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RESUMO

Os alimentos industrializados estdo presentes na alimentacdo didria da populacdo
mundial, sabe-se que em sua composi¢cdo ha aditivos quimicos como conservantes e
realcadores de sabor, o que os tornam hiperpalataveis ao gosto humano, provocando um
consumo excessivo. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da ingestdo de refrigerante
caldrico e ndo calorico sobre a estrutura gustatoria de ratos Wistar submetidos a dieta de
cafeteria. Foi utilizado o material bioldgico de linguas de ratos do estudo realizado por nosso
grupo (Thoen et al., 2015). Os animais foram divididos em seis grupos: Controle (CON),
Refrigerante Caldrico (RC), Refrigerante Ndo Calorico (RNC), Dieta de Cafeteria (DC), Dieta
de Cafeteria+Refrigerante Cal6rico (DC+RC) e Dieta de Cafeteria+Refrigerante Nao Calorico
(DC+RNC). A histologia do tecido da regido dorsal das linguas foi analisada por
imunohistoquimica com coloracdo hematoxilina e eosina e a imunorreatividade com
anticorpos para receptores CD36 e PGP 9.5. O grupo RC e DC+RC apresentaram reducao
significativa na queratinizacdo da lingua, quando comparado aos outros grupos, assim como
marcacdo mais intensa ao receptor neuroquimico PGP 9.5 que representa a transmissdo
sinaptica do sabor em tecidos centrais e periféricos. As analises de CD36 identificaram maior
intensidade de marcacdo nos grupos RC, DC e DC+RC, mostrando resultados diferentes da
literatura, que indica menor presenca de receptor CD36 com o consumo de dieta gordurosa e
obesidade. Esses resultados sugerem que dietas compostas com grande quantidade de
alimentos industrializados e com alta densidade calérica como a dieta de cafeteria e 0
consumo de refrigerante, além de contribuirem para a prevaléncia da obesidade, podem causar
alteracOes na queratinizacao da lingua e percep¢do de sabor mediada por PGP 9.5.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, refrigerante, distdrbios do paladar, papilas gustativas.



ABSTRACT

Industrialized foods are present in the daily food of the world population; it is known
that in its composition there are chemical additives as preservatives and flavor enhancers,
which make them hyperpalatable to human taste, causing excessive consumption. The
objective of this study was to analyze the effect of caloric and non caloric soft drink intake on
the gustatory structure of Wistar rats submitted to the cafeteria diet. It was used the biological
material of rat's tonguesof the study carried out by our group (Thoen et al., 2015). The animals
were divided into six groups: Control (CON), Caloric Soft Drink (CS), Non caloric Soft Drink
(NCS), Cafeteria Diet (CD), Cafeteria Diet + Caloric Soft Drink (CD+CS) and Cafeteria Diet
+ Non Caloric Soft Drink (CD + NCS). The tissue histology of the dorsal region of the
tongues was analyzed by immunohistochemistry staining hematoxylin and eosin and
immunoreactivity with antibodies to CD36 and PGP 9.5 receptors. The CS and CD + CS
groups showed a significant reduction in the Kkeratinization of the tongue when compared to
the other groups, as well as a more intense marking to the PGP 9.5 neurochemical receptor
that represents the synaptic transmission of the taste in central and peripheral tissues. The
CD36 analyzes identified a greater intensity of labeling in the CS, CD and CD + CS groups,
showing different results in the literature, indicating a lower presence of CD36 receptor with
consumption of fatty diet and obesity. The CD36 analyzes identified a more intense marking
in the CS, CD and CD + CS groups, showing different results from the literature, which
shows a lower presence of CD36 receptor with consumption of fat diet and obesity. These
results suggest that diets composed of large quantities of industrialized foods with high caloric
density, such as the cafeteria diet and the consumption of soft drink, besides contributing to
the prevalence of obesity, may cause changes in tongue keratinization and PGP9.5-mediated

taste perception.

Keywords: cafeteria diet, soft drink, taste disorders; taste buds.
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1. INTRODUCAO

O estudo da qualidade da dieta com a ingestdo de refrigerante calorico e ndo cal6rico é
pouco explorado, principalmente em estudos controlados. Pesquisas sobre os efeitos da
ingestdo de refrigerante caldrico sobre os habitos alimentares sdo muito recentes. Alguns
trabalhos sugerem que a ingestdo de refrigerante pode influenciar na quantidade e na
qualidade da ingestdo de nutrientes em humanos, podendo ser caracterizada entdo, como uma
dieta de baixa qualidade (VARTANIAN et al., 2007; YAMADA et al., 2008). A maioria dos
alimentos industrializados sdo processados ou ultraprocessados e costumam ser densos em
energia, com altas quantidades de acucar refinado, sal e gorduras saturadas, que sao
comumente adicionados para aumentar a palatabilidade (RUSH et al., 2017; BAKER et al.,
2014; WEBSTER et al., 2010). Além disso, possuem muitas substancias sintetizadas pela
indUstria, que atuam como aditivos alimentares, possuindo a funcdo de estender a duragdo
desses alimentos, assim como atribuir mais cor, sabor, aroma e textura resultando em produtos
extremamente atraentes (BRASIL, 2014). O alto teor de gordura, agUcar e fritura resultam em
um consumo excessivo e estdo relacionados positivamente ao ganho de peso corporal e a
obesidade devido as suas caracteristicas de saciedade (RUSH et al., 2017; ASTRUP et al.,
2002).

Algumas alteraces nas condi¢cdes normais de salde, como diabetes, pressdo arterial
alta e cancer, com ou sem a utilizacdo de medicamentos, podem ser associadas com alteracdes
na percepcdo do sabor. Porém, ainda ndo h& conclusbes definitivas, pois os protocolos de
pesquisa variam muito (PEREIRA et al., 2016). Muitos estudos relacionam a qualidade da
dieta com aumento no peso corporal, porém, ainda ndo ha informacdes suficientes na
literatura cientifica sobre possiveis efeitos da dieta baseada em alimentos ultraprocessados e
alteracbes na estrutura e/ou na percepcdo de sabor do principal 6rgdo responsavel pelo
paladar: a lingua. Por isso, € necessario investigar se 0 consumo habitual de uma dieta rica em
alimentos industrializados pode afetar e alterar as condi¢cbes homeostéaticas da percepcéo de
sabor e estrutura da lingua, visto que é nela onde ocorre o primeiro contato com os alimentos
e transmissdo de sabor (FERNANDES et al, 2013).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 MUDANCA NO PADRAO ALIMENTAR
O comportamento alimentar de um individuo é moldado por fatores que vao desde
condi¢cBes econdmicas e préaticas culturais, até influéncias bioldgicas (ROGERS, 1999).
Pinheiro e colaboradores (2004) identificaram a transicdo nutricional como resultado de
modificagdes sequenciais no padrdo de consumo alimentar, acompanhado de mudancas
econbmicas, sociais e demogréaficas e, também, mudancas no perfil de satde das populaces.
Neste novo contexto, a urbanizacdo determinou uma mudanca nos padrdes de comportamento
alimentar que, contribuiu para 0 aumento do excesso de peso e obesidade. Com o processo de
globalizacdo, o acesso a comida se tornou muito mais facil e os alimentos industrializados
estdo presentes tanto em paises desenvolvidos, quanto em paises em desenvolvimento, sendo
de fécil preparo e acesso a todos. Como consequéncia, observou-se um aumento do consumo
de &cidos graxos saturados, acucares, refrigerantes, alcool, produtos industrializados com
excesso de acidos graxos “trans”, carnes, leite e derivados ricos em gorduras, guloseimas
como doces, chocolates, balas, etc. Junto a isso, houve uma reducéo significativa no consumo
de carboidratos complexos, frutas, verduras e legumes. Esse fato gera um quadro de excesso
caldrico devido a elevada ingestdo de macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos) e
deficiéncia de micronutrientes (vitaminas e minerais) (ESCODA, 2002). O desequilibrio
alimentar vem crescendo de maneira continua e, recentemente, a obesidade passou a ser uma
doenca que acomete cada vez maior nimero de adultos, criancas e adolescentes (SAWAYA et
al., 2013).
2.2 OBESIDADE E DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS CRONICAS
De acordo com os dez fatos sobre a obesidade da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), nas ultimas décadas, a obesidade atingiu proporcdes epidémicas em proporcéao global.
A prevaléncia de pessoas obesas quadriplicou desde 1980 até 2014. Caracteristica essa que
antigamente era associada a paises de alta renda, atualmente, é prevalente também em paises
de baixa e média renda (WHO, 2017). A cada ano ha pelo menos 2,8 milhdes de mortes
associadas ao sobrepeso ou obesidade, pois além de alterar as condi¢des homeostéaticas
normais do organismo, essa condi¢do favorece o aparecimento de diversas complicacOes e
desenvolvimento de DCNTs, como diabetes tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial (HAS),
doencas cardiacas, dislipidemia, sindrome metabolica (SM) e, até mesmo, alguns tipos de
cancer (MACHADO et al., 2006).
12



A obesidade possui causa multifatorial, podendo ter associacdo com fatores
geneticos, ambientais, metabdlicos e /ou comportamentais (DAMASO et al., 2003).
Alteracdes no estilo de vida e no padréo alimentar, como a ma-alimentacéao e reducao no gasto
calorico diério sdo os principais fatores que explicam o crescimento exponencial de individuos
com excesso de peso e obesos (DE SOUZA, 2010), que sdo caracteristicas definidas pela
OMS como acumulacéo de gordura anormal ou excessiva que pode prejudicar a saude (WHO,
2017).

