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“Sempre antes de realizar um sonho, a Alma
do Mundo resolve testar tudo aquilo que foi
aprendido na caminhada. Ela faz isto nao
porque seja ma, mas para que possamos,
Jjunto com o0 nosso sonho, conquistar também
as licbes que aprendemos seguindo em
direcdo a ele. E 0 momento em que a maior
parte das pessoas desiste. E o que
chamamos, em linguagem do deserto, de
‘morrer de sede quando as tamareiras ja
apareceram no horizonte”. Confie em seu
coragdo, mas ndo se esquega de que vocé
esta no deserto. Ninguém deixa de sofrer as
consequéncias de cada coisa que se passa
debaixo do sol. Uma busca comega sempre
com a Sorte de Principiante. E termina
sempre com a Prova do Conquistador’.

Paulo Coelho
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RESUMO

Introdugao: A obesidade € uma disfungdo metabdlica com aumento de
prevaléncia em nivel global, se tornando um dos maiores problemas de saude
publica da atualidade. Nesse contexto, intervengbes nutricionais visando o
controle desta doenga assumem uma importante relevancia. A dieta cetogénica
(DC) é uma dieta composta por altos niveis de gordura e baixos niveis de
carboidratos e é referida como eficiente para rapida perda de peso. Apesar de
sua ampla utilizagdo, os efeitos desta dieta sobre o metabolismo e o
funcionamento hepatico ainda sao controversos. Objetivo: Avaliar os efeitos
subcrénicos da dieta cetogénica (DC) sobre o metabolismo geral e
funcionamento hepatico de camundongos com obesidade e outras disfungdes
metabdlicas. Metodologia: Camundongos machos Swiss pés desmame, foram
divididos em dois grupos: grupo obeso que recebeu dieta de cafeteria (CAF) e
grupo controle (CTR) que recebeu dieta padrdo. Apds 12 semanas de
acompanhamento, os animais foram divididos em 5 grupos: grupo CTR/CTR,
que continuou recebendo racdo CTR; grupo CTR/DC, que substituiu a racao
CTR por DC; grupo CAF/CAF, que continuou com dieta de cafeteria; grupo
CAF/CTR, que substituiu a ragdo CAF por CTR; e grupo CAF/DC, que substituiu
a ragao CAF por DC. Os grupos foram acompanhados por mais 8 semanas.
Durante todo periodo experimental foram realizadas afericdes de peso corporal,
ingestao alimentar, niveis glicémicos e lipidicos, avaliagdo de transaminases,
grau de tolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Apos eutanasia, foi coletado
sangue para dosagens bioquimicas finais e de insulina e figado para avaliagao
de estresse oxidativo e perfil histopatolégico. Resultados: A dieta CAF (grupo
CAF/CAF) foi eficiente em induzir perfil obesogénico marcado por obesidade
central, dislipidemia, hiperglicemia, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
injurias hepaticas, estresse oxidativo e esteatose hepatica. E a administracao de
DC para animais previamente obesos (grupo CAF/DC) nao foi capaz de alterar
este perfil disfuncional, sendo capaz de controlar somente os niveis glicémicos.
Da mesma forma, a administragédo de dieta DC para animais controle (grupo
CTR/DC) também levou a instauragdo de desordens metabdlicas e hepaticas,
como 0s grupos acima citados. Por outro lado, a substituigdo da dieta CAF por
CTR (grupo CAF/CTR) foi eficiente em reverter todos estes parametros.
Conclusao: Nosso conjunto de dados sugere que a intervengdo com DC nédo
leva a perda de peso, instaura disfungées metabdlicas em sadios e agrava em
obesos e leva ao desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.
A substituicdo de uma dieta hipercaldrica por uma normocalérica se mostra mais
eficaz para o controle de disfun¢gdes metabdlicas.

Palavras-chave: Dieta cetogénica; Obesidade; Doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica; Dieta de cafeteria.



ABSTRACT

Background: Obesity is a metabolic disorder with increasing prevalence at a
global level, becoming one of the biggest public health problems today. In this
context, nutritional interventions aimed at controlling this disease assume an
important relevance. The ketogenic diet (KD) is a diet composed of high levels of
fat and low carbohydrates and referred to as efficient for rapid weight loss.
Despite its wide use, the effects of this diet on metabolism and liver function are
still controversial. Objective: To evaluate the subchronic effects of the ketogenic
diet (KD) on the general metabolism and liver function of mice with obesity and
other metabolic disorders. Methods: Swiss male mice after weaning were divided
into two groups: obese group that received cafeteria diet (CAF) and control group
(CTR) that received standard diet. After 12 weeks of follow-up, the animals were
divided into 5 groups: CTR/CTR group, which continued receiving CTR chow;
CTR/DC group, which replaced the CTR diet with DC; CAF/CAF group, which
continued with the diet cafeteria; CAF/CTR group, which replaced the CAF diet
with CTR; and CAF/DC group, which replaced the CAF ration with DC. The
groups were followed for an additional 8 weeks. During the entire experimental
period, measurements of body weight, food intake, glycemic and lipid levels,
evaluation of transaminases, degree of glucose tolerance and insulin resistance
were performed. After euthanasia, blood was collected for final biochemical and
insulin and liver measurements to evaluate oxidative stress and histopathological
profile. Results: The CAF diet (CAF/CAF group) was efficient in inducing an
obesogenic profile marked by central obesity, dyslipidemia, hyperglycemia,
glucose intolerance, insulin resistance, liver damage, oxidative stress and hepatic
steatosis. And the administration of DC to previously obese animals (CAF/DC
group) was not able to change this dysfunctional profile, being able to control only
glycemic levels. Likewise, the administration of DC diet to control animals
(CTR/DC group) also led to the establishment of metabolic and hepatic disorders,
such as the mentioned groups above. On the other hand, replacing the CAF diet
with CTR (CAF/CTR group) was efficient in reversing all these parameters.
Conclusion: Our dataset suggests that CD intervention does not lead to weight
loss, it establishes metabolic dysfunctions in healthy individuals and worsens it in
obese individuals and leads to the development of non-alcoholic fatty liver
disease. Replacing a hypercaloric diet with a normocaloric one is more effective
in controlling metabolic disorders.

Keywords: Ketogenic diet; Obesity; Nonalcoholic fatty disease; Cafeteria diet.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenga cronica néao-transmissivel (DCNT)
caracterizada pelo acumulo de gordura corporal resultante de um balango
energético positivo, onde o consumo caldrico supera o gasto (LEITNER et al.,
2017). E uma doenga de etiologia multifatorial, com destaque para fatores
genéticos, socioecondmicos, comportamentais e ambientais, tais como estilo de
vida sedentario e alto consumo de dietas hipercaldricas (JASTREBOFF et al.,
2019).

Apontada como o mal do século XXI, € um problema de saude publica
global que se expande em propor¢cdes pandémicas, acometendo de forma
alarmante individuos independentemente de género, etnia, faixa etaria e nivel
socioeconémico (APOVIAN, 2016). Levantamentos de 2015 estimam que
aproximadamente 2 bilhdes de adultos no mundo (39% da populagao) estejam
com sobrepeso ou obesidade (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). No Brasil, a
obesidade e o sobrepeso afetam aproximadamente 20,3% e 55,4% da
populagao, respectivamente (BRASIL, 2021).

O excesso de gordura corporal esta atrelado principalmente ao
desenvolvimento de multiplas desordens metabdlicas, tais como dislipidemias
aterogénicas, hiperglicemia, resisténcia a insulina (RI), doenga hepatica
gordurosa n&o- alcodlica (DHGNA) e hipertensdo (FRUH, 2017; SAXTON et al.,
2019). A obesidade é ainda uma disfungéo importante que compde a sindrome
metabdlica (SM), um conjunto de desordens metabdlicas que podem aumentar
em duas e cinco vezes o risco de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) (ENGIN, 2017).

Em decorréncia de sua alta prevaléncia e por constituir um importante
fator de morbimortalidade, a obesidade adquire uma grande relevancia néo
apenas no cenario de saude publica, mas também no contexto econémico e
social, visto que gera uma aceleracdo do envelhecimento, perda de
produtividade e um elevado 6nus com a doenga especifica e doencas
associadas (COLDITZ, 1992).

Diante desses dados preocupantes, o estudo e a implantagdo de

medidas de intervencgao dietéticas associadas a mudangas comportamentais sao
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as formas mais eficazes para garantir a redug¢ao desta prevaléncia e homeostase
do balango energético (TIMLIN et al., 2020).

A alimentacéao é de fato uma das principais formas de prevenir e reduzir
patologias como a obesidade e o DM2. Atualmente, existem diversos tipos de
dietas que levam a perda ponderal, dentre elas: a dieta do mediterraneo, jejum
intermitente, dietas com restricdes de carboidratos como as dietas low carb e as
dietas cetogénicas (CASTRO-BARQUERO et al., 2020). Apesar de algumas
destas intervencgoes e estratégias dietéticas serem amplamente conduzidas, néo
€ sabido quais destas intervengbes sao realmente eficazes e seguras para o
paciente.

Sao sdlidas as evidéncias que suportam que o aumento na ingestao de
carboidratos (CHO), especialmente os de alto indice glicémico, induzem RI, que
configura um importante fator de génese para a maioria das desordens
metabdlicas, tais como a obesidade e o DM2. De fato, o Estudo de Risco de
Aterosclerose em Comunidades, um estudo de coorte birracial e prospectivo com
mais de 3 mil participantes de 45 a 64 anos, demonstrou que maior ingestao de
CHO aumenta em até 50% o risco de morte (SEIDELMANN et al., 2018). Neste
sentido, a redugao da ingestao de carboidratos assume um importante papel
para a redugdo do peso corporal, melhoria do perfil glicémico, lipidico e dos
niveis pressoricos e de outras doengas enddcrinas, como a DHGNA (BOLLA et
al., 2019; WALTON et al., 2019; WATANABE et al., 2020).

