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Impacto Potencial desta pesquisa

1. Titulo da Tese: Efeitos Intergeracionais da Sacarina Sodica na Prostata de Ratos
Adultos

Este trabalho possui relevante impacto cientifico, pois preenche uma lacuna na
literatura ao abordar os possiveis efeitos da sacarina sodica sobre a prostata, um tema ainda
pouco explorado. Além disso, contribui para o fortalecimento do conceito DOHaD (Origens
Desenvolvimentistas da Saude e das Doengas), ampliando as evidéncias que sustentam que o
ambiente experimentado durante o periodo perinatal pode levar a programagdo de tecidos,
resultando em uma boa qualidade de vida do individuo ou aumentando o risco de
desenvolvimento de doengas na vida adulta. Esse estudo pode dar base para regulamentagao e
rotulagem de alimentos que contenham sacarina sodica em sua composi¢cdo, além de
conscientizar a populagcdo, em especial, gestantes e lactantes sobre o uso indiscriminado de
adogantes.

Potential impact of this research

1. Thesis Title: Intergenerational Effects of Sodium Saccharin on the Prostate of Adult
Rats

This study has significant scientific impact, as it fills a gap in the literature by
addressing the potential effects of sodium saccharin on the prostate, an area that remains little
explored. Furthermore, it contributes to strengthening the DOHaD (Developmental Origins of
Health and Disease) concept, expanding the evidence that supports the idea that the
environment experienced during the perinatal period can program tissues, resulting either in
good health and quality of life or in an increased risk of developing diseases in adulthood.
This research may provide a basis for the regulation and labeling of foods containing sodium
saccharin, as well as raise public awareness, especially among pregnant and breastfeeding
women about the indiscriminate use of sweeteners.
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Resumo

A sacarina sodica ¢ um adogante artificial sem calorias presente na composicao de alimentos,
bebidas, itens de higiene pessoal e farmacéuticos. Apesar de seu alto indice de consumo
mundial, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) emitiu orientagdes desencorajando o
consumo de adocantes por pessoas saudaveis. Estudos recentes tém apontado a relacdo entre o
consumo de sacarina e o aumento da incidéncia de doengas metabolicas, distirbios
urogenitais, incluindo o cancer. No entanto, ha necessidade de estudos mais aprofundados
acerca da sua seguranca a longo prazo para a saude prostatica, principalmente visando os
potenciais efeitos da exposi¢do durante a gravidez e a amamenta¢do, que compreende a janela
critica de suscetibilidade, no qual a prostata ainda estd em desenvolvimento. Sabendo que
problemas no desenvolvimento fetal podem ter repercussao na saude do adulto, este trabalho
tem como objetivo investigar os efeitos intergeracionais da exposi¢do gestacional e
lactacional a sacarina sddica sobre a estrutura prostatica de ratos machos adultos, com
enfoque em marcadores moleculares teciduais envolvidos com o processo de inflamagao e de
estresse oxidativo. Ratas prenhes da linhagem Sprague-Dawley foram divididas em dois
grupos: Controle (C) e Sacarina Sédica (S), tratados com agua adocada com sacarina a 0,3%
durante a gestacdo e lactacdo. Apds o desmame, a prole masculina F1 recebeu dieta padrao e,
aos 90 dias, todos os animais foram acasalados para obten¢ao da geragdo F2. Aos 120 dias, 10
machos por grupo experimental, de cada geracdo (F1 e F2), totalizando 40 animais foram
mortos. As prostatas foram coletadas e submetidas a analises morfologicas, histopatologicas,
imunohistoquimicas, perfil oxidativo e de niveis proteicos. A andlise estatistica foi realizada
por meio de teste t ndo pareado quando dados eram paramétricos, € quando eram ndo
paramétricos utilizou-se o pos-teste de Mann-Whitney, considerando-se p < 0,05. A andlise
morfométrico-estereoldgica da préstata ndo mostrou diferenca na geracao F1, porém, na F2,
houve redu¢do no volume relativo luminal e aumento dos compartimentos estromal e epitelial
nos animais sacarina. A analise histopatoldgica das geracdes F1 e F2 revelou o aumento das
seguintes alteracdes teciduais no grupo S: atipia epitelial, inflamacdo, atipia reativa
inflamatéria e hiperplasia epitelial focal. Lesdes pré-malignas foram encontradas apenas no
grupo S, com incidéncia de neoplasia intraepitelial prostatica em 50% dos animais e displasia
em 75%. Em relagdo a contagem de mastdcitos, para a geragdo F1, houve aumento do nimero
de células intactas, desgranuladas e totais no grupo S, em relacdo a C. J4, na geracdo F2, ndo
foram observadas diferencas. A analise do nivel proteico do Receptor de Andrégeno (AR) nao
mostrou diferenca em F1. Na geracdo F2, houve diminui¢do de AR nos animais do grupo S.
Na andlise dos marcadores inflamatdrios da geracdo F1, houve aumento na porcentagem de
area marcada e da intensidade de marcacdo do TNF-a e do TLR4, ao mesmo tempo em que
houve a diminuicao da éarea e da intensidade de marca¢ao do NFkB. Para geracao F2, houve
aumento na area ¢ da intensidade de marcagdo da citocina TNF-a, e diminui¢do de ambas
analises para o NFkB. A andlise dos marcadores do sistema antioxidante (CAT, SOD e GSH)
e de dano oxidativo (MDA) apresentaram niveis reduzidos quando comparados ao grupo C.
Ao mesmo tempo, a analise dos animais da F2 mostraram somente reducdo no MDA.
Adicionalmente, na geracdo F2, foi observado aumento no nimero de células positivas para
PCNA nos animais do grupo S. E possivel concluir que a exposi¢do materna a sacarina
interfere na satde prostatica da prole, tanto de F1 quanto de F2, estando associada ao
surgimento das alteragdes morfoldgicas evidenciadas pelo desenvolvimento de lesdes
proliferativas, inflamatorias e alteragdes no perfil oxidativo do tecido.