A maioria dos casos de obesidade se desenvolve a partir de um desequilibrio entre a
quantidade de energia consumida e a energia gasta. O consumo excessivo de alimentos ricos
em energia e lipidios é considerado como uma das causas nutricionais desta epidemia (NIOT
e BESNARD, 2017). Segundo Pinto Junior e colaboradores (2012), a populacdo de obesos
cresceu significativamente por causa de habitos alimentares ruins (junk food), inatividade e /

ou distarbios genéticos.

2.3 DIETA DE CAFETERIA E CONSUMO DE REFRIGERANTE

O tipo de alimentagdo atual, com dieta rica em alimentos industrializados e
ultraprocessados, fast foods e bebidas agucaradas contribui para o aumento de peso em todo o
mundo (WHO, 2017), pois sdo alimentos com alta palatabilidade, que induzem a hiperfagia
(ingestdo excessiva), e possuem alta densidade caldrica.

De acordo com a literatura, individuos obesos consomem dietas ricas em gordura
(BLUNDELL, 2001; DE SOUZA, 2005), paralelamente, temos alimentos fast foods que estdo
disponiveis a toda a populacdo e que possuem em sua composicdo, principalmente, muita
gordura, acucar e sal. O consumo elevado deste tipo de alimento esta diretamente relacionado
com uma maior ingestdo de energia e uma ma nutricdo (RUSH et al., 2017), como relatado
também no estudo de Ngyuen e colaboradores (2014). A grande oferta de comida e a
predominancia de gordura presente na maioria dos alimentos contribuem diretamente para o
aumento da populagio obesa no mundo (PINTO JUNIOR et al, 2012).

A dieta da cafeteria (DC) € um modelo de inducdo a obesidade amplamente utilizado
em ratos. De acordo com Shafat e colaboradores (2009), essa dieta é composta por alimentos
com alta densidade calorica e hiperpalataveis, que induzem hiperfagia e aumento de peso no

rato, sugerindo que o seu consumo desenvolva a obesidade.

O consumo de agucares e alimentos agucarados aumentou consideravelmente nas

ultimas décadas, juntamente com a prevaléncia e incidéncia da obesidade mundial
13



(TAVARES, 2013). O consumo de refrigerantes esta intimamente relacionado ao excesso de
peso, obesidade e diabetes em todo o mundo, inclusive nos paises de baixa e média renda
(BASU et al.,, 2013; RUSH et al.,, 2017). Segundo Yamada et al., 2008, a ingestdo de
refrigerantes pode ser um fator importante a considerar na avaliacdo da ingestdo dietética
geral e da qualidade da dieta.

No Brasil, segundo relato sobre o setor de bebidas do BNDES em 2014, a producéo de
refrigerantes se destacou como o principal item do setor de bebidas, perdendo apenas para a
producdo de cervejas. O relatério ainda descreve que, de acordo com os dados da
Euromonitor International (lider mundial em pesquisa de estratégia para mercados
consumidores) o Brasil consome cerca de 85 litros de refrigerante/habitante/ano, o que o faz
ocupar a 122 posicdo do ranking mundial. Nas primeiras posicdes estdo os EUA (170
litros/habitante/ano), o México (146 litros/habitante/ano) e o Chile (127 litros/habitante/ano),
de acordo com dados do Euromonitor (CERVIERI JUNIOR, et al., 2014). Este desequilibrio
no consumo alimentar € tdo grave que foi motivo de destaque no atual Guia Alimentar para a
Populacdo Brasileira (GAPB) (2014), o qual enfatiza a importancia de evitar o consumo de
alimentos ultraprocessados como biscoitos recheados, macarrdo instantaneo, salgadinhos de
pacote e refrigerantes, principalmente, pois sdo consumidos em excesso devido a sua
formulacdo e apresentacdo. Além disso, 0 GAPB orienta as pessoas a preferirem refeices
caseiras € minimamente processadas e a evitar a alimentacdo em redes de fast food e com

produtos prontos que dispensam preparacao culinaria (BRASIL, 2014).

24 PALADAR E PERCEPCAO DE SABOR
Segundo Niot e Besnard (2017), devido ao aumento dramatico da obesidade em todo o

mundo, compreender 0s mecanismos que regem a ingestdo de alimentos é um problema de
salde publica.

O primeiro contato dos alimentos com o sistema digestorio € na cavidade oral, onde
temos a lingua, o principal 6rgdo humano com funcdo sensorial no processo do gosto. A
lingua possui pequenas saliéncias, denominadas de papilas gustativas, que se distribuem em
grande quantidade ao longo do sulco terminal e possuem uma alta quantidade de células
sensoriais que, segundo Yee e colaboradores (2001), assim como 0s neurbnios, contém
neurotransmissores. Segundo Fernandes et al., 2013, o paladar é a funcdo sensorial presente
na lingua que possibilita a percepcdo dos sabores e a sua transmissao até o cérebro, onde eles

sdo codificados e analisados.
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Os receptores gustativos estdo agrupados nos botdes gustatorios, presentes na
superficie da lingua. Um bot&o gustatorio é composto de 50-150 células receptoras gustatérias
(CRGs), as quais permitem a percepcdo dos sabores. A grande maioria dos estudos sobre
transducdo do sabor é focada na sinalizacdo dentro das papilas gustativas da lingua, sendo o
rato o modelo animal amplamente utilizado para estes estudos(GILBERTSON et al., 2010). A
lingua de ratos é muito semelhante a humana, possuindo também papilas fungiformes,
filiformes e circunvaladas, porém em menores quantidades (FERNANDES et al., 2013). A
maioria da literatura atual é baseada em resultados com papilas circunvaladas, porém,
enquanto os humanos possuem em média 12 ou mais papilas deste tipo, 0s ratos apresentam
apenas uma (GILBERTSON et al.,, 2010). Ja, em relacdo as papilas fungiformes, nos
mamiferos em forma geral, estdo presentes em dois tercos anteriores da lingua (CORREA et
al., 2015).

As papilas gustativas fungiformes contam com a presenca e distribuicdo de varios
marcadores neuroquimicos que podem ser estudados pela técnica de imuno-histoquimica. As
CRG das papilas estdo em contato sindptico com as terminagdes nervosas sensoriais e,
considerando que as papilas gustativas funcionam estritamente como 0Orgdos sensoriais
especializados, a quantidade e a distribuicdo de alguns dos marcadores neuroquimicos podem
revelar informagGes importantes sobre a capacidade de percepgio de gosto (ASTBACK et al.,
1995).

Proteinas quimiossensiveis (canais ibnicos, receptores metabotropicos e ionotrdpicos)
localizadas no lado apical da CRG é que sdo responsaveis pela percepcao do gosto. Interaces
entre 0 sabor e seu receptor especifico levam a mudancgas no potencial de membrana e/ou
concentracdo de célcio livre intracelular ([Ca2 +] i), desencadeando assim, a liberacdo dos
neurotransmissores, gerando por sua vez, o disparo de fibras nervosas aferentes gustativas
(KHAN et al., 2009; SUGITA et al., 2006; GILBERTSON et al., 2003).

Atualmente, sdo bem estabelecidos pela literatura cinco sabores basicos da lingua,
sendo estes: doce, salgado, amargo, acido e umami. Segundo McCrickerd e colaboradores
(2016), o sabor umami é descrito como saboroso, sendo uma sugestdo sensorial
nutricionalmente importante. Além disso, o glutamato monossodico geralmente esta associado
ao sabor umami, pois potencializa o sabor salgado e é adicionado aos alimentos para aumentar
sua palatabilidade, um forte sabor de umami pode sinalizar a chegada iminente de nutrientes.
Em 2009, Khan e colaboradores indicaram a existéncia de um sexto sabor adicional, dedicado
a percepcao de lipidios mediadas pelo CD36.
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25 PALATABILIDADE E CONSUMO ALIMENTAR
A palatabilidade dos alimentos estd diretamente relacionada com as escolhas

alimentares, assim como também influencia no desejo de consumo de certos alimentos e na
quantidade a ser ingerida (SILVA, 2015). Sabe-se que alimentos que contém acucar, sal e
gordura, principalmente, sdo muito palatdveis na percepcdo do gosto humano e animal,
podendo gerar vicio alimentar (SAWAYA et.al, 2013) e, inclusive alimentos com adogantes
ndo caldricos também possuem alta palatabilidade (TAVARES, 2013). A palatabilidade da
gordura resulta ndo apenas da olfagdo e somato sensacdo (principalmente toque e textura),
mas também participa da gustacdo. Esses dados apoiam ainda mais a existéncia de uma sexta
modalidade de sabor dedicada a percepcao de lipidios (KHAN et. al, 2009).