As dietas cetogénicas (DC) séo intervengdes nutricionais baseadas em
um maior consumo de gorduras e baixo teor de carboidratos, que desencadeia
uma mudancga sistémica do metabolismo da glicose para o de acidos graxos e
mimetiza no corpo um estado de cetose semelhante ao jejum prolongado
(MASOOD; ANNAMARAJU; UPPALURI, 2021).

Inicialmente, a DC foi utilizada como terapia a epilepsia ndo responsiva
a medicamentos, porém foi observado que a mesma levava a perda de peso e
melhora de alguns parametros metabdlicos. A partir disto, essa dieta vem
galgando posi¢gdes de destaque na pratica clinica ao demonstrar efeitos
benéficos sobre a perda de peso, tratamento da obesidade, DM2, dislipidemias
e até doencgas neurodegenerativas (TAYLOR et al., 2018; KRAEUTER; GUEST;
SARNYAI, 2019; PAOLI et al., 2019; LUUKKONEN et al., 2020). Todavia, ainda

nao existe um consenso na comunidade cientifica sobre os efeitos da DC, pois
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enquanto uma série de estudos, como os acima citados, demonstram efeitos
positivos, outros a descrevem como desencadeadora de dislipidemias,
alteragdes hepaticas e Rl (GRANDL et al., 2018).

A DC é uma dieta amplamente utilizada para conter ou sanar danos
associados a obesidade, porém ainda nao estdo bem consolidados todos os
riscos e beneficios relacionados a esta intervencao. Deste modo, nosso trabalho
buscou avaliar se a dieta cetogénica atua como intervengao nutricional eficaz
contra disturbios metabdlicos e danos hepaticos induzidos por uma dieta
obesogénica de cafeteria, que mimetiza o consumo humano de fast-foods. Em
paralelo, buscamos avaliar também se a simples substituicdo da dieta de
cafeteria por uma dieta controle poderia acarretar resultados equivalentes ou
melhores que a dieta cetogénica. Esperamos com nossos resultados evidenciar

os beneficios e/ou maleficios relacionados ao uso de dieta cetogénica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome metabdlica e obesidade

A sindrome metabdlica é definida como um conjunto de trés ou mais
disfungdes metabdlicas que aumentam o risco de morte por doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus 2 (DM2) (ALBERTI et al., 2009). Dentre os
fatores de risco que compdéem a SM, destacam-se a obesidade abdominal,
hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia, dislipidemia aterogénica, resisténcia a
insulina, hipertensdo, doencas trombdéticas e doenga hepatica gordurosa nao
alcoolica (DHGNA) (RANA et al., 2022). A obesidade e a resisténcia a insulina
sdo os principais determinantes da SM e o crescimento de forma exponencial de
ambas morbidades tém contribuido para elevar a SM ao patamar de uma
pandemia (OLADEJO, 2011).

As causas da SM ainda constituem um desafio para os pesquisadores.
No entanto, condigbes como predisposi¢ao genética, sedentarismo, tabagismo,
um padrao nutricional desbalanceado, envelhecimento, estado pré-inflamatério
e alteracbes hormonais podem ter um efeito causal (SHERLING;
PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2017). A SM vem expandindo em proporgdes
epidémicas com altos custos socioecondmicos, atingindo cerca de 25% da
populagdo adulta mundial e aumenta em 2,5 vezes complicagbes
cardiovasculares e 5 vezes por DM2 (ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2005). A SM
vem ganhando maior destaque nos tempos atuais por conta do aumento
exponencial da obesidade em todo o mundo.

A obesidade é uma doenga metabdlica, caracterizada pelo excesso de
gordura corporal, resultante do balango energético positivo, onde o consumo
calérico supera o gasto, viabilizando o aumento dos estoques de gordura
corporal. Assim como a SM, a etiologia da obesidade também tem origem
multifatorial, resultante da interagao de genes, ambiente, estilos de vida e fatores
emocionais (STRINGHINI; SILVA; OLIVEIRA, 2007). Estima-se que
aproximadamente 2 bilhdes de adultos no mundo (39% da populagéo) estejam
com sobrepeso ou obesidade (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). No Brasil, a
obesidade e o0 sobrepeso afetam aproximadamente 20,3% e 55,4% da
populagao, respectivamente (BRASIL, 2021).
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A obesidade, caracterizada por um acumulo de gordura corporal do tipo
androide/ginoide, proporciona um ambiente disfuncional ao tecido adiposo, que
se encontra hipertrofiado, disfuncional, mais oxidativo e com maior producgio de
adipocinas pro-inflamatérias, que estdo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de dislipidemias, Rl e disturbios cardiovasculares (GREGG;
SHAW, 2017). A alta taxa de lipdlise dos adipécitos, que ocorre mediante a agéo
da lipase hormdnio sensivel (LHS), libera grande quantidade de acidos graxos
livres (AGL) estocados nos adipdcitos, que serdo direcionados para 6rgaos-alvo
(figado e musculo), como consequéncia, causam um aumento nos niveis de
VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa) e acumulo de triglicerideos (TG)
no figado e pancreas (MONTAGUE; O'RAHILLY, 2000). O excesso de tecido
adiposo € um fator importante para a secrecido das adipocinas interleucina fator
6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que sédo responsaveis pelo
aumento da inflamacéo e resisténcia a insulina (SALTIEL; OLEFSKY, 2017).

Além disso, os niveis elevados de VLDL e hipertrigliceridemia sao as
causas primarias de dislipidemia na obesidade e promovem direta e
indiretamente desbalango nos processos de sintese e oxidagao AGL no figado,
favorecendo a progressao da DHGNA (SEZER, 2017).

2.2 Doenga hepatica gordurosa nao alcoodlica (DHGNA)

A DHGNA é o espectro de lesdes relacionadas ao acumulo excessivo de
lipideos no citoplasma dos hepatocitos, em individuos sem histérico de ingestao
de alcool relevante (FRANCQUE; WONG, 2022). A DHGNA apresenta um amplo
espectro clinico-histologico que varia da esteatose simples, acumulo de gordura
sem evidéncia de lesao hepatocelular (balonizagao), até a esteatohepatite nao
alcodlica (EHNA) caracterizada pela presengca de esteatose, infiltrado
inflamatorio e balonizacdo com ou sem a presenga de fibrose. A EHNA pode
progredir para formas mais graves como cirrose, faléncia hepatica e carcinoma
hepatocelular (MANTOVANI; DALBENI, 2022).

Bem como a maioria das alteragdes metabodlicas, a DHGNA vem
crescendo no mundo inteiro afetando cerca de 25,2% da populagdo adulta
mundial, 51,3% entre obesos e 42,5% entre individuos com SM (YOUNOSSI et
al., 2016). Ademais, a DHGNA é considerada a manifestacéo hepatica da SM
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(KIM, C. H.; YOUNOSSI, 2008).

A génese da DHGNA é muito complexa e ainda nao totalmente
compreendida. A teoria mais aceita para a instauragéo e agravamento da doenga
€ a teoria dos multiplos hits, que descreve que inicialmente os fatores de risco
da SM (especialmente a obesidade e a RI) interagem em nivel hepatico
causando insultos celulares (primeiro hit), que culminardo em acumulo de acidos
graxos livres no interior de hepatécitos. O acumulo destes AG desencadearao
estresse oxidativo (segundo hit) e irdo desequilibrar as vias lipogénicas
hepaticas, favorecendo processos de lipogénese em detrimento de processos
oxidativos, levando um maior acumulo de gordura e promovendo uma agao
lesiva e persistente no hepatécito, que favorece o surgimento de inflamacgéao e o
desenvolvimento de EHNA. Concomitantemente, neste figado mais vulneravel,
citocinas pro-inflamatorias advindas do tecido adiposo e microbiota e o estresse
do reticulo endoplasmatico atuam de forma sinérgica (multiplos hits) para
proporcionar lesdes hepatocelulares, inflamacao e fibrose (TILG; MOSCHEN,
2010).

De forma mais recente, a teoria do multiplo crosstalk tem ganhado
evidéncia para explicar a génese da DHGNA. Esta teoria destaca que a
esteatose hepatica relacionada a obesidade pode ser o resultado de um
“crosstalk” desregulado orquestrado por variados horménios entre multiplos
orgaos extra-hepaticos e o figado em individuos obesos (WANG et al., 2022).

A maioria dos pacientes com DHGNA sao assintomaticos, apesar de
alguns pacientes apresentarem dor difusa, fadiga, hepatoesplenomegalia e
dispepsia (MILIC; LULIC; STIMAC, 2014). O diagnéstico incial se da pela
avaliagao bioquimica da elevagédo de atividade das enzimas transaminases
hepaticas (aspartato aminotransferase - AST e alanina aminotransferase -
ALT), da gama glutamil transpeptidase - yGT e da fosfatase alcalina - FAL e, de
modo mais especifico, por métodos de imagem (ultrassonografia, espectroscopia
por ressonancia magnética) e por biopsia hepatica, que constitue o padrao ouro
de diagndstico (JENNISON et al., 2019).

