia) em ratas prenhes, no qual
ndo houve diferencas significativas na média de consumo de
racdo entre os grupos . Também ndo foram observadas
diferencas significativas na ingestdo didria e peso corporal em
ratos obesos tratados com sacarose ou adocante ndo-nutritivo
(99% eritritiol, 1% aspartame) %

O peso de 6rgaos é um requisito importante em ensaios
toxicolégicos para avaliar os efeitos em 6rgédos especificos, ja
que este pode ser um indicador mais sensivel para o efeito de
um composto experimental e pode ocorrer na auséncia de
quaisquer alteraces morfoldgicas **. No presente trabalho, néo
se observou alteracdo do peso das placentas, figado e rins das
ratas, o que pode ser uma indicacdo de auséncia de alteragédo
placentéria, danos hepatico e renal devido ao adocgante.

Em um estudo com ratas prenhes tratadas com
30mgkg/dia de sucralose por gavagem do 10° ao 14° dia de
Esrenhez também nado foram encontradas alteragbes placentarias

. Porém, foi observada reducdo significativa nos pesos das
placentas de ratas tratadas com 60 mg/kg/dia de ciclamato de
sédio via intraperitoneal do 10° ao 14° dia de prenhez ?°, com 14
mg/kg de aspartame em temperatura ambiente e a 40°C
administrado por gavagem no 9°,10° e 11° dias de gestacédo %' e
com 25 e 50mg/kg/dia de asgartame administrado por gavagem
do 8° ao 12° dia de prenhez .
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O peso do figado de ratos tratados com altas doses (1500
mg/kg/dia) de solucao purificada de esteviosideo teve reducao
significativa no estudo de Awney et al ?®. Shivana et al*® nao
encontrou diferencas significativas no peso renal de ratos
tratados ou com folhas de estévia em pd (4%) ou polifendis ou
fibra extraida estévia.

A observacdo mais marcante da alteracdo do perfil lipidico
do plasma foi a reducéo significativa da fragdo HDL-c nos grupos
que receberam estévia comparados ao Grupo Sacarose.
Diferente dos resultados do estudo com ratos machos %°, que
houve aumento significativo nos concentragbes de HDL-c nos
grupos tratados com estévia em comparacdo ao grupo tratado
com acUcar. Esses resultados sugerem que o0 uso de adogantes
durante a gestacdo pode alterar o perfil lipidico.

Corroborando os resultados deste experimento, outros
estudos encontraram concentragfes mais altas de triglicerideos
no sangue sem diferencgas significativas dos grupos tratados com
esteviosideo 2°*®* indicando que o esteviosideo ndo afeta a
absorcdo intestinal de nutrientes. Vale ressaltar que a
hipertrigliceridemia materna é uma alteragdo fisiol6gica normal
da dltima fase da gestacdo, a partir da qual a rata se prepara
para a lactacéo =.

Contudo, o crescimento fetal foi alterado, com diferencas
significativas de peso e comprimento fetal. Os fetos do GES8
foram maiores e mais pesados do que os fetos do GC, o que
permite inferir que houve passagem efetiva do adogante pela
membrana placentaria. Deve-se ressaltar que o peso corporal
alterado do feto é um indicador de alteracdo do organismo fetal
ou embriotoxicidade?®.

A diminuicdo do comprimento do corddo umbilical pode
indicar movimento fetal diminuido ou bloqueio da circulacao fetal
% 0 fato de néo ter sido encontrada reducdes significativas no
comprimento do cordao umbilical, sugere que o adogante a base
de estévia ndo causou alteracbes no movimento fetal e na
presenca de espaco adequado na cavidade uterina. Em estudos
experimentais com outros adogantes, foi observado reducéo
significativa no comprimento do corddo umbilical no grupo tratado
com 14 mg/kg/dia de aspartame ( temperatura ambiente ou
40°C) por gavagem do 9° ao 11° dia de gestacdo ¥/, e no grupo
ggatado com 30 mg/kg/dia de sucralose do 10° ao 14°de prenhez
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Por fim, a associacdo ndo significativa na ocorréncia de
malformacdes, bem como no nimero de fetos natimortos nos
diferentes grupos sugere que a intervencdo com adocante a base
de estévia ndo deve ser considerada entre os fatores de risco
para a ocorréncia de o6bitos e malformacdes fetais. Em um
experimento com aspartame (25 e 50 mg/kg/dia) em ratas
gravidas, houve diferenca estatisticamente significativa na
ocorréncia de malformacg@es fetais entre o grupo controle e os
grupos que receberam adogante. As malformacfes observadas
foram: manchas no cranio, face e dorso; malformacédo na orelha,
olho, calota craniana, regio da 6rbita direita e pele delgada .

CONCLUSAO

O adocante a base de estévia administrado as ratas Wistar
durante a prenhez tanto na dose de 4mg/kg/dia quanto na de
8mg/kg/dia ndo apresenta efeitos nocivos para a mae e nem
apresentou efeitos prejudiciais para o feto. Contudo, os
resultados sugerem que altas doses de adocantes a base de
estévia podem ndo ser seguros durante a gestacao.

Os dados clinicos deste estudo, apesar de contribuirem
cientificamente, ndo sdo suficientes para tirar conclusdes sobre
os beneficios ou fatores de risco de adocantes a base de estévia
durante a gestagdo e reflexo nos fetos. Portanto, estudos
controlados sdo necessarios para determinar os efeitos do
adocante em grupo populacionais especificos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O adogante a base de estévia administrado as ratas Wistar durante
a prenhez tanto na dose de 4mg/kg/dia quanto na de 8mg/kg/dia, ndo
apresenta efeitos nocivos para a mae e nem parece ser prejudicial para o
feto. Contudo, os resultados sugerem que altas doses de adogantes a
base de estévia podem néo ser seguros durante a gestacao.

Os dados clinicos deste estudo, apesar de contribuirem
cientificamente, ndo sao suficientes para tirar conclusGes sobre os
beneficios ou fatores de risco de adogantes a base de estévia durante a
gestacdo e reflexo nos fetos. Portanto, estudos controlados em humanos
s80 necessarios para determinar os efeitos do adocante em grupo
populacionais especificos.
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