Alimentos ricos em acucar, sal e gordura sdo alimentos recompensadores (que dédo
sensacdo de recompensa) (KENNY, 2011) e provocam hiperfagia (ABUMRAD, 2005),
contribuindo diretamente para o elevado consumo energético e, consequentemente, para o
excessivo ganho de peso corporal e obesidade, com possivel desenvolvimento de co-
morbidades a longo prazo.

Acredita-se que o apetite é controlado pela interacdo de processos internos (genéticos,
fisiolégicos e quimicos) e externos (ambientais e psicossociais). O papel dos fatores
nutricionais e alimentares no controle da expressdo do apetite é particularmente importante.
Assim, o apetite aumentado (hiperfagia) pode ser induzido por mudangcas em
neurotransmissores cerebrais e neuromoduladores, metabolismo hepético alterado, ajustes dos
componentes nutrientes/sensoriais da dieta e a imposicdo mental e comportamental da
dieta (BLUNDELL, 1990).

26 MARCADORES NEUROQUIMICOS - RECEPTORES CD36 E PGP 9.5
As quantidades e a distribuicdo de alguns dos marcadores neuroquimicos devem ser

levadas em consideracdo, visto que as papilas gustativas funcionam como 0Orgéos sensoriais
especializados (ASTBACK et al, 1995).

A grande maioria dos estudos de transducdo do sabor tem sido focada na sinalizagédo
dentro das papilas gustativas da lingua (GILBERTSON et al., 2010). Ao longo da dltima
década, a identificacdo de receptor de &cidos graxos em lugares estratégicos do corpo (ou seja,
o0 trato oro-intestinal e cérebro) proporcionou um grande progresso na descoberta de fatores

reguladores envolvidos no controle da ingestéo alimentar (NIOT e BESNARD, 2017). O

16



receptor CD36 recebeu destaque por parecer estar envolvido no processo de regulacéo da
ingestdo alimentar.

Laugerette e colaboradores (2005) identificaram o receptor CD36 como um receptor
de sabor para &cido graxo, fornecendo evidéncias sobre a base molecular da nossa preferéncia
por gordura. O CD36 é um receptor de &cido graxo de cadeia longa (AGCL) identificado nas
papilas gustativas de ratos, a inativacdo do gene CD36 leva a diminuicdo da preferéncia por
alimentos gordurosos, o que revela seu envolvimento na regulacéo da alimentacdo (MARTIN
et al., 2011). Desde a identificacdo inicial do CD36 no sistema periférico, varios estudos
validaram sua expressdo e seu papel funcional na quimiorrecepcdo de A&cidos graxos
(Gilbertson et al., 2010).

Estudos recentes em roedores e seres humanos sugerem que a quimiorrecepcdo de
AGCL na lingua e cavidade oral como um todo esta relacionada com a preferéncia espontanea
para alimentos gordurosos e pode contribuir para o risco de desenvolvimento da obesidade.
Segundo Martin e colaboradores (2011) a deteccdo de lipidios mediada por CD36 afeta o
comportamento alimentar e o equilibrio energético.

Chevrot et al. (2013), usando uma combinacdo de abordagens bioguimicas,
fisioldgicas e comportamentais descobriram que a atracdo por lipidios é diminuida em ratos
obesos e que essa mudanca de comportamento tem uma origem orosensoria. Seu estudo
revelou uma correlacdo inversa entre 0 CD36 de gordura e o tamanho do tecido adiposo e
conclui que a obesidade altera o sistema de deteccdo de lipidios responsavel pela percepcao
oral de lipidios na dieta. Esse fenbmeno parece ocorrer por meio de um mecanismo mediado
por CD36, levando a mudancas no comportamento alimentar.

A identificacdo de CD36 como um receptor de gosto pela gordura pode ter relevancia
clinica, pois quanto maior o conhecimento e aprendizagem sobre a especificidade e
mecanismo da funcdo deste receptor, maior &€ a possibilidade de planejar estratégias
nutricionais para tratar alguma das causas do desenvolvimento da obesidade. E sugerido por
muitos estudos, que disfuncdes no paladar (herdadas ou adquiridas) podem ser responsaveis
por alteragdes na ingestdo de alimentos, levando a obesidade (ABUMRAD, 2005).

A proteina PGP 9.5 é uma proteina marcadora de paraneurdnios, foi localizada no
citoplasma de células gustativas do tipo 11l em ratos em 1996 por Kanazawa e colaboradores.
Segundo Fernandes et al. (2013), as células do tipo Ill sdo caracterizadas por expressar
proteinas sindpticas e possuir rapida despolarizacdo, sendo consideradas células "pré-

sinapticas” que facilitam a transmissdo do gosto até o cérebro .
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Os anticorpos para o produto do gene da proteina 9.5 (PGP 9.5) foram descritos ha
mais de uma década, por Astbéck et al. (1995), que revelou a existéncia de numerosas fibras
nervosas e / ou células imunorreativas nas papilas fungiformes, no epitélio, no tecido
conjuntivo e em torno dos vasos sanguineos, bem como nas gargantas ou nas proximidades.
Essas evidéncias cientificas de que as células gustativas apresentam uma imunorreatividade
positiva muito forte contra o PGP 9.5, representam um dado muito importante, tendo em vista

que ele revela toda a rede neuronal em tecidos centrais e periféricos (ASTBACK et al., 1995).

2.7 QUERATINIZACAO
De acordo com Kokobun e colaboradores (2012), os mamiferos possuem

queratinizacdo normalmente associada a mucosa mastigatdria oral, que reveste a parte dorsal
do corpo da lingua. Essa queratinizacdo parece estar relacionada com uma maneira de
protecdo e/ou resisténcia contra danos no tecido (IWASAKI 2002, ZHENG & KOBAYASHI
2006).

A morfologia, estratificacdo e o nivel de queratinizacdo da lingua, assim como sua
funcionalidade, podem ser alterados conforme o ambiente em que o animal se encontra e o
tipo de alimentacdo que ele tem. A alimentagcdo ao friccionar as papilas, pode causar um
desgaste na queratina, que tem o intuito de proteger a mucosa oral (KOKOBUN, et al., 2012;
BACHA & BACHA, 2000).

3. JUSTIFICATIVA
O consumo de refrigerantes e de alimentos altamente palataveis estd modificando os

habitos alimentares das pessoas, causando um acentuado descontrole alimentar que resulta no
aumento da epidemia da obesidade no mundo.

Em estudo realizado por nosso grupo (THOEN et al., 2015), a oferta de alimentos pa-
lataveis e de refrigerante calérico ou ndo caldrico provocou aumento da ingestdo de gordura,
aumento do consumo de energia total, aumento do peso corporal e aumento da deposicdo de
gordura visceral em ratos no periodo de 12 semanas. Esses resultados motivaram a investiga-
c¢do sobre o efeito do consumo desses alimentos e de refrigerante nas papilas gustativas desses
animais.

Os receptores de sabores da lingua podem exercer influéncia na escolha alimentar. A
obesidade, sendo uma doenca metabolica multifatorial, tem seu desenvolvimento influenciado

por fatores modificaveis e ndo modificaveis. Sendo assim, a predilecdo por alimentos mais
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palataveis, normalmente mais ricos em acucares, sodio e lipidios pode estar relacionada a
expressao e funcdo de receptores gustatérios na lingua. A lingua do rato apresenta estrutura
morfologica e funcional muito semelhante a lingua humana, sendo possivel mimetizar o
processo de possiveis alteracdes estruturais causadas pela dieta. Portanto, a anélise da lingua
de animais de um modelo de obesidade torna-se viavel para o estudo dessa possivel relacéo.
Devido a auséncia de evidéncias que comprovem que o tipo de dieta consumida pode
levar a alteracdo da percepcdo do sabor e estrutura da lingua, justifica-se este estudo que

avaliou o material bioldgico de linguas de ratos submetidos a dieta de cafeteria.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Analisar o efeito da ingestdo de refrigerante caldrico e ndo caldrico sobre a estrutura

gustatoria de ratos Wistar submetidos a dieta de cafeteria.