Histologicamente, o figado é considerado esteatoético quando apresenta
acumulo de gordura em pelo menos 5% dos hepatdcitos, enquanto que a EHNA
€ caracterizada pela presencga de esteatose e inflamagao hepatica com leséo
hepatocitaria (balonizagéo), com ou sem fibrose (EASL-EASD-EASO, 2016).
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A esteatose hepatica pode ser classificada como macro- ou
microvesicular. A macrovesicular € a mais predominante e caracterizada pela
presenga de um grande e unico vacuolo de gordura que desloca o nucleo do
hepatécito para a periferia, enquanto que a microvesicular é formada por
pequenos e humerosos vacuolos de gordura sem a descentralizagdo do nucleo.
Em via de regra, a esteatose microvesicular esta relacionada a prejuizos no
processo de (3-oxidacao mitocondrial e a uma maior probabilidade de evolugao
para uma EHNA (KLEINER, D. E.; MAKHLOUF, 2016).

Além da classificacao do tipo de esteatose, outros parametros também
sdo avaliados em cortes histologicos hepaticos (KLEINER, D. E., 2017), tais
como:

e Inflamagédo: presenga de infiltrados de células mono- e

polimorfonucleares;

e Balonizagdo: degeneragcdo caracterizada por hepatdcitos
arrendodados por conta de aletragdes da permeabilidade celular.
Encontrado em casos de EHNA com maior risco de evolugdo para
fibrose;

e Fibrose: acumulo de matriz extracelular composta principalmente por
colageno, é produzida pelas células estreladas hepaticas apds a lesao

celular.

A principal classificagao histologica da DHGNA utilizada clinicamente é
0 escore numérico de atividade (NAS), que é definido pela soma ndo ponderada
dos escores para esteatose (0-3), inflamacao lobular (0-3) e balonizagao (0-2). A
fibrose é incluida neste escore e avaliada em separado. Os valores da soma
podem variar de 0 a 8 em que NAS = 5 é associado ao diagndstico de EHNA,
enquanto NAS < 3 somente esteatose (KLEINER et al., 2005; EASL-EASD-
EASO, 2016).

Apesar de ser uma doenga com alta prevaléncia, as agéncias de
vigilancia sanitaria globais nao autorizam nenhum tratamento farmacolégico
especifico para o controle da DHGNA (RINELLA, 2015). Desta forma, medidas
terapéuticas ndo farmacoldgicas sao indicadas, tais como pratica de atividade

fisica e intervengdes nutricionais.
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Figura 1. Progressao da DHGNA e principais achados histolégicos. Adaptado de
RUISSEN et al. (2020).

2.3 Intervengdes dietéticas para o controle de doencas metabdlicas

A alimentacdo é uma das principais formas de prevenir e reduzir
patologias como a obesidade e o DM2. De fato, medidas de intervengao
dietéticas associadas a mudancas comportamentais sdo as formas mais
eficazes para garantir o controle destas doencas (TIMLIN et al., 2020).

Atualmente, existem diversos tipos de dietas que levam a perda
ponderal, dentre elas: a dieta do mediterraneo, jejum intermitente, dietas com
restricdbes de carboidratos como as dietas low carb e as dietas cetogénicas
(CASTRO-BARQUERO et al., 2020). Apesar de algumas destas intervengodes e
estratégias dietéticas serem amplamente conduzidas, ndo € sabido quais destas

intervencdes sao realmente eficazes e seguras para o paciente.
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Sao sdlidas as evidéncias que suportam que o aumento na ingestao de
CHO, especialmente os de alto indice glicémico, induzem RI, que configura um
importante fator de génese para desordens metabdlicas e cardiovasculares
como obesidade, DM2, hipertensdo e acidentes vascular encefalico
(BHARDWAJ; O'KEEFE; O'KEEFE, 2016). Uma meta-andlise realizada por
MENG et al. (2021) constatou que um maior consumo de bebidas com agucares
de adicado aumenta em 27% o risco para o desenvolvimento de DM2, em 9% de
doencas cardiovasculares e em 10% para outras causas de mortalidade. Neste
sentido, dietas restritivas da ingestdo de carboidratos assumem um importante
papel para a reducao do peso corporal, melhoria do perfil glicémico, lipidico e
dos niveis pressoricos e de outras doengas enddcrinas, como a DHGNA (BOLLA
et al., 2019; WALTON et al., 2019; WATANABE et al., 2020).

A dieta cetogénica € caracterizada por um alto teor de gorduras,
adequada em proteinas e baixo teor de carboidratos e foi desenvolvida para
mimetizar, em nosso organismo, os efeitos bioquimicos do jejum, mantendo um
estado de anabolismo constante (VEECH, 2004).

Esta dieta foi primariamente concebida como uma alternativa terapéutica
para o tratamento infantil de crises convulsivas ténico-clénicas generalizadas
nao responsivas ao tratamento medicamentoso, por mimetizar um estado de
cetose no organismo, que diminui a excitabilidade neural e consequentemente
controla as crises convulsivas. Atualmente, esta intervencao nutricional tem sido
mais utilizada para controle de peso e tem sido proposta como benéfica em
diversas condicdes clinicas como: obesidade, resisténcia a insulina, DM2 e até
cancer (SASLOW et al., 2017; BOLLA et al., 2019; ZOU et al., 2020).

Em via de regra, a DC classica é constituida por um alto teor de gordura,
principalmente triglicerideos de cadeia longa, que corresponde a cerca de 90%
do valor caldrico total da dieta, baixo teor de carboidrato e teor adequado de
proteinas, sendo o minimo de 1g/kg/dia. A prescricéo da dieta deve ser feita por
nutricionistas de modo individualizado de acordo com o objetivo e as
necessidades energéticas do paciente. A dieta é realizada nas proporgdes 3:1
ou 4:1 (g de gordura : g de carboidrato e proteina) e podem ser alteradas de
acordo com a resposta clinica e a cetose do individuo (FREEMAN et al., 2009).
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Atualmente, diversas variantes da DC classica foram desenvolvidas com
o objetivo de favorecer a aderéncia do paciente a intervengdo, melhorar a
palatabilidade, aumentar a diversidade de alimentos ofertados e reduzir os
efeitos adversos. Sao elas:
e Dieta de Atkins modificada: possui cerca de 60% do valor calérico
total constituida por gordura e sendo livre a quantidade de calorias. E
a DC mais liberal, de facil aderéncia e maior variedade de alimentos
palataveis;
e Dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia média: possui 70 a
75% do valor caldrico total constituido por éleos ricos em triglicerideos
de cadeia média (e.g. 6leo de coco e de palma) e permite um aumento
da quantidade de proteinas e carboidratos;
o Dieta de baixo indice glicémico: permite a ingestéo diaria de 40 a
60g de carboidratos de baixo indice glicémico ao dia, o que

corresponde a aproximadamente 10% do valor caldrico.

Baixos niveis de glicose sanguinea, decorrentes de um jejum
prolongado, ou de uma dieta rica em gorduras, como € o caso da DC, causam
uma resposta no pancreas que libera o glucagon na corrente sanguinea,
responsavel por estimular a cetogénese. Nos adipdcitos, esta maior oferta de
lipideos, estimula o horménio lipase sensivel (LHS) a realizar a lipdlise dos
triglicerideos armazenados no tecido adiposo e consequentemente os niveis de
AG na circulagao (ARAFAT et al., 2013).

Os AG seguem em dire¢cao ao figado que dara inicio a produgéao dos
corpos cetdnicos, que serao utilizados como principal fonte energética do corpo.
Os AG serao convertidos nas mitocdndrias em acetil-CoA pelo processo de -
oxidagao e serao desviados para cetogénese, que ira gerar os corpos cetdnicos
acetoacetato e B-hidroxibutirato. Na mitocondria, que possui em abundéancia a
enzima tioforase, os corpos cetdnicos sdo convertidos de volta em Acetil-CoA,
para serem oxidados no ciclo de Krebs e, por conseguinte, produzirem energia.
Devido a alta solubilidade, os corpos cetdnicos sdo difundidos diretamente na
corrente sanguinea, em dire¢do a tecidos como: musculos, coragéo e cérebro,

servindo de fonte de energia para esses tecidos (LONGO et al., 2019).
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Figura 2. Produgao de corpos cetdnicos. Por meio da lipdlise sao liberados os acidos
graxos que seguem em dire¢do ao figado e na mitocédndria ocorre o processo de
cetogénese. Os acidos graxos séo convertidos em acetil-coA por meio da B-oxidagao
nos produtos finais acetoacetato e B-hidroxibutirato. Estes corpos cetbnicos sao
exportados para o sangue e encaminhados para 6rgaos-alvo que conseguem converté-
los novamente em acetil-coA para que entdo possam ser oxidados no Ciclo de Krebs
e formar ATP. Fonte: (LONGO et al., 2019).

Apesar da DC ja ser bem consolidada como uma estratégia terapéutica
eficiente para o controle de epilepsia, seus efeitos sobre o metabolismo humano
ainda sdo controversos. Embora ela tenha ganho destaque na pratica clinica
por referir melhora em alguns parametros metabdlicos (e.g. perda de peso,
melhora na resisténcia a insulina), outras pesquisas mostram que ela acarreta
prejuizos como dislipidemias, danos hepaticos (e.g. esteatose), sem causar
perda ponderal (ELLENBROEK et al., 2014; COOPER et al., 2018; PARK et al.,

2020). Alguns artigos evidenciando esta controvérsia se encontram descritos na
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Tabela 1. Principais achados apés consumo de dieta cetogénica

Perda de peso

(JORNAYVAZ et al,
2010; HUANG, J. et al.,
2019; HER et al., 2020)

Ganho ou auséncia de perda de

peso

(BURCELIN et al., 2002;
BORGHJID; FEINMAN,
2012; BROWNLOW et
al., 2013; COOPER et
al., 2018)

Aumento ou sem alteragao

(SUMITHRAN et al.,
2013; NEWMAN et al.,
2017; COOPER et al.,
2018; GRANDL et al.,
2018).