PALAVRAS-CHAVE: Adocantes; Inflamac¢ao; DOHaD.



Abstract

Sodium saccharin is a non-caloric artificial sweetener present in the composition of foods,
beverages, personal hygiene products, and pharmaceuticals. Despite its widespread global
consumption, the World Health Organization has issued guidelines discouraging the use of
sweeteners by healthy individuals. Recent studies have pointed to an association between
saccharin consumption and an increased incidence of metabolic diseases and urogenital
disorders, including cancer. However, further in-depth studies are needed to assess its
long-term safety for prostate health, particularly considering the potential effects of exposure
during pregnancy and lactationcritical windows of susceptibility during which the prostate is
still developing. Given that disturbances during fetal development may have long-term
repercussions on adult health, this study aims to investigate the intergenerational effects of
gestational and lactational exposure to sodium saccharin on the prostatic structure of adult
male rats, with a focus on tissue molecular markers involved in inflammation and oxidative
stress. Pregnant Sprague-Dawley rats were divided into two groups: Control (C) and Sodium
Saccharin (S), and treated with drinking water containing 0.3% saccharin throughout gestation
and lactation. After weaning, male offspring (F1) received a standard diet and, at 90 days of
age, all animals were mated to generate the F2 generation. At 120 days, 10 males per
experimental group from each generation (F1 and F2), totaling 40 animals, were euthanized.
Prostates were collected and subjected to morphological, histopathological,
immunohistochemical, oxidative profile, and protein level analyses. Statistical analysis was
performed using the unpaired t-test for parametric data, and the Mann—Whitney test for
non-parametric data, with significance set at p < 0.05. Morphometric-stereological analysis of
the prostate showed no differences in the F1 generation; however, in F2, there was a reduction
in relative luminal volume and an increase in stromal and epithelial compartments in
saccharin-treated animals. Histopathological analysis of both F1 and F2 generations revealed
an increased incidence of the following tissue alterations in group S: epithelial atypia,
inflammation, inflammatory reactive atypia, and focal epithelial hyperplasia. Pre-malignant
lesions were observed exclusively in group S, with a 50% incidence of prostatic intraepithelial
neoplasia and 75% incidence of dysplasia. Regarding mast cell counts, the F1 generation
showed an increase in intact, degranulated, and total mast cells in group S compared to group
C. In contrast, no differences were observed in the F2 generation. Analysis of androgen
receptor (AR) protein levels showed no differences in F1; however, a decrease was observed
in F2 animals from group S. Inflammatory marker analysis in F1 demonstrated an increase in
both the percentage of marked area and staining intensity for TNF-a and TLR4, alongside a
decrease in both parameters for NF-kB. In F2, there was an increase in TNF-a expression and
a decrease in NF-kB expression. Analysis of antioxidant system markers (CAT, SOD, and
GSH) and oxidative damage (MDA) showed reduced levels in F1 compared to group C. In F2
animals, only MDA levels were reduced. Additionally, in the F2 generation, an increased
number of PCNA-positive cells was observed in the S group. It can be concluded that
maternal exposure to saccharin interferes with the prostate health of offspring in both F1 and
F2 generations, being associated with the development of morphological alterations
characterized by proliferative and inflammatory lesions, as well as changes in the tissue
oxidative profile.