4.2 Objetivos Especificos
1) Realizar teste anatomopatologico no tecido das linguas dos ratos, por meio de

coloracdo hematoxilina e eosina;

2) Avaliar a imunorreatividade das células gustatorias tipo 11, por imunohistoquimica por
meio do anticorpo PGP 9.5;

3) Avaliar a imunorreatividade das papilas gustativas fungiformes, por imunohistoquimica
por meio do anticorpo CD 36;

4) Analisar o grau de queratinizagdo nas papilas dos ratos;

5) Comparar o consumo de macronutrientes com a alteracdo morfologica da estrutura

gustatoria dos animais do estudo.
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RESUMO

Os alimentos industrializados estdo presentes na alimentacdo didria da populacdo
mundial, sabe-se que em sua composicdo ha aditivos quimicos como conservantes e
realcadores de sabor, 0 que os tornam hiperpalatveis ao gosto humano, provocando um
consumo excessivo. O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da ingestdo de refrigerante
calérico e ndo caldrico sobre a estrutura gustatoria de ratos Wistar submetidos a dieta de
cafeteria. Foi utilizado o material bioldgico de linguas de ratos do estudo realizado por nosso
grupo (Thoen et al., 2015). Os animais foram divididos em seis grupos: Controle (CON),
Refrigerante Caldrico (RC), Refrigerante N&o Calorico (RNC), Dieta de Cafeteria (DC), Dieta
de Cafeteria+Refrigerante Caldrico (DC+RC) e Dieta de Cafeteria+Refrigerante Ndo Calorico
(DC+RNC). A histologia do tecido da regido dorsal das linguas foi analisada por
imunohistoquimica com coloragdo hematoxilina e eosina e a imunorreatividade com
anticorpos para receptores CD36 e PGP 9.5. O grupo RC e DC+RC apresentaram reducao
significativa na queratinizacdo da lingua, quando comparado aos outros grupos, assim como
marcacdo mais intensa ao receptor neuroquimico PGP 9.5 que representa a transmissao
sinaptica do sabor em tecidos centrais e periféricos. As analises de CD36 identificaram maior
intensidade de marcacéo nos grupos RC, DC e DC+RC, mostrando resultados diferentes da
literatura, que indica menor presenca de receptor CD36 com o consumo de dieta gordurosa e
obesidade. Esses resultados sugerem que dietas compostas com grande quantidade de
alimentos industrializados e com alta densidade cal6rica como a dieta de cafeteria e o
consumo de refrigerante, além de contribuirem para a prevaléncia da obesidade, podem causar

alteracdes na queratinizacdo da lingua e percepcdo de sabor mediada por PGP 9.5.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, refrigerante, distdrbios do paladar, papilas gustativas.
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ABSTRACT

Industrialized foods are present in the daily food of the world population; it is known
that in its composition there are chemical additives as preservatives and flavor enhancers,
which make them hyperpalatable to human taste, causing excessive consumption. The
objective of this study was to analyze the effect of caloric and non caloric soft drink intake on
the gustatory structure of Wistar rats submitted to the cafeteria diet. It was used the biological
material of rat's tonguesof the study carried out by our group (Thoen et al., 2015). The animals
were divided into six groups: Control (CON), Caloric Soft Drink (CS), Non caloric Soft Drink
(NCS), Cafeteria Diet (CD), Cafeteria Diet + Caloric Soft Drink (CD+CS) and Cafeteria Diet
+ Non Caloric Soft Drink (CD + NCS). The tissue histology of the dorsal region of the
tongues was analyzed by immunohistochemistry staining hematoxylin and eosin and
immunoreactivity with antibodies to CD36 and PGP 9.5 receptors. The CS and CD + CS
groups showed a significant reduction in the Kkeratinization of the tongue when compared to
the other groups, as well as a more intense marking to the PGP 9.5 neurochemical receptor
that represents the synaptic transmission of the taste in central and peripheral tissues. The
CD36 analyzes identified a greater intensity of labeling in the CS, CD and CD + CS groups,
showing different results in the literature, indicating a lower presence of CD36 receptor with
consumption of fatty diet and obesity. The CD36 analyzes identified a more intense marking
in the CS, CD and CD + CS groups, showing different results from the literature, which
shows a lower presence of CD36 receptor with consumption of fat diet and obesity. These
results suggest that diets composed of large quantities of industrialized foods with high caloric
density, such as the cafeteria diet and the consumption of soft drink, besides contributing to
the prevalence of obesity, may cause changes in tongue keratinization and PGP9.5-mediated

taste perception.

Keywords: cafeteria diet, soft drink, taste disorders; taste buds.
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1. INTRODUCAO

Em estudo realizado por nosso grupo (Thoen et al., 2015), a oferta de alimentos
palataveis e de refrigerante calérico ou ndo calérico provocou aumento da ingestdo de
gordura, aumento do consumo de energia total, aumento do peso corporal e aumento da
deposicdo de gordura visceral em ratos no periodo de 12 semanas. Esses resultados
motivaram a investigacao sobre o efeito do consumo desses alimentos e de refrigerante nas
papilas gustativas desses animais. Os receptores de sabores da lingua podem exercer
influéncia na ingestdo alimentar (Cambraia, 2004; Martin et al.,2011; Stewart et al., 2011.
Sendo assim, a predilecdo por alimentos mais palataveis, normalmente mais ricos em
acucares, sodio e lipidios pode estar relacionada a expressdao e funcdo de receptores
gustatérios na lingua. A lingua do rato apresenta estrutura morfoldgica e funcional muito
semelhante a lingua humana, sendo possivel mimetizar o processo de possiveis alteracdes
estruturais causadas pela dieta. Devido a auséncia de evidéncias que comprovem que o tipo de
dieta consumida pode levar a alteracdo da percepcdo do sabor e estrutura da lingua, justifica-
se este estudo que analisou o consumo de macronutrientes e o efeito da ingestdo de
refrigerante caldrico e ndo caldrico sobre a estrutura gustatoria de ratos Wistar submetidos a

dieta de cafeteria.

1.1.  Dieta de Cafeteria

A dieta da cafeteria (CAF) € um modelo de inducdo a obesidade amplamente utilizado
em ratos. De acordo com Shafat e colaboradores (2009), essa dieta € composta por alimentos
com alta densidade caldrica e hiperpalataveis, que induzem hiperfagia e aumento de peso no
rato, sugerindo que o seu consumo frequente desenvolva a obesidade.

1.2.  Refrigerante

O consumo de refrigerantes também estd intimamente relacionado ao excesso de
peso, obesidade e diabetes em todo o mundo, incluindo paises de baixa e média renda (Basu
et al., 2013; Rush et al., 2017). No Brasil, em 2014 a producéo de refrigerantes se destacou
como o principal item do setor de bebidas e, de acordo com os dados da Euromonitor
International (lider mundial em pesquisa de estratégia para mercados consumidores), o Brasil
consome cerca de 85 litros de refrigerante/habitante/ano, o que o faz ocupar a 122 posicéo do
ranking mundial, em cujas primeiras posic¢des estdo os EUA (170 litros/habitante/ano), o
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México (146 litros/habitante/ano) e o Chile (127 litros/habitante/ano) (Cervieri Janior et al.,
2014). Esses dados sdo preocupantes, visto que o consumo habitual desse tipo de bebida
prejudica a nutricdo e estado de saude da populacdo, tornando assim, uma questdo de saude
publica (VARTANIAN et al., 2007).

O desequilibrio alimentar é tdo grave que foi motivo de destaque no atual Guia Alimentar
para a Populagdo Brasileira (2014), que enfatiza a importancia de evitar o consumo de
refrigerantes e outros alimentos ultraprocessados, pois por sua formulacdo e palatabilidade,

induzem ao consumo excessivo (Brasil, 2014).

1.3.  Palatabilidade e consumo alimentar

A palatabilidade dos alimentos estd diretamente relacionada com as escolhas
alimentares, assim como também influencia no desejo de consumo de certos alimentos e na
quantidade a ser ingerida (Kenny, 2011). Sabe-se que alimentos que contém acucar, sal e
gordura, principalmente, sdo muito palataveis na percep¢do do gosto humano e animal,
podendo gerar vicio alimentar (Sawaya et al., 2013). Alimentos ricos em acucar, sal e gordura
sdo alimentos que ativam o sistema de recompensa (Kenny, 2011) e provocam hiperfagia
(Abumrad, 2005), contribuindo diretamente para o elevado consumo energético e,
consequentemente, para 0 excessivo ganho de peso corporal e desenvolvimento da obesidade,
com provavel desenvolvimento de co-morbidades a longo prazo.

Acredita-se que o apetite € controlado pela interacdo de processos internos (genéticos,
fisiol6gicos e quimicos) e externos (ambientais e psicossociais) (Cambraia, 2004). O papel
dos fatores nutricionais e alimentares no controle da expressdo do apetite € particularmente
importante, pois o apetite aumentado (hiperfagia) pode ser induzido por mudancas em
neurotransmissores cerebrais e neuromoduladores, metabolismo hepético alterado, ajustes dos
componentes nutrientes/sensoriais da dieta e a imposicdo mental e comportamental da
dieta (Blundell, 1990). Segundo Bellisle (1999), o glutamato monossddico é utilizado
frequentemente pelas industrias alimenticias de alimentos processados também nas
preparacOes caseiras no mundo ocidental (caldos em tabletes, principalmente). Esta substancia
esta relacionada com o sabor umami e é responsavel por intensificar o sabor e a palatabilidade
dos alimentos, tornando-os mais saborosos e, consequentemente, mais atraentes para o

consumo (Mccrickerd, 2016).
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1.4.  Marcadores neuroquimicos - receptores CD36 E PGP 9.5

Considerando as papilas gustativas como 0Orgdos sensoriais especializados, as
quantidades e a distribuicdo de alguns dos marcadores neuroquimicos devem ser levadas em
consideracdo (Astback et al., 1995). A grande maioria dos estudos de transducdo do sabor tem
sido focada na sinalizacdo dentro das papilas gustativas da lingua (Gilbertson et al., 2010). Ao
longo da ultima década, a identificacdo de receptores de &cidos graxos em lugares estratégicos
do corpo (ou seja, o trato oro-intestinal e cérebro) proporcionou um grande progresso na
descoberta de fatores reguladores envolvidos no controle da ingestdo alimentar (Niot e
Besnard, 2017). Entre esses receptores, 0 CD36 localizado na lingua recebe destaque por
parecer desempenhar um papel significativo na nossa preferéncia por gordura.