Redugéao

(BADMAN et al., 2009;
HOLLAND et al., 2016;
ZHANG, X. et al., 2016;
DOURIS et al., 2017;
ROSENBAUM et al,
2019; HER et al., 2020;
LUUKKONEN et al,
2020)

Aumento ou sem alteracao

(GRANDL et al., 2018;
ROSENBAUM et al.,
2019)

(BADMAN et al., 2009;
WALTON et al., 2019;

Redugao
LUUKKONEN et al.,
2020),

Aumento (KLEINER, D. E.;
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MAKHLOUF,  2016;
ZHANG et al., 2018;
ZHANG et al., 2020)
(TENDLER et al., 2007;
PEREZ-GUISADO;
MUNOZ-SERRANO,
2011)

Reducgao

Uma dieta com restricao de carboidratos e restricdo caldrica pode ser
uma abordagem para perda ponderal, um grande passo na melhora de
condigdes patologicas como a DHGNA. Recomenda-se a pacientes diabéticos
uma redugdo do consumo dlicidico, elegendo as dietas com baixas
concentragdes de carboidratos como estratégias terapéuticas recomendaveis.
Como ja explicado anteriormente, dados de eficiéncia dessas dietas ainda s&o
controversos, tornando-se necessario a realizagdo de mais estudos para garantir

a eficiéncia e seguranga destas intervengdes nutricionais.
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3. JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma doenga crbnica, multifatorial e € considerada um
importante problema de saude publica. Diversas pesquisas vém sendo
desenvolvidas a fim de propor medidas eficazes no tratamento e controle da
obesidade, sendo a intervencgao dietética uma das formas consideradas mais
relevantes. Ainda nao existe um consenso na comunidade cientifica sobre uma
composicao dietética ideal capaz de proporcionar melhoras nos parametros
como dislipidemia, resisténcia a insulina, controle glicémico e perda de peso
favorecendo desta forma a diminuicdo de risco para o desenvolvimento de
doencas como sindrome metabdlica, DM2 e doencas cardiovasculares.

Tendo em vista que a obesidade é elemento-chave na génese de
desordens metabdlicas, como dislipidemias, Rl e doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica e levando em consideragao que a perda ponderal esta intimamente
ligada a melhora desse complicador, a dieta cetogénica tem sido amplamente
utilizada na pratica clinica, devido ao seu potencial dietoterapico no tratamento
dessa doencga, porém esses resultados ainda sao divergentes, deixando duvidas
a respeito do efeito metabdlico causado pela intervengao nutricional com dieta
cetogénica em modelo animal de obesidade induzida por dieta de cafeteria.

Assim, esperamos neste estudo caracterizar os efeitos da dieta
cetogénica sobre a composi¢ao corporal, parametros metabdlicos e figado de
camundongos obesos induzidos por dieta de cafeteria, bem como avaliar se a
substituicdo da dieta de cafeteria por uma dieta controle poderia acarretar em

resultados equivalentes a dieta cetogénica.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos subcrbnicos da dieta cetogénica (DC) sobre o
metabolismo geral e funcionamento hepatico de camundongos com

obesidade e outras disfungbes metabdlicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o desenvolvimento da obesidade e outras alteracbes metabdlicas
induzidas pela exposigéo a dieta de cafeteria em camundongos;

Avaliar a eficacia da dieta cetogénica em controlar as disfungdes
morfométricas e metabdlicas induzidas pela dieta obesogénica;

Avaliar o desenvolvimento de doenga hepatica gordurosa néo-alcodlica
induzida pela exposicdo a dieta de cafeteria e a eficacia da dieta
cetogénica em controlar as alteragbes hepaticas.
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5. METODOLOGIA
5.1 Dietas

Trés tipos diferentes de racdes foram utilizados neste projeto, séo elas:
dieta controle (CTR), dieta de cafeteria (CAF) e dieta cetogénica (DC). A dieta
CTR utilizada foi a ragdo padrao para roedores Nuvilab CR-1® (Nuvital), a dieta
DC (manufaturada por Prag Solugbes Comércio e Servigos Ltda.) e a dieta CAF,
que foi manufaturada a partir da adicdo de macronutrientes a dieta CTR
pulverizada (Prag Solugdes Comércio e Servigos Ltda.).

A dieta CAF era constituida em 37,5% por racao controle triturada, 25%
de amendoim triturado, 25% de chocolate ao leite (Garoto®, Nestlé) e 12,5% de
biscoitos triturados (Maizena®, Bauducco), que foram misturados e moldados
para formar pellets semelhantes a ragcdo CTR. Em adi¢ao a racdo CAF foram
oferecidos aos animais itens alimentares de sabor agradavel compreendendo
petiscos (Doritos®, Cheetos® e Baconzitos®, EIma Chips), bolo sabor brigadeiro,
chocolate ou morango (Santa Edwiges), biscoitos wafer sabor liméao, chocolate
ou morango (Amori®, Richester), mais duas mamadeiras, sendo uma com agua
e outra com refrigerante (Coca-Cola® ou Guarana Antartica®) (VANZELA et al.,
2010).

A composicao centesimal e densidade energética das demais dietas se
encontram descritas na Tabela 3. A densidade energética dos petiscos foi

calculada usando informag6es de macronutrientes fornecidas pelo fabricante.

TABELA 2. Composi¢coes centesimais das dietas padrao, cetogénica e
cafeteria.

Dieta Padrao Dieta cetogénica Dieta de Cafeteria

Carboidratos 55,4% 3% 41,2%
Proteinas 21% 8,6% 22,3%
Lipideos 5,2% 75,1% 24,5%
Fibras 7% 4,8% 6%

Valor energético 350 Kcal/100g 724 Kcal/100g 474,5Kcal/100g
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TABELA 3. Composicado nutricional dos itens alimentares adicionados a

dieta de cafeteria, conforme indicado pelos fabricantes do produto

Valor
Itens CHO* Proteinas Lipideos Fibras o
energético

Doritos®

0,60 0,05 0,23 0,05 5 Kcal/g
(ElmacChips)
Baconzitos®

0,55 0,05 0,30 0 5 Kcal/g
(Elma Chips)
Cheetos®

0,68 0,08 0,22 0 5,01 Kcal/g
(EImaChips)
Bolos (Santa

0,575 0,05 0,125 0 3,63 Kcallg
Edwiges)
Amori®

0,67 0,03 0,27 0 5 Kcal/g
(Richester)
Refrigerante

0,11 0 0 0 0,40 Kcal/mL
(Coca-cola®)
Refrigerante
(Guarana 0,10 0 0 0 0,39 Kcal/mL

Antartica®)

* CHO: Carboidratos

5.2 Animais e desenho experimental

Para este estudo foram utilizados camundongos da espécie Mus
musculus linhagem Swiss saindo do desmame (21 dias; machos; n=25) oriundos
do Biotério Central da UFMA e mantidos no Biotério Setorial da Pés-Graduacéao
da UFMA em gaiolas de polietileno forradas com xilana e (maximo de 5
animais/gaiola), em ambiente controlado (23 * 2 °C; umidade 60%; ciclo
claro/escuro de 12h) e com livre acesso a agua, dietas e demais itens
alimentares. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA) sob o parecer numero 23115.038755/2018-22.
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O desenho experimental encontra-se esquematizado na Figura 2 abaixo.

Ao sair do desmame os camundongos foram randomizados uniformemente pelo
peso em grupos experimentais que foram alimentados com ragdo CTR (n=10)
ou CAF (n=15) pelo periodo de 12 semanas. Apos este periodo, estes grupos
foram novamente redistribuidos em 5 grupos (n=5) acompanhados por mais 8
semanas que receberam dieta CRT, CAF ou DC, como descritos a seguir:

e CTR/CTR: 22 semanas de dieta padrao;

e CTR/DC: 12 semanas de dieta padrao + 10 semanas de dieta cetogénica;

e CAF/ CTR: 12 semanas de dieta de cafeteria + 10 semanas de dieta

padrao;
e CAF/ CAF: 22 semanas de dieta de cafeteria;
e CAF/ DC: 12 semanas de dieta de cafeteria + 10 semanas de dieta

cetogénica.

Randomizagéo e desenvolvimento da SM Randomizagéo e intervencio dietética Eutanasia
CTR/CTR
Diela _P‘jid”"o Coleta de sangue para
n=- dosagens bioguimicas
~ CTR ' finais: colesteral,
Dieta padréio triglicerideos, insulina e ALT
n=10 eTR/DE
Dieta cetogénica
n=5
_ . Coleta do tecido adiposo
i R— visceral e ndo visceral
CAF/CAF * ' para avaliagio
Dieta de cafeteria i morfamétrica e atividade
n=5 lipolitica
Camundongos
machos Swiss
( 21 dias, n=25) CAF CAF/CTR
Dieta de cafeteria Dletapadran .y Coleta do figado para
n=15 Lo JEL:, avaliagda histolégica e
L,— determinacao dos
CAF/DC niveis de MDA
Dieta cetogénica
h=5
GTTelTT GTTelTT
- Consumo de ragdo, dgua e refrigerante : 3 1
veyes na semana i : - Andlise morfométrica e bioguimica
- Acompanhamento ponderal : 1 vez na semana : g - Avaliacio histolagica

- indice de Lee, alicemia, colesteral e
trigliceridens : mensalmanta

Semanas de acompanhamento

13 2-1

Figura 3. Esquema do desenho experimental. Fonte: Autora.