KEYWORDS: Sweeteners; Inflammation; DOHaD.
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Capitulo 1

1. Introducdo

Substancias utilizadas para adogar alimentos sempre estiveram presentes na dieta
humana, tendo como principal exemplo o mel, amplamente utilizado desde a Grécia antiga
(BRIGHT, 1999). Com o avango das tecnologias e das pesquisas na area de alimentos, o uso
do mel foi gradualmente substituido por agicar comum, obtido principalmente da
cana-de-agucar. Em 1897, os quimicos Constantine Fahlberg e Ira Remsen sintetizaram o
primeiro adogante artificial, a sacarina sédica que, devido ao baixo custo e a escassez do
acucar durante os periodos da Primeira e Segunda Guerras Mundiais, foi incorporada a dieta

popular (WEIHRAUCH; DIEHL, 2004).

Atualmente, os adogantes podem ser classificados em caloricos, incluindo o agucar,
eritritol, sorbitol, manitol, xilitol, entre outros; e ndo calodricos, que sdo substincias de
diferentes estruturas quimicas utilizadas como substitutos do agucar em alimentos. Os
adocantes nao caldricos, por sua vez, subdividem-se em: adogantes naturais e adogantes
artificiais (KOSSIVA et al., 2024). Os adogantes naturais sao aqueles produzidos a partir do
extrato de plantas. Dentre eles, o mais conhecido ¢ a estévia, a qual ¢ extraida de uma planta
sul-americana, Stevia rebaudiana. Outros extratos de plantas também sdo utilizados como
adocantes naturais ndo caldricos, como os extratos de hoodia, agavis e frutas do monge

(KOSSIVA, et al.,2024; PETELIUK, et al., 2021).

Os adocgantes artificiais fazem parte de um grupo de compostos sintéticos cuja
principal fun¢do ¢ adocar alimentos e bebidas, mas também sao utilizados pela industria
farmacéutica, cosmética, veterindria e de higiene pessoal. Nesse contexto, o uso de adogantes
tem se tornado cada vez mais comum, com estimativas indicando que aproximadamente 25%
das criangas e 41% dos adultos nos Estados Unidos consomem diariamente algum tipo desses
compostos (SYLVETSKY et al., 2017). Sao utilizados em baixissimas doses, substituindo os
agucares sem adicionar calorias (PAVANELLO et al., 2023; SAMANIEGO VAESKEN et al.,
2021). Sao exemplos o aspartame, a sacarina sddica, a sucralose, o neotame, o acessulfame-k

e 0 advantame.
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No que se refere aos mecanismos de agdo, os adogantes agem pela ativacdo dos
receptores de sabor doce que estdo expressos na cavidade oral, trato gastrointestinal, pancreas,
bexiga urinaria, tecido adiposo e cérebro, desencadeando efeitos diversos, como a secregao de
insulina (IIZUKA, 2022; LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014; MUNGER, 2017). Neste
contexto, Davidson ef al. (2011) demonstraram que o consumo de adogantes pode enfraquecer
a associagdo entre o sabor doce e as consequéncias caloricas da ingestdo, prejudicando

mecanismos aprendidos de controle energético e favorecendo o ganho de peso.

Diante do aumento do consumo desses compostos e de seus possiveis efeitos
fisiologicos, surgiu a necessidade de monitorar e regulamentar o uso de adogantes, a fim de
assegurar a seguranga alimentar da populacdo. Atualmente, a agéncia norte-americana
reguladora de medicamentos e alimentos (Food and Drug Administration, FDA) reconhece os
seguintes adocantes como seguros para uso € consumo: sacarina sodica, aspartame,
acessulfame-potassio, sucralose, neotame, advantame, estévia e fruto do monge (FDA, 2025;

PAVANELLO et al., 2023).