15. CD36

E um receptor de 4cido graxo de cadeia longa (AGCL) identificado nas papilas
gustativas de ratos que apresenta envolvimento na regulacdo da alimentacdo (Martin et al.,
2011). Desde a identificagdo inicial do CD36 no sistema periférico, varios estudos validaram
que sua expressdo possui papel funcional na quimiorrecepg¢do de acidos graxos (Gilbertson et
al., 2010). Estudos recentes em roedores e seres humanos sugerem que a quimiorrecepc¢do de
AGCL na lingua e cavidade oral como um todo, estd relacionada com a preferéncia
espontanea para alimentos gordurosos e pode contribuir para o risco de desenvolvimento da
obesidade. Segundo os resultados de Martin et al. (2011), a deteccédo de lipidios mediada por

CD36 afeta 0 comportamento alimentar e o equilibrio energético.

16. PGP95

E uma proteina marcadora de paraneurdnios e foi localizada em 1996 por Kanazawa e
colaboradores no citoplasma de células gustativas do tipo Ill em ratos. Segundo Fernandes et
al. (2013), as células do tipo Il sdo caracterizadas por expressar proteinas sinapticas e possuir
rapida despolarizagdo, sendo consideradas células "pré-sinapticas” que facilitam a transmissdo
do gosto até o cérebro .

Astback et al. (1995), revelaram a existéncia de numerosas fibras nervosas e / ou
células imunorreativas nas papilas fungiformes, no epitélio, no tecido conjuntivo e em torno
dos vasos sanguineos, bem como nas gargantas ou nas proximidades. Fernandes et al. (2013)
também utilizou o anticorpo PGP 9.5 para mostrar a inervacao das papilas gustativas em ratos.
Evidéncias cientificas de que as células gustativas apresentam uma imunorreatividade positiva
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muito forte contra o PGP 9.5 representam um dado muito importante, pois 0 PGP 9.5 revela

toda a rede neuronal em tecidos centrais e periféricos.

1.7.  Queratina

De acordo com Kokobun e colaboradores (2012), a morfologia, estratificacdo e o nivel
de queratinizacdo da lingua, assim como sua funcionalidade, podem ser alterados conforme o
ambiente em que o animal se encontra e o tipo de alimentacdo que ele tem. A alimentacéo ao
friccionar as papilas, pode causar um desgaste na queratina, que tem a funcdo de proteger a
mucosa oral (Bacha & Bacha, 2000).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Animais e Desenho experimental

Estudo com material bioldgico (lingua) de ratos machos Wistar. Os experimentos e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/HCPA n°
14.0144) e estdo de acordo com as diretrizes Brasileiras sobre o uso de animais na pesquisa
(Lei n° 11.794).

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, 0s animais foram tratados e analisados
0 consumo alimentar e parametros morfoldgicos (Thoen et al., 2015). Os animais foram
divididos em 6 grupos: Controle (CON) dieta padrdo com racdo e 4&gua. Refrigerante
Caldrico e Racdo (RC); Refrigerante Nao-Caldrico e Racdo (RNC) dieta padrdo, agua e
Refrigerante Nao-Caldrico (zero); Dieta de Cafeteria e racdo (DC,) dieta padrdo e dieta de
cafeteria; Dieta de Cafeteria e Refrigerante Caldrico (DC+RC) racdo padrdo, dieta de
cafeteria, 4gua e Refrigerante Caldrico; Dieta de Cafeteria e Refrigerante N&o-Calérico

(DC+RNC) racéo padréo, agua, dieta de cafeteria e Refrigerante N&o-Calorico.

2.2. Racdo Padréo

A racgdo padrdo utilizada foi a ragédo para ratos e camundongos da marca Nuvilab CR-1

com a composicao nutricional que segue na Tabela 1.
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2.3. Dieta de Cafeteria

A dieta de cafeteria ofertada era composta por salgadinho Yokito (Yoki), biscoito
wafer chocolate (Bauducco), bolacha recheada de morango (Trakinas), leite condensado
(Elegé) e salsicha (Excelsior). A dieta de cafeteria foi oferecida com a ragdo padrdo, 4gua e
refrigerante ad libitum. Os valores da composicdo nutricional da dieta de cafeteria estdo

representados na Tabela 2.

2.4.  Refrigerante caldrico e ndo cal6rico (tradicional e zero)

Os refrigerantes a base de cola foram adquiridos no comércio local e os valores
nutricionais foram obtidos em consultoria ao site do fabricante de uma marca deste tipo de

refrigerante. Informacao nutricional consta na Tabela 3.

2.5.  Preparo das laminas

Apbs a dissecacdo, as linguas foram colocadas em formalina tamponada a 10% e
encaminhados ao Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As linguas
foram incluidas em blocos de parafina, ap6s, os blocos foram fixados ao Micrétomo
(Leitz—1512) para corte em ladminas. As laminas foram mergulhadas nos corantes de
hematoxilina e eosina e picrosirius intermediadas por banho de &gua corrente. Para
desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes com alcool absoluto e por dois de
xilol. A laminula foi colocada sobre a lamina, utilizando-se Bélsamo do Canada ou Entellan,
finalizando o processo de preparacéo.

2.6.  Estudo histopatologico da lingua

26.1. Avaliagdo Imunohistoquimica

Para a avaliagdo Imunohistoquimica por PGP 9.5 e CD36, utilizamos os anticorpos PGP
9.5 da marca spring BIOS (cod. E 3344 policlonal, na diluicdo de 1:200, recuperacdo pH6) e
CD36 (anticorpo secundario de coelho, diluicdo de 1:50 recuperacdo pH 6). As laminas foram

analisadas em microscopio binocular Olympus BX 51 no aumento de 10x, as fotos foram
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feitas com a camera digital para captura de imagens contida no equipamento e foi usado o
software QCapture 2.81 (versdo 2.81.0, 2005). Foram capturadas todas as partes da lingua
que possuiam papilas gustativas fungiformes, que foram analisadas quanto ao seu grau de
sinalizacdo para CD36 e PGP 9.5.

26.2.  Queratinizacao

Para identificar as diferencas entre os grupos, foram capturadas fotos da parte frontal,
medial e caudal de cada lingua, também no aumento de 10x. As analises do tamanho das
cristas de queratina foram realizadas por meio do programa Image J em cada uma das trés

fotos e foram feitas as médias das medidas.

2.7.  Comparacgdo do consumo de macronutrientes com a alteracao morfol6gica da

estrutura gustatoria dos animais do estudo

A morfologia da estrutura gustatéria de cada um dos animais do estudo foi
correlacionada com a quantidade de carboidratos, proteinas e lipideos consumidos por cada
animal. No trabalho de Thoen e colaboradores (2015), os dados de consumo alimentar e de
bebidas foram coletados e, de acordo com o consumo de cada alimento, foi calculada a
guantidade de cada macronutriente consumido por animal em cada dia e realizada uma média

de consumo ao longo das 12 semanas de tratamento, que pode ser conferida na Tabela 4.

2.8.  Analise estatistica

Todos os dados foram analisados pelo programa SPSS, versdo 18. O efeito do tempo e
tratamento (tempo vs. tratamento) sobre a ingestdo de carboidratos, proteinas, lipidios e
refrigerante ao longo das 12 semanas de tratamento foi analisado por ANOVA de medidas
repetidas, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Os resultados de queratinizacdo e do CD 36
foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Student-Newman- Keuls. Os
valores foram expressos como média, sendo considerados estatisticamente significativos
valores de P<0,05. Para analisar as correlagdes entre consumo de nutrientes,

imunohistoquimica e queratina foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman’s.
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3. RESULTADQOS

3.1.  Consumo de Refrigerante

O consumo de refrigerante esta representado como média diaria em mililitros de
liquidos por animal (Figura 1A). Houve uma diferenca na ingestdo entre os grupos, 0s
animais que receberam refrigerante caloérico (RC e DC+RC) consumiram 68% e 38%,
respectivamente, mais refrigerante quando comparados aos grupos que receberam refrigerante
ndo calérico (RNC e DC+RNC). O grupo RC consumiu significativamente maior quantidade
de refrigerante (39%) comparado aos outros grupos (P<0,05). A ingestdo de refrigerante ndo

caldrico foi semelhante nos grupos RNC e DC+RNC (P>0,05).

3.2.  Ingestdo de Carboidratos

A ingestdo média diaria de carboidratos, ao longo do tratamento, esté ilustrada na
Figura 1B. Desde o inicio do tratamento, o consumo de carboidratos foi significativamente
maior (P>0,05) no grupo RC quando comparado aos outros grupos. Em relagdo ao grupo
controle, o RC ingeriu 30% a mais de carboidrato e, em relacdo ao grupo DC+RC, o grupo

RC ingeriu 18% a mais de carboidratos.