Durante todo o experimento, o peso corporal, consumo alimentar e
hidrico foram monitorados semanalmente (3 vezes/semana) para avaliagdo do

progresso ponderal e consumo energético. Mensalmente, foram realizados o
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indice de massa corporea para acompanhamento da obesidade. Em paralelo,
aliquotas de sangue periférico foram coletadas a partir de se¢des da cauda para
avaliagdo da glicemia de jejum e pos-prandial em glicosimetros e separagao do
soro para avaliagao dos niveis lipidicos (colesterol total e triglicerideos) utilizando
kits laboratoriais.

Com dois meses de acompanhamento com a dieta controle ou cafeteria,
os animais foram submetidos aos testes de tolerancia a glicose (GTT) e insulina
(ITT). Na semana anterior ao periodo determinado para eutanasia (8 semanas
pos-substituicdo de dietas), os animais foram novamente submetidos aos
mesmos testes. Nos dias de eutanasia, os animais foram submetidos a jejum de
8 horas, anestesiados (solugdo de cetamina/xilazina 150:10 mg/kg) e
laparotomizados para coleta de sangue, coxins adiposos (gorduras
retroperitoneal, periepididimal e mesentérica) e figado.

O sangue coletado foi utilizado para as determinag¢des bioquimicas finais
(coleterol total, triglicerideos, glicemia e atividade da enzima alanina
aminotransferase - ALT) e dosagem hormonal de insulina. A partir dos niveis de
insulina, glicemia de jejum e triglicerideos foram calculados os indices HOMA-IR
e TyG para avaliagao indireta de resisténcia a insulina.

Por fim, os figados coletados foram pesados e aliquotas foram
separadas para avaliacdo de estresse oxidativo ou conservadas em formol

tamponado para posterior avaliagdo histopatologica.

5.3 Avaliagdes bioquimicas

A avaliagdo dos niveis glicémicos em estados de jejum e pos-prandial se
deu em glicosimetros (Accu-chek Active®, Roche).a partir de aliquotas de sangue
periférico coletadas por se¢des da cauda dos animais. As dosagens bioquimicas
de colesterol total, triglicerideos e ALT foram realizadas em soro obtido por
centrifugagcdo do sangue (3500rpm; 10min) e avaliadas por métodos
colorimétricos segundo os métodos descritos nos kits laboratoriais (Labtest®,
Brasil). A insulina sérica foi dosada por método imunoenzimatico segundo as

especificagdes descritas pelo fabricante (Sigma-Aldrich®).
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5.4 Teste oral de tolerancia a glicose (GTT)

Os animais foram submetidos ao GTT apds o tratamento inicial de 2
meses com dieta controle ou cafeteria e apdés 8 semanas de tratamento com
as diferentes dietas. Os animais foram mantidos em jejum alimentar de 8h, em
seguida foram imobilizados para administragao oral de glicose (2g/kg) ofertadas
por gavagem. Aliquotas de sangue foram coletadas por se¢des na cauda nos
tempos 0, 15, 30, 60, 120 minutos apdés a administracdo de glicose para
avaliagdo dos niveis glicémicos em glicosimetro. A partir das aferigbes
glicémicas foi calculada a area sobre a curva do grafico para avaliagcdo de
tolerancia a glicose (FLISTER et al., 2018).

5.5 Testes de tolerancia a insulina (ITT)

Para o ITT, os animais em estado alimentado receberam um bolus por
via intraperitoneal de 1Ul/Kg de insulina e, apds a administragao, foram avaliados
os niveis glicémicos com glicosimetro nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 minutos.
O quadro de tolerancia a insulina foi verificado pela curva de decaimento dos
niveis de glicose observados nos diferentes tempos de coleta (FLISTER et al.,
2018).

5.6 Analise histopatolégica do figado

Amostras de figado foram fixadas em solugdo 10% de formalina
tamponada por 24 horas a temperatura ambiente e logo apés foram conservadas
em etanol a 70% por 20 dias e embebidas em parafina. Para os cortes
histologicos foram feitas secgbes de 5um de espessura, a diferentes
profundidades do tecido, avangando 50 um de profundidade a cada nova face a
ser seccionada. Os cortes foram corados por método de coloragéo
hematoxilina/eosina e analisadas por trés avaliadores as cegas para avaliagao
do grau de esteatose, esteatohepatite e inflamacgao (KLEINER et al., 2005).

5.7 Avaliacao de estresse oxidativo

Amostras de figado foram homogeneizadas em solugdo tampao de
fosfato 20mM contendo 140 mM KCI e 1 mM EDTA (pH 7,4; 1:10 p/v) e
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centrifugado (750 x g; 10 min; 4 ° C) para separar o sobrenadante. Em seguida,
150 uL de sobrenadante foram adicionados a 300 pL de Acido tricloroacético a
10% (Sigma- Aldrich, EUA) (resfriado) e acido tiobarbiturico 0,67% (Merck,
Alemanha) em sulfato de sédio 7,1% e incubado em banho-maria (80 °C) por 25
min. A mistura foi arrefecida e o cromogénio rosa isolado por adigdo de butanol
(2:1 viv) seguida de centrifugacao (3000 x g; 10 min). A quantificacdo das
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi determinada
espectrofotometricamente em 535 nm. Para a curva de calibragédo utilizou-se
1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich, EUA) como padréo e os niveis de
TBARS foram expressos como pM de MDA/mg de proteina (MIHARA;
UCHIYAMA, 1978).

5.8 Analise dos Resultados

A analise estatistica dos dados foi conduzida no software GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., USA). Os resultados foram expressos como
média + e.p.m e submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov)
seguido por analise paramétrica ANOVA unidirecional (pds teste Newman-Keuls)
ou teste t-Student com uma significancia de p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os aumentos de prevaléncia/incidéncia da obesidade estao diretamente
relacionados ao desenvolvimento de diversas patologias como diabetes, doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica e doengas cardiovasculares, que geram altas
taxas de mortalidade e grandes custos de saude publica (VILLARROYA et al.,
2018; CERCATO; FONSECA, 2019). Em contrapartida, a perda ponderal leva a
melhoria de diversas disfungbes metabdlicas. Diante disso, intervengdes
nutricionais emergem como estratégias relevantes na prevengédo e manejo da
obesidade e morbidades associadas (CASAS et al., 2018). Deste modo, nosso
trabalho buscou avaliar se a dieta cetogénica atua como uma intervengao
nutricional eficaz contra disturbios metabdlicos induzidos por uma dieta
obesogénica e se a simples substituicdo desta dieta por uma alimentagao
balanceada poderia acarretar resultados equivalentes ou melhores que a deita
cetogénica.

O grupo CAF/CAF quando comparada ao CTR/CTR se mostrou efetivo
em induzir aumento ponderal a partir da 42 semana (33,3 + 0,43 g vs. 31,12 £
0,36 g; p<0,001; Figura 4A), que persistiu por todo periodo de acompanhamento
(464,4 + 22,74 vs. 365 + 7,03; p<0,001; Figura 4B). Em decorréncia do elevado
consumo energético (2849 + 400,2 vs. 1877 + 91,9; p<0,01; Figura 4C e 4D)
além do aumento ponderal, os animais também apresentaram desenvolvimento
de obesidade (0,44 + 0,02 vs. 0,39 + 0,007 g/cm?; p<0,0001; Figura 4E); com
acumulo de depdsitos adiposos viscerais e nao-viscerais (0,341 + 0,07 vs. 0,124
1 0,03 g/10g; p<0,05; Figura 4F).

O grupo de animais controle que passou a receber dieta cetogénica
(CTR/DC) quando comparado ao grupo CTR/CTR apresentou elevagéao do peso
(447,7 £ 5,45 g; p<0,001; Figura 4A), elevada ingesta energética (3234 + 139,1;
p<0,001; Figura 4C e 4D), obesidade (0,478 + 0,007 g/cm?; p<0,001; Figura 4E)
e acumulo de massa adiposa (0,41 + 0,04 g/10g; p<0,01; Figura 4F).

Por outro lado, a substituicdo da dieta CAF pela dieta controle (Grupo
CAF/CTR) quando comparado ao grupo CAF/CAF foi eficiente em reverter o
ganho ponderal (387,9 £ 9,72 g; p<0,01; Figura 4A), obesidade (0,3935 £ 0,015
g/cm?; p<0,05; Figura 4E) e acumulo adiposo (0,04 + 0,003 g/10g; p<0,01; Figura
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4F), provavelmente por conta do baixo consumo energético (2046 + 78,43;
p<0,01; Figura 4C e 4D). Por fim, os animais obesos que receberam dieta
cetogénica (CAF/DC) apresentaram apenas elevagdo da ingesta energética
(4033 + 226,3; p<0,01; Figura 4C e 4D) quando comparados ao seu grupo
controle (CAF/CAF).
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FIGURA 4. Avaliagao morfométrica. A, Peso dos animais (g); B, AUC do peso; C, Consumo
energético (Kcal/10g/semanas), D, AUC do consumo energético pds-intervengao; E, IMC (g/cm?)
e F, peso relativo (g/10g) dos coxins adiposos visceral e ndo visceral avaliado nos grupos
experimentais que receberam somente dieta controle (CTR/CTR), dieta controle seguida de dieta
cetogénica (CTR/DC), somente dieta de cafeteria (CAF/CAF), dieta de cafeteria seguida de dieta
controle (CAF/CTR) e dieta de cafeteria seguida de dieta cetogénica (CAF/DC). Os pontos e
barras representam média + EPM (One-Way ANOVA - Newman Keuls). As diferencas foram
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consideradas quando p < 0,05. 2 representa diferenga em relagéo ao grupo CTR/CTR, ® ao grupo
CTR/DC, © ao grupo CAF/CAF e 9 ao grupo CAF/CTR.