Para cada adogante aprovado, a FDA estabelece um valor de Ingestdo Didria Aceitavel
(IDA), expresso em mg/kg de peso corporal (Tabela 1). Esse valor representa a quantidade
considerada segura para consumo diario ao longo da vida, sem risco significativo a saude.
Considerando a variedade de adogantes disponiveis no mercado e a dilui¢do do consumo entre
eles, dificilmente excede-se a dose estabelecida como segura (KOSSOVIA et al., 2024;
SYLVETSKY; ROTHER; BROWN, 2012).

Entretanto, em 2023, a Organizagdo Mundial da Satde (WHO sigla do inglés World
Health Organization) publicou uma diretriz na qual passou a desaconselhar o uso de
adogantes artificiais por individuos saudaveis como estratégia para perda de peso corporal,
bem como para a reducao do risco de doengas ndo transmissiveis. Esta diretriz baseou-se em
evidéncias que sugerem que o uso destes adocantes podem estar associados ao aumento do

risco de diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e mortalidade em adultos (WHO, 2023).

O que inicialmente se apresentou como um substituto do agticar passou a ser alvo de
estudos, sendo associado a elevacdo dos indices glicémicos, alteracdes no microbioma
intestinal e oral (SUEZ et al., 2014), e a possiveis disfungdes na regulacdo do apetite e do
peso corporal (DAVIDSON et al., 2011). Corroborando a esses achados, a literatura apresenta
estudos epidemiologicos que associam o consumo destes compostos ao risco de diabetes

mellitus tipo 2, sindromes metabolicas, aumento no risco de partos prematuros € maior
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incidéncia de fraturas no antebrago de filhos cuja dieta da mae continha adogantes

(HALLDORSSON et al., 2010; PETERSEN et al., 2015; SERRANO et al., 2021).

Tabela 1: Adocantes artificiais e naturais

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA)

Adocante Docgura Relevante

FDA (mg/Kg de peso corpdreo)

Acesulfame-K 15 200x
Aspartame 50 160 — 220x
Neotame 0,3 7.000 - 13.000x
Sacarina 15 300x
Sucralose 5 600x
Estévia 43 300x

FDA (Food and Drug Administration). Adaptado de Kossiva et al., 2024.

A sacarina ¢ um adocante artificial aproximadamente 300 vezes mais doce que a
sacarose. Pode ser utilizada na forma de sacarina sddica, amplamente empregada devido a sua
alta solubilidade, ou na forma de sacarina célcica, recomendada em dietas ou formulag¢des que
visam reduzir o sédio total (Chemische Werke Hommel, 2024). Seu uso ndo se limita a
industria alimenticia, estando presente também em produtos de higiene pessoal, como cremes
dentais e enxaguantes bucais, ¢ em medicamentos, como xaropes, pastilhas e comprimidos.
Além disso, a sacarina ¢ usada em formulagdes veterindrias para evitar a adicdo de acucares

em racdes (PAVANELLO et al., 2023).

Estudos apontam que o consumo de sacarina sodica, tanto em ratos como em
humanos, pode levar ao desenvolvimento da intolerancia a glicose, decorrente das alteragdes
na microbiota intestinal (SUEZ et al., 2014). Pinto et al. (2017) mostraram que o consumo de
sacarina sodica a 0,3% por ratos Wistar durante 17 semanas foi capaz de induzir o ganho de
peso nos animais tratados. Esse aumento de peso ndo estava relacionado com o aumento da

ingestao caldrica, mas sim a diminui¢do do gasto energético desses animais. Consoante a
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A exposi¢do perinatal a sacarina sodica programou alteragdes morfoldgicas,
inflamatoérias e no balango oxidativo no tecido prostatico nas geracoes F1 e F2. Esses achados
indicam que a sacarina sodica interfere na programagao intergeracional do desenvolvimento
prostatico, ressaltando a necessidade de cautela quanto ao consumo de adogantes artificiais

durante periodos criticos, como a gestagao ¢ a lactacdo.
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