3.3.  Ingestdo de Proteinas

Conforme ilustrado na Figura 1C, a média de ingestdo diaria de proteinas foi
significativamente maior nos grupos CON e RNC comparado aos grupos RC, DC, DC+RC e
DC+RNC. O grupo RC consumiu 29% menos proteina quando comparado aos grupos CON e
RNC, porém, em relacdo aos grupos que receberam dieta de cafeteria (DC, DC+RC,
DC+RNC), o grupo RC consumiu maior quantidade de proteinas. A ingestdo da dieta de
cafeteria resultou na reducdo do consumo de proteinas em 50% no grupo DC comparado ao
CON, 34% no grupo DC+RC comparado ao RC e 50% no grupo DC+RNC comparado ao
RNC (P>0,05).
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3.4.  Ingestdo de Lipidios

Os grupos que receberam dieta de cafeteria (DC, DC+RC e DC+RNC) tiveram uma
média de ingestao de lipidios 4-5 vezes maior comparado aos grupos que receberam somente
racdo (CON, RC, RNC) (P< 0,005), como pode ser observado na Figura 1D.
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Figura 1. Média de Ingestdo de refrigerante, carboidratos, proteinas, e lipidios por grupo. A) Média de
consumo de refrigerante (A); Média de Ingestdo de carboidratos (CHO)(B); Média de Ingestdo de
proteinas (C); Média de Ingestdo de lipidios (D) por animal por grupo (g/d) ao longo das 12 semanas
de tratamento. Dados expressos em media £ EP de dez animais/grupo. CON (controle); RC
(refrigerante caldrico); RNC (refrigerante nao calérico); DC (dieta de cafeteria); DC+RC (dieta de
cafeteria + refrigerante calérico); DC+RNC (dieta de cafeteria + refrigerante nao cal6rico). (P< 0,05;
ANOVA de medidas repetidas seguida do pds teste de Bonferroni).

3.5.  Papilas gustativas

A disposicgéo das papilas gustativas varia de acordo com as condigdes de fixacdo e in-
corporagdo. Isso dificultou a identificacdo precisa dos diferentes tipos de células em algumas

amostras. Foram visualizadas papilas gustativas filiformes e fungiformes. Nenhuma papila
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circunvalada ficou visivel nos nossos cortes histologicos, isso pode ter ocorrido devido ao fato

dos ratos possuirem apenas uma papila circunvalada e os cortes ndo a contemplaram.

3.6. Queratina

Na Figura 2, observa-se a foto da queratinizacdo das linguas (A e C— Grupo Controle; B —
Grupo Refrigerante Calorico e D - Dieta de Cafeteria + Refrigerante Cal6rico). As linguas dos
ratos que receberam refrigerante normal apresentaram menor grau de queratinizagdo em
comparacdo aos outros grupos. Porém, os animais do grupo DC+RC apresentaram reducao
significativa da queratina da lingua em relagéo ao grupo RC (p < 0,05) Figura 3. A redugéo da
queratina do DC+RC mostrou correlagdo negativa moderada com o consumo do refrigerante
calérico (R=-326).

Figura 2. Queratinizacdo das Linguas. A e C - Grupo controle;
B- Grupo Refrigerante Caldrico e D- Grupo DC+RC.

35



.
€ 200006
e
-
©
a
S 150006
g
o nEn
[¢b] . u
5 e
& 100006 : :
D . u
o) e
m -. -.
® 50000 e
=) -: :l
wn - -.
w
(<)) . |
% O -. --l "' I
w CON DC DC+RC DC+RNC

Figura 3. Espessura da Queratina entre os grupos. Dados expressos em media + EP de dez
animais/grupo. CON (controle); RC (refrigerante caldrico); RNC (refrigerante néo calérico);
DC (dieta de cafeteria); DC+RC (dieta de cafeteria + refrigerante calérico); DC+RNC (dieta
de cafeteria + refrigerante ndo caldrico). ®significa diferenca estatistica (P<0,001; ANOVA
de uma via seguida pelo pds-teste de Student-Newman- Keuls).

3.7.  Intensidade dos marcadores neuroquimicos CD36 e PGP 9.5

A intensidade de marcacdo do anticorpo CD36 e do PGP 9.5 foi avaliada por
observacao dos pesquisadores e definida por meio do teste de concordancia de Kappa (0.795;

P<.05), que revelou concordancia entre os avaliadores.

3.7.1. CD36

Foram definidos trés tipos de intensidade na marcacdo de C36: nula: quando nédo
houve nenhum tipo de marcacdo ao anticorpo, fraca quando houve pouca marcacao e apenas
na regido apical e intensa quando a marcacgéo estava evidente em toda a papila, como pode ser

observado na Figura 4.
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Figura 4. Foto das Papilas Gustativas de Ratos mostrando a Intensidade de Marcacdo das Papilas
Fungiformes - CD36. A intensidade foi considerada como marcacdo nula =0, fraca = 1 e intensa = 2.

A avaliacdo do CD36 nas papilas demonstrou que os grupos CON e RNC
apresentaram marcacdo fraca, o grupo RC, DC e DC+RC apresentaram marcacao intensa. O
grupo que recebeu DC+RNC mostrou marcagdo muito fraca, sendo classificada como
marcagdo nula (Figura 5).
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Figura 5. Andlise de intensidade de marcagdo do anticorpo CD36. CON (controle); RC (refrigerante
caldrico); RNC (refrigerante ndo cal6rico); DC (dieta de cafeteria); DC+RC (dieta de cafeteria +
refrigerante calérico); DC+RNC (dieta de cafeteria + refrigerante ndo cal6rico). * ™ ‘letras diferentes
significam diferenca estatistica (P<0,001; ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Student-
Newman- Keuls).
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3.7.2. PGP95

A Figura 6 demonstra a intensidade de marcagéo do PGP 9.5 nas papilas fungiformes.
O grupo CON apresentou marcacdo moderada (50%), assim como o Grupo DC (55,6%). A
presenca de marcacdo intensa foi observada nos grupos RC (90%) e DC+RC (75%),
mostrando uma diferenca significativa em relacdo aos outros grupos [Fiss =4,602;
P<0,002)]. J& os grupos RNC e DC+RNC, apresentaram marcacdo predominantemente fraca
em 87,5% e 100%, respectivamente (Figura 7).

O consumo de refrigerante calérico mostrou correlacdo positiva com a intensa
marcagdo do PGP 9.5 (R= 0,284). A intensidade de marcacdo do PGP 9.5 foi
significativamente maior nos grupos que receberam refrigerante calérico em comparagao com
0s grupos que receberam refrigerante ndo caldrico. A intensidade da marcacdo do PGP 9.5
também mostrou correlacdo positiva moderada com o consumo de carboidratos (R= 0,381)

nos grupos RC e DC+RC.

Marcacédo fraca PGP 9.5 Marcacdo intensa PGP 9.5

Figura 6. Foto das Papilas Fungiformes mostrando a Intensidade de Marcagdo do PGP 9.5.
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Figura 7. Percentual de Intensidade de marcacao nas papilas fungiformes com PGP 9.5.

4. DISCUSSAO

A globalizacdo do fast food e de outros habitos da alimentacdo moderna afetou os
padrdes alimentares, inclusive em criancas de diversos paises no mundo (Adair et al., 2005).
O estudo de Rush e colaboradores (2017) relatou que o consumo de alimentos processados
por mais de duas vezes por semana estd associado a um maior risco de aumento de peso até a
obesidade (Rush et al., 2017; WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2007). Em nosso
recente estudo (Thoen et al., 2015), examinamos o0 comportamento alimentar em ratos, 0s
animais que receberam a dieta de cafeteria e refrigerante calérico ou ndo caldrico
apresentaram um consumo de alimentos solidos totais significativamente maior quando
comparados aos grupos CON, RC e RNC, que receberam apenas ra¢do padrdo. Entretanto, a
guantidade de racdo padrdo consumida pelos animais que receberam a dieta de cafeteria foi
significativamente inferior quando comparada aos grupos CON, RC e RNC. A dieta de
cafeteria, por apresentar uma variedade de alimentos altamente palataveis, foi preferida pelos
animais, todos consumiram uma quantidade superior de lipideos e inferior de proteinas devido
ao fato de a dieta de cafeteria ser rica em gorduras. O consumo da dieta de cafeteria resultou
em elevado consumo de energia total, aumento do peso corporal e aumento da deposicdo de
gordura visceral em ratos. Segundo Castro e colaboradores, essa dieta provoca uma disfuncéo
no controle da ingestdo alimentar e induz o acimulo de gordura corporal e aumento do risco
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metabolico, como observado nos animais que receberam dieta de cafeteria em nosso estudo.
Esses resultados coincidem com os encontrados no estudo de Shafat et al. (2009) que também
usou o0 modelo de dieta de cafeteria em ratos. Os animais ingeriram 25% de alimentos a mais
em comparagdo ao grupo controle. A exposi¢do a dieta de cafeteria resultou em um aumento
de 58% na ingestéo de energia total, aumentando o ganho de peso corporal e desenvolvimento
da obesidade, resultados que também foram encontrados no nosso estudo (Thoen et al.,
2015). Esses dados demonstraram que uma dieta variada e energeticamente densa induz a
hiperfagia e obesidade nos ratos.

Pereira e colaboradores (2016) se referem a percepcao alimentar como resultado da
integracdo de varios fatores, e ndo somente de um sentido individual. Por isso, € importante o
estudo dos efeitos da alimentacdo na percepcdo e consumo alimentar. No presente estudo,
foram analisadas as linguas dos animais tratados para 0 nosso estudo anterior (Thoen et al.,
2015), a finalidade foi avaliar o efeito da ingestdo da dieta de cafeteria e refrigerante sobre a
estrutura gustatéria dos ratos Wistar.

O grupo que recebeu refrigerante e dieta de cafeteria apresentou menor queratinizacao
na lingua em comparacdo aos outros grupos que receberam dieta padrdo. Conforme Kokobun
et al. (2012), a morfologia, estratificacdo e 0 nivel de queratinizacdo da lingua, assim como
sua funcionalidade, podem ser alterados conforme o ambiente em que o animal se encontra e
o tipo de sua alimentagéo. A alimentacdo ao friccionar as papilas, pode causar um desgaste na
queratina, que tem a funcao de proteger a mucosa oral (Kokobun et al., 2012, Bacha & Bacha,
2000). Acreditamos que o consumo de refrigerante associado ao consumo de alimentos
ultraprocessados possa ter sido a causa da alteracdo na espessura de queratina da lingua.
Talvez, a unido de aditivos quimicos presentes na composicdo desses alimentos (Louzada,
2015) possa alterar a queratina das linguas.

Os resultados do nosso estudo em relagdo a marcacdo do CD36 foram contraditorios
aos que sdo encontrados na literatura (Zhang et al., 2011; Chevrot et al., 2011 ), 0s grupos que
receberam Refrigerante Calorico, Dieta de Cafeteria, Dieta de cafeteria e Refrigerante
caldrico foram os que apresentaram maior intensidade na marcacdo de CD36 em comparacgao
aos que nao receberam dieta rica em gordura. Curiosamente, 0 grupo que recebeu
Refrigerante N&o Calorico, independente da dieta que recebeu, apresentou marcagédo fraca ou
nula em relagdo aos outros grupos. De acordo com a literatura, era esperado que 0s animais
que consumiram maior quantidade de gordura (DC, DC+RC e DC+RNC) apresentassem
menor marcacao do anticorpo CD36, pois de acordo com o estudo de Chevrot e colaboradores
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(2013), hd uma relacdo inversa entre o receptor de gordura CD36 e tamanho do tecido
adiposo, onde a obesidade altera o sistema de deteccdo de lipidios oral, ou seja, 0s ratos que
receberam dieta de cafeteria e refrigerante caldrico desenvolveram sobrepeso e obesidade.
Segundo dados do estudo de Zhang et al. (2011) e Stewart et al. (2010), esses animais
deveriam apresentar menor sensibilidade ao receptor de gordura CD36 e, consequentemente,
menor intensidade na marcacdo do CD36 em comparacdo aos grupos CON e RNC, pois
qguanto mais fraca a expressdo de CD36, menor seria a sensibilidade a gordura e mais
alimentos gordurosos precisariam ser consumidos para saciar. Uma menor sensibilidade aos
lipidios relacionada a obesidade pode ser associada a um consumo excessivo de alimentos
gordurosos (Passilly-Degrace, 2014).

A marcacdo do PGP 9.5 foi mais intensa nos grupos que receberam refrigerante
caldrico e também mostrou correlacdo positiva moderada com o consumo de carboidratos nos
grupos RC e DC+RC. De acordo com o estudo de Yee et al. (2001) a imunorreatividade do
PGP 9.5 nas papilas gustativas indica a presenca de ceélulas tipo Ill, o que significa a
existéncia de uma inervacdo neuronal intensa relacionada com a percepcdo do sabor. Esses
dados sugerem que o consumo de alimentos hiperpalataveis e densos em energia como 0
refrigerante caldrico e a dieta de cafeteria, podem alterar a percepcao bioldgica normal do
sabor, visto que esses alimentos possuem grande quantidade de acUcar, aditivos quimicos e
realcadores de sabor, que aumentam a sensibilidade a percep¢des do gosto e 0s tornam muito
saborosos, induzindo a hiperfagia (Brasil, 2014; Cambraia, 2004).

E importante observar que a maioria das evidéncias cientificas mostram resultados de
CD36 em papilas circunvaladas e cada uma com um método diferente de analise. No presente
estudo, foi possivel detectar apenas as papilas fungiformes que, de acordo com Correa et al.
(2015), estdo relacionadas com a sensibilidade ao gosto e contam com a presenca e
distribuicdo de marcadores neuroquimicos que podem ser analisados pela técnica de
imunohistoquimica (Astbéck et al. 1995). Porém, existem limitacOes a serem observadas em
relacdo a anélise de papilas gustativas nos cortes histolégicos da lingua dos ratos, pois o corte
pode influenciar na visibilidade dessas estruturas e na quantidade delas em cada lamina,

podendo variar o nimero e o tipo de papilas gustativas aparentes (Lawton et al., 2000).
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5. CONCLUSAO

Este estudo comparou o consumo de macronutrientes de diferentes dietas e seu efeito
sobre a estrutura gustatéria e percepcdo de sabor por meio da avaliacdo da marcacdo da
imunorreatividade dos anticorpos CD36 e PGP 9.5 por técnica de imunohistoquimica. Os
grupos que ingeriram refrigerante caldrico tiveram a queratinizacdo da lingua diminuida em
relacdo aos que receberam agua ou refrigerante ndo caldrico. Os resultados do nosso estudo
em relagdo a marcacdo de CD36 foram contraditorios aos encontrados na literatura, pois o0s
ratos que desenvolveram obesidade e consumiram maiores quantidades de gordura e acgucar,
ndo apresentaram marcacdo intensa a imunorreatividade ao CD36 nas papilas. A marcacdo
intensa do PGP 9.5 foi correlacionada com o consumo de refrigerante e carboidratos.

Esses dados sugerem que o consumo de alimentos hiperpalataveis e densos em
energia, que contém grande quantidade de agucar, gordura, aditivos quimicos e realgadores de
sabor, podem ser a causa da alteracdo morfoldgica da lingua, resultando em distdrbio na
percepcao biolodgica normal do sabor. Porém sdo necessarios estudos mais aprofundados em
relacdo ao efeito do consumo de dieta de cafeteria e refrigerante na estrutura gustatoria e

expressao de receptores neuroquimicos em ratos.
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Tabela 1
Composic¢do da Racgdo Padréo

Energia kcal/100g 295 kcal
g/100g 40,59
. Percentual de Energia 55%
Carboidratos
9/100g 16,29
. Percentual de energia 22%
Proteina
g/100g 1,59
. Percentual de Energia 4,5%
Lipideo
/100 7
Fibras J J J
mg/100 0,27m
sédio 9= o

Dados obtidos através do fabricante — Ra¢&o Nuvilab CR-1.
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Tabela 2
Composicdo nutricional da dieta de cafeteria

Energia Carboidratos Proteina Lipideo Sédio
. % %

kcal/100g 9/100g % de energia 0/100g de energia 9/100g de energia mg/100g
Salgadinho Yokitos
(YYoki) 496 60 (48,4) 5,2 4,2 26 47,1 600
Bolacha Recheada morango 499 66,6 54,4 5,33 4,4 21 38,6 2133
(Trakinas)
Wafer chocolate (Bauducco)  523,3 63,3 48,4 4,7 3,6 28 48,1 176,6
Leite condensado (Elegé) 320 55 68,7 7,5 94 8 22,5 90
Salsicha (Excelsior) 192,8 4,2 8,7 12 24,9 14,2 66,3 1463

Dados obtidos das embalagens dos alimentos.
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Tabela 3

Valores nutricionais da Cola-cola® tradicional e Coca-cola® zero

Refrigerante Quantidade(ml) Kcal Carboidratos(g) Saédio (mg) Cafeina (mg)
Coca-cola tradicional ® 1 0,43 0,11 0,05 0,1
Coca-cola zero ® 1 0,00 0,00 0,28 0,1

Dados obtidos do site do fabricante.
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Tabela 4

Média diaria de consumo 2 nutrientes o longo das 12 semanas de tratamento com dieta de cafeteria e refrigerante

CON RC RNC DC DC+RC DC+RNC
(n10) (n10) (n10) (n10) (n10) (n10)

CHO de sélidos (g) 146 +0.3 10.2+0.4° 14.5+0.42 12.5+0.5° 10.60.4" 13.3+0.9%¢
CHO de liquidos (g) - 9.3+0.7° - - 5.5+0.3b -
CHO Totais (g) 14.60.3%¢ 19.5+0.5° 14.5+0.4%° 12.5+0.5% 16.1+0.6° 13.3+0.9°
Proteina(g) 5.8+0.12° 4.1+0.15 5.8+0.17° 2.9+0.16° 2.7+0.19° 2.9+0.12°
Lipidios (g) 1.060.022 0.7+0.02° 1.06+0.03 4.8+0.2° 4.4+0.12° 45+0.2°
Na alimentos sélidos (mg) 71.6+1.5° 49.9+1.8° 71.4+2.1a 180.7+10.9° 189.6+13.7° 161+8.7°
Na dos liquidos (mg) - 4.3+0.3 3.8+0.3° 2.8+0.3° 4.5+0.3°
Sédio Total (mg) 71.6+1.5° 54.2+1.6° 75.242.3° 180+10.9° 192.4+13.7° 165.5+8.9°

Dados expressos em média + EP de 7-10 animais por grupo. CON (controle); RC (refrigerante caldrico); RNC (refrigerante ndo calérico); DC (dieta de cafeteria); DC+RC (dieta de
cafeteria+ refrigerante cal6rico); DC+RNC (Dieta de cafeteria+refrigerante ndo calérico). ® “letras diferentes significam diferenca estatistica (P<0,001; ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Student-Newman- Keuls).

Fonte: Thoen et al., 2015
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NORMAS PARA PUBLICACAO NO APPETITE JOURNAL
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Appetite Journal
Appetite is an international research journal specializing in cultural, social, psychological,
sensory and physiological influences on the selection and intake of foods and drinks. It covers
normal and disordered eating and drinking and welcomes studies of both human and non-human
animal behaviour toward food. Appetite publishes research reports, reviews and commentaries.
Thematic special issues appear regularly. From time to time the journal carries abstracts from
professionalmeetings.
Research areas covered include:
Psychological, social, sensory and cultural influences on appetite
Cognitive and behavioural neuroscience of appetite
Clinical and pre-clinical studies of disordered appetite
Nutritional influences on appetite
Food attitudes and consumer behaviour towards food
Psychology and ethnography of dietary habits
History of food cultures
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We also provide many author benefits, such as free PDFs, a liberal copyright policy, special
discounts on Elsevier publications and much more. Please click here for more information on our
authorservices.
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further information or help, please visit our Support Center
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Your Paper Your Way
We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may
choose to submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing
process. Only when your paper is at the revision stage, will you be requested to put your pa-
per in to a 'correct format' for acceptance and provide the items required for the publication of
your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.
INTRODUCTION

Types of article

Full length papers
Full length papers including empirical reports and theoretical reviews are published. Reviews
may be of any length consistent with succinct presentation, subdivided as appropriate to the
subject matter.

Special Sections or Issues
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Conference Abstracts
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stract starts with the title (mostly in lower case), name(s) of author(s) (upper case) and one
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postal address, complete with postcode and country, followed on the same line by one stand-
alone e-mail address. Any acknowledgements or references are included within the paragraph:
between the cited author(s) and year can be placed the abbreviated title of the journal, volume
and pages. Tables, Figures and footnotes are not allowed. A published abstract should not
promise findings or discussion, nor refer to presentation at the meeting. The title of the meet-
ing as the main title, the location and dates as a sub-title must be provided to form the heading
of the set of abstracts. Any session titles, special lectures or other material must fit into the

format and word count for the abstracts in that set.

Please note that questionnaires and interview protocols (in Figure form) are not published.

Contact details for submission
Authors should submit their articles electronically at: http://ees.elsevier.com/appetite/.
Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more de-

tails.

Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:
o E-mail address
e Full postal address
All necessary files have been uploaded:
Manuscript:
e Include keywords
« All figures (include relevant captions)
« All tables (including titles, description, footnotes)
 Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
« Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)
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o Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'
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« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and viceversa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (includ-
ing the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing inter-
ests to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

« Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN
Ethics in publishing
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vacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried
out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of
Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed.
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published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of
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quest, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been pub-
lished in an online issue, any requests approved by the Editor will result in acorrigendum.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement’ form or a

link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compila-
tions and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s)
must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the arti-

cle. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access

articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.

More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source
You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such

involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies
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Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the au-
thor for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.
Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.

» No open access publication fee payable by authors.

Open access

« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permittedreuse.
» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research

funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer

review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised ver-
sions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a
collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's

honor orreputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a col-
lective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do
not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more
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about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page
for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and ena-
ble public access from their institution's repository after an embargo period. This is the ver-
sion that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Em-
bargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journalsto
deliver value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public.
This is the embargo period and it begins from the date the article is formally published online
in its final and fully citable form. Find outmore.

This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Publishing Campus
The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offer-
ing free lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your
research. The College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure
your article and explains how editors will look at your paper when it is submitted for publica-
tion. Use these resources, and more, to ensure that your submission will be the best that you

can makeit.

Language (usage and editing services)
Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mix-
ture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to elim-
inate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may

wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Sex and Sexuality
Appetite publishes research across the spectrum of biological to cultural influences on eating.
Both sorts of influences interact with sexuality. Appetite encourages attention to these interac-
tions. To this end, authors are asked: to use "sex" rather than "gender" to describe indicators
of biological sex, including sex chromosomes, gonads, internal reproductive organs, and ex-

ternal genitalia, and to consider using, in addition to "male" and “female,"” "intersex" or “other"
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for combinations of these indicators that do not fit male and female; and to use appropriate terms,
such as gay, lesbian, bisexual, transgender, etc., to describe subjects' sexuality if the research
addresses this.
Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your arti-
cle details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file
used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's

decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/appetite/.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three poten-
tial referees along with your reasons for suggesting them. Note that the editor retains the sole

right to decide whether or not the suggested reviewers are used.

PREPARATION
NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a
single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in
any format or lay- out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should con-
tain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all
or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files
larger than 10 MB must be uploaded separately.

Appetite has published an editorial with guidelines on design and statistics, which authors are

encouraged to consult.

References
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any

style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal

61


http://ees.elsevier.com/appetite/
http://www.elsevier.com/__data/promis_misc/APPET_Guidelines.pdf

title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and
the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that miss-

ing datawill be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements
There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential ele-
ments needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Ma-
terials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be in-
cluded in your initial submission for peer review purposes.
Divide the article into clearly defined sections.
Please ensure your paper has consecutive line numbering, this is an essential peer review re-

quirement.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant
text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding cap-
tion should be placed directly below the figure or table.

Peer review
This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The
Editor's decision is final. More information on types of peerreview.

REVISED SUBMISSIONS
Number all the pages of the manuscript consecutively and make sure line numbers are includ-

ed too.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text

should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the
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Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-

check’ functions of your word processor.

Article structure
Subdivision - unnumbered sections
Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible
when cross- referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'.
Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed liter-

ature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the

source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may

stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
Appendices are not encouraged. Critical details of Method should be described in that section
of the manuscript.

Essential title page information

 Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
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Avoid abbreviations and formulae where possible.

o Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate
all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and
in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, includ-
ing the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of ref-
ereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any fu-
ture queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in thearticle
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are

used for such footnotes.

Abstract
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself. As per the journal style, the abstract text should not be more than 280 words

(1500 characters including spaces).

Graphical abstract
Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image
should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred
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file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on
our information site.
Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation oftheir

images and in accordance with all technical requirements.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of").
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligi-

ble. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List
here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,

writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United

States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the

funding.
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If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commer-

cial, or not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. The one exception to this

rule is that energy may be expressed in kilocalories (kcal) or joules.

Math formulae
Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of
e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have

to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article.
Artwok Electronic artwork General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

o Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables

within a single file at the revision stage.

« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate

source files. A detailed guide on electronic artwork isavailable.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of
500 dpi is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is

too low.
e Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted arti-
cle, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or

online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript
but concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert
illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range
of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your
image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website to find out

more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
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figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a
minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in ta-
ble cells.

References

Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the
text. If these references are included in the reference list they should follow the standard refer-
ence style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
'‘Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies

that the item has been accepted for publication.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last ac-
cessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the refer-
ence so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear

in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any cita-
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tions in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular ref-
erence management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically
formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the
format of the samplereferences and citations as shown in this Guide.
Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/appetite
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and
the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that miss-
ing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the

references yourself they should be arranged according to the followingexamples:

Reference style
Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American Psycho-
logical Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychologi-
cal Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered
online or APA Order Dept.,
P.0.B. 2710, Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU,
UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically

if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identi-
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fied by the letters 'a', 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article.
Journal of Scientific Communications,
163, 51-59. Reference to a book:
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman,
(Chapter 4).
Reference to a chapter in an edited book:
Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.
Reference to a website:
Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003).
http://www.cancerresearchuk.org/  aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/  Accessed 13
March 2003.
Reference to a dataset:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Video
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scien-
tific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their
article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This
can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file

formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and anima-
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tion files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose
any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed instructions
please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print ver-
sion for the portions of the article that refer to thiscontent.
Supplementary material
Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are re-
ceived (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.
RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,

code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are shar-
ing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and refer-
ence list. Please refer to the "References" section for more information about data citation. For
more information on depositing, sharing and using research data and other relevant research

materials, visit the research datapage.

Data linking
If you have made your research data available in a data repository, you can link your article di-

rectly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
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ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your pub-

lished article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data
This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets
directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers nextto

your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your sub-
mission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is una-
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