A maioria dos estudos pré-clinicos utiliza dietas com alto teor de gordura
(high fat diets) ou agucares de adigao (principalmente frutose) como indutor de
obesidade e alteragdes metabdlicas, contudo as dietas CAF tém sido apontadas
como modelos que mimetizam de forma mais fidedigna o consumo alimentar
contemporaneo, caracterizado por diversidade de alimentos palataveis, elevado
aporte caldrico e alto teor de carboidratos simples e/ou lipideos (SAMPEY et al.,
2011). A dieta CAF é eficiente em induzir obesidade (BUYUKDERE; GULEC,;
AKYOL, 2019), dislipidemia (MBALLA et al.,, 2021), hiperglicemia,
hiperinsulinemia (MARTIN-GONZALEZ et al., 2020), e até anormalidades
estruturais e funcionais em diferentes o6rgaos (e.g. coracgdo, figado, rim,
pancreas, tecido adiposo, pulmdo, bago e intestino delgado), mesmo em
diferentes tempos de inducdo e composigdes centesimais (HAZARIKA et al.,
2016).

Como esperado, a dieta CAF teve sucesso em promover alteragdes
morfométricas como aumento ponderal e obesidade central, panorama este
replicado em diversos estudos (BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019; MORAIS
et al., 2019; AOUICHAT et al., 2020). Ademais, CASTRO et al. (2015) afirmam
que a administragdo da CAF durante os primeiros meses de vida provoca
instalacao persistente do perfil obesogénico e as alteragcbes morfométricas nao
sao totalmente revertidas apos substituicido por uma dieta padrao.

Em contraponto a esta informagéo, em nosso estudo a substituicdo da
dieta CAF por uma dieta padrdo em animais com obesidade induzida desde o
desmame (grupo CAF/CTR) se mostrou uma intervengao eficaz em reverter todo
ganho ponderal e adiposo na vida adulta. Resultados semelhantes foram
observados no estudo de REYNES et al. (2014) que utilizava uma dieta CAF
composta por itens alimenticios diversos e com uma alta densidade energética
para inducao de obesidade, e apds a substituicdo por 2 meses da dieta CAF pela
dieta CTR observou-se uma normalizacao da obesidade e adiposidade, mas nao
da massa corporea.

Esperavamos que a intervengdo com a DC tivesse um desfecho
semelhante, visto que diversos estudos relatam eficacia de dietas cetogénicas
como estratégias para diminuigédo do peso corporal (JORNAYVAZ et al., 2010;
HUANG, J. et al., 2019; HER et al., 2020). Entretanto, um panorama diferente foi
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observado em nosso estudo, e os animais que receberam a DC acabaram
ganhando peso e adiposidade independente de seu perfil ponderal pré-
intervengcdo. Com menor frequéncia, ha relatos na literatura de animais sadios
que receberam DC e ndo perderam peso (BROWNLOW et al., 2013), de animais
sadios que ganharam peso apds a DC (BURCELIN et al., 2002; BORGHJID;
FEINMAN, 2012; COOPER et al., 2018) e de animais previamente obesos que
apos a DC permaneceram com seu peso elevado (BADMAN et al., 2009).
Aparentemente, uma elevagao dos niveis de gordura (acima de 80%) e reducéo
dos CHO (0%) nessas dietas, aumenta a secregao de leptina nos animais e induz
o aumento de massa adiposa (BORGHJID; FEINMAN, 2012).

O apetite/sensacao de saciedade sao reguladas em nivel hipotalamico
por diversos nutrientes e horménios, tais como glicose, acidos graxos livres,
leptina, insulina, grelina, colecistoquinina (CCK), peptideo semelhante a
glucagon 1, peptideo YY e polipeptideo pancreatico (SCHWARTZ et al., 2000).
Ja foi demostrado que animais alimentados com dieta cetogénica tendem a um
baixo consumo alimentar; isto por conta da reducao de apetite e maior sensacao
de saciedade induzida pelo elevado teor de gorduras que compde a dieta,
manutengao da secrecao de CCK pds-prandial e reducéo dos niveis de grelina
(SUMITHRAN et al., 2013). Porém, esta situagao de baixo consumo alimentar e
consequente baixo aporte energético nao foi observada em nossos animais, o
que pode ter contribuido para o ganho de peso observado nos animais que
receberam a DC durante o periodo de acompanhamento.

Sugere-se que o efeito antiobesogénico normalmente encontrado com a
DC esteja relacionado com sua capacidade de: (1) reduzir o processo de glicélise
ao favorecer a utilizagdo de corpos cetdnicos como fonte energética primaria
(WASTERLAIN et al., 2010); (2) promover a lipdlise do tecido adiposo (KATHER
et al., 1987); (3) reduzir os niveis de insulina (HER et al., 2020); (4) aumentar o
gasto energético como consequéncia de maior secre¢ao de hormdnios
tireoidianos e catecolaminas (HALL et al., 2016); e (5) reduzir o quociente
respiratério de repouso, refletindo maior oxidacédo de gorduras para produgéo
energética (TAGLIABUE et al., 2012).

No que se refere a avaliagdo do eixo glicose-insulina, os animais
alimentados exclusivamente com a dieta CAF (CAF/CAF) quando comparado ao
seu controle (CTR/CTR) apresentaram hiperglicemia em estado de jejum (435,8
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1 48,42 vs. 96,13 £ 3,73 g/dL; p<0,0001; Figura 5A) e no estado alimentado
(565,5 + 23,3 vs. 1424 £ 7,47 g/dL; p<0,0001; Figura 5A), hipercolesterolemia
(166,9 £ 6,51 vs. 104,2 + 4,53 mg/dL; p<0,0001; Figura 5A) e aumento dos niveis
de triglicerideos (130,6 + 4,2 vs. 88,21 + 13,7 mg/dL; p<0,05; Figura 5A).
Ademais, o grupo obeso (CAF/CAF) apresentou intolerancia a glicose (2266 +
37,87 vs. 998,8 + 78,72; p<0,0001; Figuras 5B e 5C), hiperinsulinemia (73,82 +
8,3 vs. 29,11 + 1,55 yLU/mL; p<0,001; Figura 5D), resisténcia a insulina
caracterizada por redug¢ao do KITT (0,66 + 0,17 vs. 2,25 £ 0,09 %/min; p<0,0001;
Figura 5E) e aumento do indice TyG (10,41 = 0,33 vs. 8,34 +0,16; p<0,0001;
Figura 5F) e indice HOMA-IR (59,19 £ 5,1 vs. 7,38 £ 0,63; p<0,001; Figura 5G).

O grupo CTR/DC quando comparado ao CTR/CTR apresentou aumento
da glicemia de jejum (1658 + 11,78 mg/dL; p<0,05; Figura 5A),
hipercolesterolemia (135,4 + 5,1 mg/dL; p<0,01; Figura 5A), hiperinsulinemia
(50,82 £ 4,95 uLU/mL; p<0,05; Figura 5D) e menor responsividade a insulina,
caracterizada pela redugao do KITT (1,54 + 0,07 %/min; p<0,01; Figura 5E) e
aumento do TyG (8,98 £ 0,07; p<0,05; Figura 5F).

Por sua vez, a substituicido da dieta de cafeteria por uma dieta controle
(CAF/CTR) quando comparado ao grupo CAF/CAF foi capaz de reverter a
hiperglicemia de jejum (125,8 £ 6,00 mg/dL; p<0,0001; Figura 5A) e pés-prandial
(150,3 £ 5,155 vs. 565,5 + 23,3 g/dL; p<0,0001; Figura 5A) e reduzir os niveis de
colesterol (107 + 4 mg/dL; p<0,0001; Figura 5A), sem, no entanto, reduzir os
niveis de triglicerideos (Figura 5A). Além disso, a retirada da dieta CAF reverteu
a intolerancia a glicose 1179 = 54,6; p<0,0001; Figuras 5B e 5C), reduziu os
niveis de insulina (40,88 + 4,7 pLU/mL; p<0,05; Figura 5D), melhorou a
sensibilidade a insulina (1,46 £ 0,19 %/min; p<0,01; Figura 5E) e diminuiu a Rl
nos indices TyG (8,95 + 0,12 vs. 10,41 + 0,33; p<0,01; Figura 5F) e HOMA-IR
(14,00 £ 1.19 vs. 59,19 £ 5,1; p<0,001 Figura 5G).

O grupo obeso (CAF) que recebeu dieta cetogénica (CAF/DC) quando
comparado ao CAF/CAF atenuou os niveis glicémicos em jejum (148,1 £ 3,75
mg/dL; p<0,0001; Figura 5A) e pds-prandial (179,5 £ 6,47 mg/dL; p<0,0001;
Figura 5A), porém n&o modificou os niveis lipidémicos (Figura 5A). Outrossim,
melhorou a sensibilidade a glicose (1283 + 45,66; p<0,0001; Figura 5B e 5C),

nao alterou os niveis insulinémicos (Figura 5D), porém melhorou a sensibilidade
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a insulina (1,3 £ 0,24 %/min; p<0,05; Figura 5E) e atenuou a Rl pelo TyG (9,17
1 0,22; p<0,0001; Figura 5F).
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FIGURA 5. Avaliacao do perfil glicolipidico e resisténcia a insulina. A, bioquimica sérica
(mg/dL); B, niveis glicémicos (mg/dL); C, AUC do GTT; D, kITT (%/min); E, insulina (uLU/mL); F,
TyG e G, HOMA-IR avaliado nos grupos experimentais que receberam somente dieta controle
(CTR/CTR), dieta controle seguida de dieta cetogénica (CTR/DC), somente dieta de cafeteria
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(CAF/CAF), dieta de cafeteria seguida de dieta controle (CAF/CTR) e dieta de cafeteria seguida
de dieta cetogénica (CAF/DC). Os pontos e barras representam média + EPM (One-Way ANOVA
- Newman Keuls). As diferengas foram consideradas quando p < 0,05. 2 representa diferenga
em relagdo ao grupo CTR/CTR, P ao grupo CTR/DC, € ao grupo CAF/CAF e 9 ao grupo CAF/CTR.

Todos esses efeitos encontrados apos utilizagdo da dieta CAF estéao
interligados e podem ser explicados a devido a sobrecarga alimentar de
carboidratos simples, principalmente glicose e frutose, e gorduras trans e
saturadas, que em conjunto perturbam severamente diversas vias de sinalizagéo
metabdlica (BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019).

Particularmente, os componentes da CAF atuam estimulando a
lipogénese de novo, favorecendo a sintese de lipideos e inibindo a oxidagéao dos
mesmos (MANCO, 2017); estimulando as via da glicero- e gliconeogénese, que
contribuem respectivamente para elevagao dos niveis plasmaticos de glicerol e
glicose (CHAVES et al., 2012); e, devido a sua alta palatabilidade, induzindo
mecanismos de adaptagao neural, sensag¢ao de prazer, ativagdo do sistema de
recompensa e hiperfagia (MACEDO; FREITAS; TORRES, 2016). Os produtos
destas vias metabdlicas sdo responsaveis pela dislipidemia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, estresse oxidativo e RI, que sao fatores causais para o ganho
de peso, acumulo adiposo, obesidade, DHGNA e DM2 (HAZARIKA et al., 2016).

No que se refere a DC, mesmo com toda relevancia clinica como
alternativa eficiente para reducdo de peso, os desfechos metabdlicos
apresentados apos esta intervencdo bem como possiveis mecanismos de acao
ainda sao bem diversos e/ou desconhecidos. Em relagdo ao metabolismo da
glicose, estudos apontam um papel anti-hiperglicemiante (BADMAN et al., 2009;
HOLLAND et al., 2016; ZHANG, X. et al., 2016; DOURIS et al., 2017; HER et al.,
2020; LUUKKONEN et al., 2020), redutor da secrecéao de insulina (BADMAN et
al., 2009; HER et al., 2020) e de resisténcia a insulina (BADMAN et al., 2009;
DOURIS et al., 2017; ROSENBAUM et al., 2019) da DC, enquanto outros nao
apontaram nenhum beneficio (SUMITHRAN et al., 2013; NEWMAN et al., 2017;
COOPER et al., 2018; GRANDL et al., 2018).

No perfil lipidico também observamos uma vasta diversidade de efeitos,
com alguns reduzindo os niveis de ftriglicerideos, colesterol e acidos graxos
(BADMAN et al., 2009; WALTON et al., 2019; LUUKKONEN et al., 2020),
enquanto outros ndo alteram/aumentam os niveis lipémicos (GRANDL et al.,
2018; ROSENBAUM et al., 2019).
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Dentre os principais mecanismos de agao pelos quais a DC promove
seus efeitos metabdlicos, destacam-se: (1) ativagdo da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK), que atua na homeostasia do eixo glicose-insulina (KENNEDY
et al., 2007; ACCURSO et al., 2008); (2) inibicdo da expressdo de enzimas
relacionadas a sintese de &cidos graxos, como a estearoil coenzima A
dessaturase (SCD-1), bem como aumento da expressao de marcadores
envolvidos na oxidagdao dos mesmos, como o receptor ativado por proliferadores
peroxissomais tipo alfa (PPARa) e a acil-coA desidrogenase (BADMAN et al.,
2009); (3) aumento da expressao do coativador 1-alfa do receptor gama ativado
por proliferador de peroxissoma (PGC1a), importante regulador da atividade e
biogénese mitocondrial, termogénese, metabolismo oxidativo muscular,
gliconeogénese e secregao de insulina (JORNAYVAZ et al., 2010; BESSEICHE
et al.,, 2015); (4) aumento da secrecdo de leptina e redugdo da insulina
(BORGHJID; FEINMAN, 2012; HER et al., 2020).

Por fim, avaliamos o impacto das intervengdes nutricionais sobre o
figado. Nenhum dos grupos analisados demonstrou alteragédo de massa dos
figados (Figura 6A). Os animais CAF/CAF quando comparados ao seu controle
(CTR/CTR) apresentaram um grau de dano hepatico marcado pelo aumento da
atividade da enzima alanina aminotransferase - ALT (6,31 + 1,25 vs. 1,43 £ 0,33
U/L; p<0,01; Figura 6B), lipoperoxidagao (1,23 + 0,26 vs. 0,09 + 0,01 yM/mg de
figado; p<0,0001; Figura 6B) e esteatose hepatica (1,88 + 0,12 vs. 0; p<0,0001;
Figura 6B).

O grupo CTR/DC quando comparado ao CTR/CTR também apresentou
aumento da ALT (6,03 + 1,35 U/L; p<0,05; Figura 6B), lipoperoxidacao (0,35 +
0,06 uM/mg de figado; p<0,01; Figura 6B) e acumulo de gordura intrahepatica
(1,40 £ 0,24; p<0,001; Figura 6B). A substituicao da dieta de cafeteria (CAF/CAF)
pela dieta controle (CAF/CTR) foi capaz de reduzir as injurias hepaticas (1,66 +
0,40 U/L; p<0,01; Figura 6B), danos oxidativos (0,17 £ 0,02 yM/mg de figado;
p<0,0001; Figura 6B) e 0 acumulo de gordura intrahepatica (0,83 £ 0,30; p<0,01;
Figura 6B). Por fim, a introdugcdo de dieta DC para os animais previamente
alimentados com dieta CAF (CAF/DC) quando comparados ao grupo CAF/CAF
foi capaz de reduzir a peroxidagao lipidica (0,52 + 0,06; p<0,0001; Figura 6B)
sem diminuir os danos hepaticos (Figura 6B) e a esteatose (Figura 6B).
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O figado é a maior glandula enddcrina do corpo humano, e atua no
metabolismo de macro- e micronutrientes (carboidratos, lipideos, proteinas e
vitaminas), drogas e hormonios (TENNANT, 1997).
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FIGURA 6. Avaliagio de danos hepaticos. A, peso do figado (g/10g); B, atividade da enzima
alanina aminotransferase (U/L); C, niveis hepaticos de malondialdeido — MDA (pM/mg de figado)
avaliado nos grupos experimentais que receberam somente dieta controle (CTR/CTR), dieta
controle seguida de dieta cetogénica (CTR/DC), somente dieta de cafeteria (CAF/CAF), dieta de
cafeteria seguida de dieta controle (CAF/CTR) e dieta de cafeteria seguida de dieta cetogénica
(CAF/DC). As barras representam média + EPM (One-Way ANOVA - Newman Keuls). As
diferencas foram consideradas quando p < 0,05. 2 representa diferenca em relagéo ao grupo
CTR/CTR, ® ao grupo CTR/DC, € ao grupo CAF/CAF e 9 ao grupo CAF/CTR.

Situagdes de desequilibrio energético resultam em uma maior atividade
hepatica e consequentemente em acumulo adiposo no 6rgéo, conhecido como
esteatose. A esteatose € a manfestagao inicial da doenga hepatica gordurosa
nao-alcodlica (DHGNA), um conjunto de manifestagdes hepaticas associadas ao
acumulo adiposo no 6rgéo independente do consumo de alcool e que pode
progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular (BYRNE; TARGHER, 2015).

Como a perda de peso é importante para o controle da DHGNA, o uso de DC
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tem aumentado como estratégia terapéutica para a DHGNA (THOMA; DAY;
TRENELL, 2012).

Em nossos resultados, mesmo com o aumento dos estoques de gordura
intra-hepaticos ndao foram observadas alteracbes da massa hepatica entre os
diferentes grupos. A variagao dos resultados relacionados ao peso desse 6rgao
€ muito comum entre estudos que avaliam diferentes dietas, com alguns
demonstrando aumento do peso relativo hepatico (MAEDA JUNIOR, A. S. et al.,
2018) e outros com auséncia de alteragdao (SCHUGAR et al., 2013).

Pela comodidade e moderada especificidade, a avaliagado da atividade
da enzima ALT tornou-se um marcador clinico padréo de lesdo hepatica. Em
situagcdes de danos aos hepatdcitos observa-se uma liberacdo passiva dessas
enzimas intracelulares para o plasma (SMITH et al., 2020). O aumento da
atividade da ALT esta relacionado a uma gama de doengas como a hepatite viral,
esteatose hepatica e atualmente tem sido relacionada ndo s6 a danos hepaticos,
mas também a outras doencas metabdlicas nao hepaticas (GOESSLING et al.,
2008; SOOKOIAN; PIROLA, 2015).

Assim como a massa hepatica discutida anteriormente, as lesdes em
hepatdcitos associados ao consumo de dieta DC também s&o variaveis. Alguns
autores relatam auséncia de alteragées de atividade das transaminases (PAOLI;
CENCI; GRIMALDI, 2011; BRUCI et al., 2020; MOORE et al., 2020) enquanto
outros relatam aumento da atividade destas enzimas, de forma semelhante ao
observado em nosso estudo. O aumento da atividade de ALT e AST foi
observado nos estudos de GARBOW et al. (2011) e de ZHANG et al. (2018) apos
intervencao com DC isenta de CHO por periodos prolongados em camundongos
C57BL/6 e ratos diabéticos, respectivamente.

Além da alteragao da atividade de transaminases, a DHGNA também é
caracterizada por um aumento do estresse oxidativo em hepatacitos. A hipotese
mais aceita para o desenvolvimento/agravamento da DHGNA é a hipétese dos
multiplos hits, que descreve que alteracbes metabdlicas (e.g. obesidade,
dislipidemias, diabetes, etc.) favorecem a lipogénese de novo, o influxo de acidos
graxos livres e o acumulo de triglicerideos no interior do hepatdcito levando ao
desenvolvimento de esteatose, a manifestacao inicial da DHGNA. A esteatose
aumenta a suscetibilidade do figado ao segundo hit, causado por estresse

oxidativo, citocinas e adipocinas inflamatérias e disfuncdo mitocondrial, que
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desencadeariam um processo inflamatoério e evolugdo para uma esteatohepatite
e fibrose (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupgao da
sinalizagao e controle redox e/ou dano molecular considerado um dos principais
contribuintes para diversas doengas incluindo a doenga hepatica gordurosa néo
alcodlica (TSIKAS, 2017). Comumente, a avaliagdo do perfil redox € feita pela
avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes (e.g. superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, etc.) e mensuragcdo do grau de peroxidagao
lipidica causada pelo ataque de espécies reativas, gerando produtos indiretos de
oxidagdo como o malondialdeido e 4-hidroxinonenal (MUSTAFA; ALFAQIH; AL-
SHBOUL, 2018).

Apesar da indicagao da dieta DC para controle de DHGNA, a literatura
demonstra que a utilizacdo desta dieta por periodos prolongados (acima de 7
semanas) pode levar a um desequilibrio redox e consequente diminuicdo de
defesa antioxidante (MOORE et al., 2020), carbonilagdo proteica hepatica
(HUANG et al., 2018) e peroxidagéo lipidica (MOORE et al., 2020; ZHANG et al.,
2020; MU et al., 2022) que, em conjunto, levam a instauracdo de estresse
oxidativo, tal como observado em nosso estudo.

Aliado a injuria celular e danos oxidativos, os hepatocitos de nossos
animais alimentados com dieta de cafeteria e/ou cetogénica também
apresentaram aumento de esteatose. Os grupos avaliados apresentaram
esteatose do tipo macrovesicular quando comparados ao grupo CTR/CTR, com
excecgao do grupo CAF/DC que apresentou uma esteatose do tipo mista com
presenga de vacuolos macrovesiculares e predominio de microvesiculares
(Figura 7).

E bem estabelecido que a dieta de cafeteria ao oferecer uma sobrecarga
nutricional, leva a uma série de alteracbes hepaticas que culminardao no
desenvolvimento de DHGNA em roedores. O alto aporte calérico leva a severos
danos hepaticos, que vao desde aumento dos niveis de glicogénio (MAEDA
JUNIOR et al., 2018), estresse oxidativo (DEL BAS et al., 2018; MEWES et al.,
2019), esteatose (ZEENI et al., 2015; DEL BAS et al., 2018; MASEK et al., 2020),
inflamac&o e balooning (GASPARIN et al., 2018; MASEK et al., 2020), fibrose e
apoptose (ZEENI et al., 2015; MASEK et al., 2020).
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Por outro lado, a DC ja foi referida como uma estratégia para controle de
DHGNA e desordens hepaticas associadas em humanos (TENDLER et al., 2007;
PEREZ-GUISADO; MUNOZ-SERRANO, 2011). Em roedores, mesmo em curto
periodo de exposicao, a DC foi capaz de reduzir a resisténcia hepatica a insulina,
a atividade de y-glutamil transferase e fosfatase alcalina (sem alterar a atividade
de ALT e AST) e mais de 30% do conteudo de gordura intra-hepéatica
(LUUKKONEN et al., 2020).

FcAr/oc (40x) g

CTR/ICTR CTR/DC CAF/CAF CAF/CTR CAF/DC

Esteatose 00 1,4+0,242 1,88+1,252 0,83+0,32¢ 20
Balooning 010 020+£0,2 0,25+0,25 0z0 0,5+0,5
Inflamagao 010 04+0,24 025+025 0z0 00
Total 00 2+0,312 25+0,52 0,83+0,3*¢ 25 +0,5

FIGURA 7. Histopatologia hepatica. Laminas histoldgicas dos figados (100um, 20x e 40x) de
camundongos que receberam somente dieta controle (CTR/CTR), dieta controle seguida de dieta
cetogénica (CTR/DC), somente dieta de cafeteria (CAF/CAF), dieta de cafeteria seguida de dieta
controle (CAF/CTR) e dieta de cafeteria seguida de dieta cetogénica (CAF/DC). Os valores
representam média + EPM (One-Way ANOVA - Newman Keuls). As diferencas foram
consideradas quando p < 0,05. 2 representa diferenca em relagéo ao grupo CTR/CTR, ? ao grupo
CTR/DC, © ao grupo CAF/CAF e 9 ao grupo CAF/CTR.

Contudo, em nosso estudo observamos que a intervencao dietética com
DC nao foi capaz de reverter as alteragdes bioquimicas e histopatoldgicas nos
figados dos animais previamente alimentados com dieta CAF; levou ao quadro
de esteatose mesmo em animais previamente alimentados com dieta controle;

e, de maneira ainda mais drastica, alterou o perfil histolégico dos animais CAF
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de esteatose do tipo macrovesicular para microvesicular, que configura um pior
prognostico para evolugdo de esteatose para uma EHNA (KLEINER, D. E;
MAKHLOUF, 2016). Em concordancia aos nossos achados, outros trabalhos
evidenciaram o desenvolvimento de esteatose (ZHANG et al., 2020) e até fibrose
em animais com alteragdes metabdlicas prévias e alimentados com DC (ZHANG
et al., 2018).

A dieta cetogénica parece estar intimamente ligada a patogénese da
DHGNA por conta do seu alto teor de gordura e da capacidade dos acidos graxos
em desregularem as vias lipogénicas hepaticas. Esta desregulagdo promove
uma redugao dos processos de [(-oxidagdao e sintese de lipideos, que se
acumularao nos hepatécitos gerando esteatose ou serdo exportados para a
corrente sanguinea onde afetara tecidos extra-hepaticos (NEUSCHWANDER-
TETRI, 2010; GEISLER; RENQUIST, 2017). De fato, as altas concentragdes de
B-hidroxibutirato, caracteristica da dieta cetogénica, podem estar associadas ao
aumento da producdo de radicais livres, que levam a lesao hepatocelular,
principalmente danos na mitocondria, podendo levar a apoptose celular,
resultante de altas concentragbes de acidos graxos livres (KIM, H.-J. et al.,
2011).
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7. CONCLUSOES

Em nosso estudo demonstramos que a exposicao de camundongos a
uma dieta do tipo cafeteria induz um fendtipo obesogénico, marcado por
aumento de peso corporeo, obesidade central, dislipidemia, hiperglicemia,
intolerancia a glicose, e resisténcia a insulina. Ademais, a dieta CAF levou a
alteracdes hepaticas nos animais, marcada por aumento da atividade de
transaminases, estresse oxidativo e esteatose.

A administracédo de dieta cetogénica para animais previamente obesos
pela dieta CAF nao foi eficiente em alterar este perfil disfuncional, sendo capaz
de controlar somente os niveis glicémicos. E a administracdo de dieta DC para
animais sadios levou ao desenvolvimento das mesmas disfungdes, mesmo que
em menor grau. Por outro lado, a substituicado da dieta obesogénica por uma
dieta padrdo CTR foi eficiente em reverter todos estes parametros.

Dessa forma podemos concluir que a dieta cetogénica, com a
composicao dietética e periodo de nosso estudo, ndo deve ser indicada para
reducdo de peso, pois instaura em sadios e agrava em obesos uma série de
disfungdes metabdlicas e até DHGNA. Podemos inferir que a simples introdugéo
de habitos alimentares saudaveis se mostrou mais eficaz na reversao das

desordens metabdlicas provocadas por uma dieta obesogénicas.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
% CIAEP: 01.0341.2014
A Comisszo de Etca no Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "CARACTERIZACAO DOS EFEITOS
METABOLICOS NO PANCREAS ENDOCRINO DE ANIMAIS OBESOS
ALIMENTADOS COM DIETA CETOGENICA", Processo 23115.038755/2018-22,
sob a responsabilidade de ANA PAULA GAMEIRO CAPPELLI, que envolve a
produgdo, manuten¢io ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
considerado APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo.

FINALIDADE ( JENSINO (X) PESQUISA () EXTENSAO
Vigéncia da autorizac¢io 01/04/20192a31/03/2021
Espécie/linhagem/raga Camundongos/Swiss/Mus musculus
N2 de animais 200
Peso/Idade 13-20g/21 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFMA

\Plor—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA




