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1 INTRODUCAO

1.1 Dieta Cetogénica

A dieta cetogénica desde 1920 vem sendo empregada em tratamentos anti-epiléticos
em casos de criangas resistentes ao uso de medicamentos anti-epiléticos (BAILEY et als.,
2005). Alguns estudos também demonstram que esta dieta pode ser empregada para
tratamento de outras desordens metabdlicas, principalmente em  doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Autismo, Depresséo, Traumas, Isquemias
cerebrais Esclerose Amiotroéfica lateral, etc (BARANO & HARTMAN, 2008).

A dieta cetogénica € constituida por: alta concentracao de lipidios, baixa ou auséncia
de carboidratos e niveis baixos ou normais de proteinas (FREEMAN et als., 2006). Durante
a ingestdo da dieta ocorre uma adaptacdo do metabolismo semelhante ao que ocorre no
jejum, com o aumento da B-oxidacdo e da formacdo e consumo de corpos cetbnicos, como
acetoacetato e B-hidroxibutirato. A energia para a manutencao da atividade celular é obtida
da B-oxidacdo na mitocondria a partir dos acidos graxos provindos da dieta, que quando em
elevado nivel, gera alta quantidade de acetil-CoA, intermediario que sera direcionado para o
Ciclo de Krebs e a sintese de adenosina trifosfatada (ATP), e também para a formacao de
corpos cetbnicos, como B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona (figura 1) (HARTMAN et
als., 2007).

Os corpos cetbnicos formados substituirdo parcialmente o papel da glicose na
oxidacdo e sintese de ATP (figura 1). Em geral, células portadoras de mitocondria e com
elevado metabolismo energético serdo o destino do consumo dos corpos cetdnicos (por
exemplo, sistema nervoso central e masculos esquelético e cardiaco) (WESTMAN et als.,
2003). O B-hidroxibutirato é o corpo cetdnico predominante (78%) e a acetona € voldatil,
sendo excretada na respiracdo pulmonar ou metabolizada em outros compostos como
acetol, 1,2-propanediol, metilglioxal e &cido pirdvico. Os corpos cetbnicos sdo convertidos a
acetil-CoA pela D-B-hidroxibutirato desidrogenase, acetoacetato-succinil-CoA transferase e
acetoacetil-CoA tiolase, que é oxidado no Ciclo de Krebs gerando energia para a sintese de
ATP (HARTMAN et al., 2007). Além do papel energético, os corpos cetdnicos também sdo
capazes de participar de sintese de aminoacidos e neurotransmissores, como o0 4cido y-
aminobutirico (GABA) (KUNNECKE et als., 1993, YUDKOFF et als., 2005).

As alteracBes bioquimicas decorrentes da ingestdo da dieta cetogénica também

ocorrem no sistema nervoso central, cujo metabolismo energético substitui parcialmente a



glicose por corpos cetdnicos como combustivel energético em uma resposta adaptativa a
fim de manter a atividade neuronal (MEL@ et al, 2006). Os corpos cetdnicos diferentemente
dos &cidos graxos conseguem atravessar a barreira hematoencefélica e sdo captados e
catabolizados tanto por neurdnios quanto por astrocitos através dos transportadores de
acidos monocarboxilicos (MCT), sendo metabolizados devido a presenca de sistema
enzimatico (B-hidroxibutirato desidrogenase, [-cetoacido-Coa-transferase, acetil-CoA
transferase) especifico para a metabolizacdo do B-hidroxibutirato no cérebro. As mudangas
neuroquimicas decorrentes da metabolizacdo dos corpos cetdnicos contribuem
terapeuticamente de forma similar aos farmacos anti-epiléticos, diminuindo as convulsdes e
choques epiléticos (HARTMAN et als., 2007, FREEMAN et als., 2006, CURI et al., 2002).
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Figura 1: Alteracbes no metabolismo decorrentes de dieta cetogénica. A alta
ingestdo de lipidios e baixo nivel de carboidrato, aumenta a 3-oxidacao e gliconeogénese. O
intermediario do Ciclo de Krebs, oxaloacetato é desviado para sintese de glicose,
diminuindo a eficiéncia do C. Krebs. O Acetil-CoA gerado pela degradagéo de &cidos graxos
€ entdo utilizado para sintese de corpos cetbnicos (acetoacetato, acetona e B-
hidroxibutirato). Estes compostos conseguem atravessar a barreira hematoencefalica
através dos transportadores MCT ocorrendo uma substituicdo parcial da glicose como

combustivel para o sistema nervoso central. (figura retirada de HARTMAN et als., 2007).

Entretanto, sabe-se pouco do mecanismo de agéo da cetogénese na diminuicdo do
gquadro decorrente da epilepsia e na neuroprotecdo. Schwartzkroin em 1999, hipotetizou que
a cetogénese promovida pela dieta rica em lipidios, alterava o metabolismo energético. A
alteracdo do consumo de substratos energéticos e direcionamento de rotas ndo usuais para
a sintese de ATP promove mudancas na excitabilidade neuronal, como aumento ou
diminuicdo da sintese de neurotransmissores. A dieta cetogénica induz modificacbes na

atividade neurotransmissora e sinaptica, alterando o equilibrio de concentracdo de



neurotransmissores excitatorios e inibitérios e os niveis de fatores neuromoduladores e
neurotréficos. Em trabalho com marcacdo radioativa, foi comprovada a diminuicdo da
concentracdo total de glutamato no cérebro em resposta a dieta cetogénica (MELOD et al,
2006).

Estudos mais atuais incluiram diferentes formas de modulagédo das rotas celulares
em resposta aos elevados niveis de corpos cetbnicos gerados pela administracdo de dieta
cetogénica. Acetoacetato e B-hidroxibuitrato interferem nas reacfes energéticas da célula
promovendo a elevacdo do Ciclo de Krebs e da fosforilagdo oxidativa, assim como a
diminuicdo nas reacdes de transaminacdo a partir de intermediarios do Ciclo do Acido
Citrico (HARTMAN et als., 2007). O aumento do metabolismo mitocondrial e da
concentracao intracelular de ATP promove neuroprotecdo ao fornecer energia, diminuir a
producdo de EROs e favorecer a sintese de neurotransmissores(BARANO & HARTMAN,
2008, HARTMAN et als., 2007).

Em outros trabalhos, demonstrou-se que a dieta cetogénica promove o aumento da
fosforilagdo de proteinas em fatias de rato (ZIEGLER et als., 2004) e da atividade da
glutationa peroxidase em hipocampos de rato (ZIEGLER et als., 2003), a diminuicdo dos
niveis de S100B no liquor de ratos (ZIEGLER et als., 2004) e resisténcia a choques e

diminuicdo de convulsbes (BOUGH et als., 1999).



1.2 Acidos Graxos Poliinsaturados

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFASs) sdo acidos graxos formados por cadeias
carbonadas longas e com multiplas ligacGes duplas no esqueleto carbbnico, abrangem as
familias de &cidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 (CURI et als., 2002).

Os mamiferos ndo séo capazes de introduzir ligacdes duplas entre os C1 e C9 do
acido insaturado devido a auséncia de enzimas especificas, tornando o dmega-3 e 0
dmega-6 acidos graxos essenciais. Omega-3 e dmega-6 ndo podem ser obtidos pela
sintese de novo, mas podem ser formados a partir dos acidos linolénico e linoléico,
respectivamente, presentes na dieta (figura 2)(MARZALEK et als., 2005; MARTIN et als.,
2006). Os principais derivados originados do precursor acido linolénico sdo acido alfa-
linolénico, &cido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexandico (DHA). O &cido linoléico

produz predominantemente o acido araquidénico (AA) (CURI et als., 2002).

Designacao n
O
1Sﬁ 17 1§. 15 _1_:; 13 12 1 __m 3‘1 B __?_ _E 5 4 3 2 1
HO o e i R T R b e e =
1 2 3 ] ] 7 8 a9 10 11 12 3 14 15 16 17 8
Designacao A
(a)
Q
18[ 7 1E_> 15 14 13 ‘_2 1" 10 9 8 I 5] 5 da 3 2 1
WO — — -\-"'--\._.--"-.- -\.___._.-____ - - "--\._.--"-.- -\-"'--\._ -_____.- — -.""--\._ -_.d___.- . _______.-' e
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

e

Figura 2 : Estrutura dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) enssenciais. A) Acido

linoléico (Bmega-6). B) Acido linolénico (6mega-3). (figura retirada de MARTIN et als., 2006)

O acido linolénico e linoléico sdo abundantemente encontrados no sistema nervoso
central, constituindo as membranas neuronais. Os principais tipos sdo &cido
docosahexandico (DHA, 22:6n-3) e acido araquidénico (AA, 20:4n-6), respectivamente
(MARZALEK et als., 2005).

DHA controla o crescimento neuritico, sendo importante para o desenvolvimento do
cérebro e da retina (MARZALEK et als., 2005). Nos neurbnios, os PUFAs ao serem
internalizados do meio extracelular para o meio intracelular, afetam a fluidez da membrana
plasmética e alteram a atividade de proteinas integrais e/ou associadas a membrana
plasmatica (RAPOPORT, 2001). Quando liberados da membrana neuronal, PUFAs podem

ser convertidos em moléculas sinalizadoras do grupo eicosandide, como prostaglandinas,



leucotrienos e tromboxanos, modulando a resposta imunolégica no sistema nervoso
(SERHAM et als., 2004). As moléculas de dmega-6 atuam de forma proé-inflamatdria,
enquanto que 6mega-3 possui propriedade antiinflamatéria (MARZALEK et als., 2005).

DHA também exerce atividade neuroprotetora diminuindo de forma direta os efeitos
da acumulacdo do peptideo B amildide e a hiperfosforilagdo da proteina Tau, diminuindo a
formacdo de placas neuriticas e de neurofibrilas no cérebro, alteracdes que ocorrem na
Doenca de Alzheimer. Portanto, DHA possui papel na prevencao do declinio cognitivo e o
desenvolvimento de deméncias (FLORENT et als., 2006). Outra propriedade do DHA e de
EPA gue contribui para neuroprotecdo € a acdo anti-inflamatéria, que modula os niveis de
citocinas e ativacdo da microglia (CUNNANE et als., 2009).

A dieta rica em Omega-3 pode prevenir o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, diminuindo os niveis séricos de triacilglicerdis o que contribui para uma
reducdo da inflamacdo dos vasos sanguineos e da formacdo de placas ateroscleréticas
(CUNNANE et als., 2009).

A recomendacéo ideal para ingestdo de PUFAs e a razdo ideal de 6mega-6/6mega-3
na dieta para sua biodisponibilidade e conversdo em AA e DHA é a proporcdo de 5:1
(MARZALEK, 2005, CURI et als., 2002).



2 OBJETIVOS

A dieta cetogénica modula o metabolismo do sistema nervoso central contribuindo
para uma atividade neuroprotetora. Entretanto, sabe-se que uma dieta com alta quantidade
de acidos graxos pode provocar danos nos vasos sanguineos como o desenvolvimento de
placas ateroscleréticas e alteracfes no sistema cardiovascular. Sabe-se também que a
ingestao de dietas em que a propor¢do de 4cidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 € de 5:1 é
benéfica para o organismo contribuindo para melhor atividade do sistema nervoso central e
cardiovascular. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi padronizar dietas cetogénicas com
diferentes composi¢des em acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e avaliar seus efeitos no

metabolismo periférico e neuronal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratos machos Wistar de 30 dias foram obtidos do biotério no Departamento de
Bioguimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram
mantidos sob condi¢cBes de ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, temperatura
ambiente controlada em torno de 21°C e constante ventilagdo. Os animais permaneceram
em caixas (5 animais por caixa), com acesso a agua e comida ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Manual sobre Cuidados

e Usos de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude.

3.2 Tratamento

Os ratos foram submetidos ha 8 semanas de tratamento com diferentes dietas: 1)
dieta balanceada (controle), 2) dieta cetogénica usual e 3) dieta cetogénica com aumento na
composicao de 6mega-3 (adicdo de Oleo de peixe) . Para cada grupo de dieta foi usado ao
todo 20 animais (tabela 1).

Durante o tratamento, os ratos foram pesados semanalmente e observados quanto a
comportamento e pelagem a fim de verificar se a dieta ndo esta contribuindo para uma

desnutricdo e perda protéica.

Tabela 1: Composicao das dietas:

Componentes Controle (g/100g) Dieta Cetogénica Dieta Cetogénica +
(9/100g9) Oleo de peixe (g/100g)

Sal 4 4 4

Vitamina 1 1 1

Fibra 1 1 1
Proteina 33,5 33,5 33,5
DL-Metionina 0,3 0,3 0,3
Amido 55,2 e e
Oleo de soja 0,5 0,5 0,5
Oleo de peixe - e 1,0
Banha 4,5 59,7 58,7

Total Calorias 405 Kcal 681 Kcal 681 Kcal
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A dieta balanceada segue recomendagdo da AIN-93 (REEVES,1993). A constituicdo
da dieta cetogénica é descrita em Ziegler et als (2002) e teve dois grupos com diferentes
proporcdes de PUFAs (6mega-3 e 6mega-6), formados pelo acréscimo respectivo de 0Oleo
de soja e Oleo de peixe. A proporcdo n-3/n-6 no 6leo de soja é 0,15, enquanto no 6leo de
peixe de 6,73, possuindo maior quantidade de émega-3 (MARSZALEK,2005; MOREIRA,
2010) (tabela 2).

Tabela 2: Proporgcado 6mega-3/6mega-6 nas diferentes dietas:

Componentes Controle Dieta Cetogénica Dieta Cetogénica +
(9/1009) (9/1009) Oleo de peixe (g/1009g)
W-6 W-3 W-6 W-3 W-6 W-3
Oleo de soja 0,27 0,04 0,27 0,04 0,27 0,04
Oleo de peixe e s 0,6
Banha 0,459 0,045 6,089 0,597 598 0,587
Total
Omega-6 0,729 6,359 6,25
Omega-3 0,085 0,637 1,227
Proporcdo w6/w3 11:1 10:1 5:1

3.3 Experimento

ApoOs 8 semanas de tratamentos os ratos foram submetidos a jejum de 8h e foram
sacrificados para avaliagdo do sistema nervoso central e do metabolismo periférico. Os ratos
foram anestesiados com injeg&o intraperitoneal de cetamina e xilasina (75mg/Kg e 10mg/Kg,
respectivamente). ApOs a observagéo da perda do reflexo algico na compresséo do rabo do
animal, os ratos foram submetidos a coleta de liquor na cisterna magna e pungéo cardiaca
para coleta sangue. Em seguida, foram decapitados e o0s cérebros cortados
longitudinalmente a fim da dissecac¢édo das estruturas cerebrais hipocampo, cértex temporal
e estriado. Foram realizadas fatias transversais de 0,3 mm das respectivas estruturas
nervosas no fatiador Mcllwain para futura analise. As fatias das estruturas cerebrais foram
usadas no dia do experimento para teste de viabilidade celular (Teste de MTT) e o restante

foram congeladas a -70°C.
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3.4 Analise bioquimica sérica

Apos a coleta de sangue por puncédo cardiaca, a amostra foi incubada a 37°C por 10
minutos e centrifugada a 1000g por 10min (Eppendorf 5402; Hamburg, Germany) para
fracionamento do sangue e armazenamento do soro a 8°C por 24h. A partir do soro foram
determinados 0s niveis séricos de glicose, B-hidroxibutirato, colesterol, triacilglicerol (TAG),
HDL, uréia, acido Urico, albumina, creatinina e proteinas totais.

Para a andlise bioquimica foram utilizados kits colorimétricos da Human Brasil,
empregando-se testes especificos para: glicose (glicose liquicolor, CAT 10261); proteina
total (proteina total, CAT 013), albumina (albumina, CAT 001), creatinina (creatinina, CAT
006); uréia (uréia liquicolor, CAT 10505); acido urico (uric acid liquicolor, CAT 10687);
triglicerideos (triglicerideos liquicolor, CAT 10726); colesterol (colesterol liquicolor, CAT
10013) e HDL cholesterol (colesterol HDL precipitagcdo, CAT 004) e B-hidroxibutirado (Kit
Ranbut, CAT RB1007).

3.5 Teste de Viabilidade celular

O teste de quimiosensibilidade e colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina) € um teste usado para avaliar viabilidade celular. O MTT,
gquando incubado com células vivas é quebrado por enzimas desidrogenases presentes nas
mitocéndrias, transformando-se de um composto amarelo em um composto azul escuro
(formazan) quantificado por espectrofotometria. A producdo de formazan reflete o estado
funcional da cadeia respiratéria e a viabilidade celular.

No presente trabalho foram padronizados os tempos de incubagdo prévia com
HEPES salina cuja composi¢éo € (em mM): 120 NaCl; 2 KCl; 1 CaCl2;1 MgSO04; 25 HEPES;
1 KH2PO4; 10 glicose e o pH foi ajustado para 7,4, a fim de estabilizar as fatias de estriado
e cortex temporal. Os tempos escolhidos foram 15, 120 e 180 minutos, com trocas de meio
a cada 15 minutos.

Apos a padronizagdo, optou-se pela estabilizagdo de 30 minutos em meio HEPES
salina para fatias de hipocampo, estriado e cortex temporal. Apos o periodo de incubacéo,
foi adicionado 30 pl de MTT em 270 ul de HEPES por 30 minutos a 30°C. O meio com MTT
foi retirado e se adicionou 300 pl de DMSO, o final da reagéo ocorreu em agitagao a fim de

liberar os cristais de formazan da célula, para leitura em espectrofotbmetro a 560nm e



13

650nm. A diferenca de leitura entre estas duas faixa de comprimento de onda é a taxa de

conversao do MTT e demonstra a viabilidade celular.

3.6 ELISA S100B

A quantidade de proteinas S100B em fatias de hipocampo, estriado e cOrtex
temporal foi verificada através da imunoquantificacdo por ELISA sanduiche (Tramontina et

al, 2000).

3.7 Determinacao de proteinas

As proteinas foram determinadas pelo método colorimétrico de Peterson
(modificacdo do Lowry), usando albumina de soro bovino como padrdo e leitura em

espectrofotdmetro 620nm (PETERSON, 1977).

3.8 Anélise estatistica

Os dados resultantes desta experimentacdo sdo paramétricos. Os dados sao
apresentados com média + D.P.. A variacdo da massa corporal ao longos das 8 semanas de
tratamento com as diferentes dietas serd analisada por dois testes estatisticos: ANOVA de
duas vias seguido de teste post hoc de Tukey e analise de medidas repetidas. Os outros
resultados serdo analisados por ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey. O

nivel de significancia adotado sera de 5% (p < 0,05) para todos os testes estatisticos.
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4 RESULTADOS

Os animais cresceram no periodo de 8 semanas de tratamento e nao houve
desnutricdo nos grupos que receberam dieta cetogénica. Pode-se observar que o grupo
controle a partir da segunda semana e até o término de tratamento ganhou mais massa
corporal ao longo do tratamento (p<0,001), enquanto que 0sS grupos cetogénicos tiveram

uma reducado do ganho de massa e nédo foram diferentes entre si (figura 3).
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Figura 3 : Massa corporal ao longo do tratamento (média + D.P.). Controle = dieta
balanceada; KD + S = dieta cetogénica usual; KD + P = dieta cetogénica com acréscimo de
6mega-3. A partir da semana 2 (*), 0 grupo controle cresceu mais que 0S grupos
cetogénicos (ANOVA de 2 vias, p<0,001, seguido de post hoc Teste de Tukey). Entre as

diferentes dietas cetogénicas ndo houve diferenca no crescimento dos animais.

Os efeitos no metabolismo periférico foram verificados por dosagens no soro dos
animais. A creatinina apresentou problemas na detec¢éo e provavelmente o Kit ndo possui

sensibilidade para quantificacdo em soro de ratos (tabela 3).
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Os niveis de albumina, proteina total e &cido Urico ndo estdo alterados nos diferentes
tratamentos. A concentracdo de glicose foi significativamente maior no grupo de animais
tratados com dieta cetogénica usual (tabela 3).

Os triglicerideos e a lipoproteina HDL também ndo demonstraram alteracdes nas
diferentes dietas, entretanto ha uma tendéncia a diminuigcdo da suas concentracfes seéricas
nas dietas cetogénicas em relacdo a controle. Observa-se que, 0s niveis séricos de HDL e
triglicerideos sdo mais altos na dieta cetogénica usual do que na dieta cetogénica com
acréscimo de Omega-3. Apenas a dieta cetogénica com Oleo de peixe, apresentou
concentracdes de B-hidroxibutirato significativamente maiores do que a dieta controle.
Surpreendentemente, os niveis de colesterol em ambas dietas cetogénicas sdo menores do

gque da dieta balanceada, ndo havendo diferenca entre os grupos cetogénicos (tabela 3).

Tabela 3: Analise bioquimica sérica em ratos submetidos a tratamento de 8 semanas

com dieta controle, dieta cetogénica usual e dieta cetogénica com édmega-3.

Controle Dieta Cetogénica  Dieta Cetogénica +

Oleo de peixe

(n=19) (n=18) (n=17)
(mg/dL)
Proteina total 1,95+ 0,65 1,91+0,64 1,73+0,74
HDL 0,93+0,49 1,42 £ 0,90 0,94 £ 0,82
(9/dL)
Albumina 2,76 £0,74 2,67 +0,37 2,60+0,81
(mmol/L)
Glicose 6,95 +1,72 9,18 +1,47 * 8,48 £ 2,69
Triglicerideos 0,43+0,42 0,34 £0,27 0,22 +£0,10
Colesterol 1,47 £0,29 1,22 £0,19 * 1,08 £ 0,39 *
B-hidroxibutirato 0,15 +0,04 0,25 +0,09 0,34 £ 0,29 *
Uréia 4,76 £1,15 3,87 £0,90 3,62+1,32%
Acido urico 0,40 +0,16 0,43+0,20 0,41 +£0,23

Valores: média = D.P.
ANOVA de 1 via, post hoc teste de Tukey p<0,05

A viabilidade celular de fatias de coértex temporal e estriado foi testada com
incubacgdes prévias de 15, 120 e 180 minutos Nao houve diferenca entre os tempos 15 e
120 minutos de incubacéo (figura 4). No dia do experimento, foi entdo padronizado o tempo
de 30 minutos de estabilizacdo em meio HEPES e depois se quantificou a atividade das

desidrogenases pela técnica de MTT em fatias de hipocampo, estriado e cortex temporal.
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Nao houve diferenga na viabilidade celular entre os diferentes tipos de dietas e nos

respectivos tecidos cerebrais,

demonstrando que as dietas cetogénicas, quando

comparadas com a dieta controle, ndo interferem na integridade celular (figura 5).

0,60

0,50

0,40

MTT

0,30

0,20

0,10

0,00

Cortex Temporal

M Estriado

15'

120' 180’

Figura 4 : Teste de viabilidade celular em diferentes tempos de estabilizagédo de fatias de

estriado e cortex temporal (média + D.P.). Ndo ha diferenca na viabilidade celular entre os

tempos 15 e 120 minutos. Em 180 minutos, ha alteracéo da viabilidade celular em fatias de

estriado.
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Figura 5: Teste de MTT (média + E.P.) em diferentes estruturas cerebrais de ratos

submetidos a diferentes dietas. Controle = dieta balanceada; KD + S = dieta cetogénica

usual; KD + P = dieta cetogénica com acréscimo de 6mega-3. As dietas cetogénicas nao

interferem na viabilidade celular nas fatias de hipocampo, estriado e cértex temporal
(ANOVA de 2 vias, p=<0,05, seguido de post hoc Teste de Tukey).
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A avaliacdo do imunocontetudo de S100B nas diferentes estruturas cerebrais através
de ELISA apresentou grande variacdo no conteudo total de S100B produzido nos tecidos
estriado, hipocampo e cortex temporal nas diferentes dietas (figura 6). Fatias de estriado de
ratos submetidos a dieta cetogénica com acréscimo de émega-3 tiveram uma reducdo

significativa no conteudo total de S100B.
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Figura 6 : Imunocontetudo de S100B em diferentes estruturas cerebrais de ratos submetidos
a diferentes dietas (média + E.P.).. Controle = dieta balanceada; KD + S = dieta cetogénica
usual; KD + P = dieta cetogénica com acréscimo de 6mega-3. O imunocontetdo de S100B
no estriado na dieta KD +P apresentou significativa reducéo. (ANOVA de 2 vias, p<0,05,
seguido de post hoc Teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a dieta cetogénica a partir da segunda semana
altera a velocidade de crescimento do animal quando comparada com animais que
consumiram dieta balanceada. Entretanto, deve-se ressaltar que 0s animais néo
apresentaram desnutricdo nem deixaram de ganhar massa corporal ao longo das oito
semanas de tratamento. Animais tratados com as diferentes dietas cetogénicas
apresentaram a mesma taxa de crescimento.

Todas as dietas apresentaram a mesma quantidade de 6leo de soja como fonte de
acidos graxos insaturados. Em umas das dietas cetogénicas foi proposto a melhora da
gqualidade dos acidos graxos insaturados, isto é, a composicdo de PUFAs na proporcdo
recomendada de 5:1 de dmega-6/6mega-3.

Através da andlise bioquimica do soro, pode-se observar que os niveis de albumina,
proteina total e acido Urico ndo se alteraram nos diferentes tratamentos. J4 a glicemia dos
animais tratados com dieta cetogénica usual € mais elevada. A quantidade de uréia na dieta
com acréscimo de dGmega-3 diminuiu em relagdo aos outros grupos.

A glicemia dos ratos submetidos a dieta cetogénica sem nenhuma fonte de
carboidrato pode ser controlada pelas reacdes da gliconeogénese. Sabe-se que a dieta
cetogénica ndo provoca degradacédo de proteinas (HARTMAN et als., 2007; WESTMAN et
als., 2003) e em nosso trabalho demonstramos que os niveis séricos de proteina total,
albumina e acido Urico ndo possuem diferenga entre 0os grupos, sendo que inclusive nos
individuos tratados com dieta cetogénica com 6mega-3 houve reducdo da concentracdo de
uréia sérica.

Interessantemente, observou-se que nem todos os animais tratados com dieta rica
em lipidios e sem carboidratos ficaram em estado cetogénico. Observamos que apenas no
grupo submetido a dieta cetogénica com composicdo melhorada de acidos graxos
insaturados houve aumento significativo dos niveis de B-hidroxibutirato no soro, corpo
cetbnico que pode ser usado pelo sistema nervoso central como combustivel a fim de
manter a atividade neuronal (MEL® et al, 2006).

Os niveis de colesterol em ambas dietas cetogénicas estdo reduzidos. Ja a
concentracdo de triglicerideos ndo é diferente entre os grupos. Entretanto, devemos
observar o alto desvio padrdo no grupo controle o que contribui para uma baixa significancia
para os niveis reduzidos nos grupos tratados com dieta cetogénica. O acréscimo de 6mega-
3 na alimentacdo pode melhorar a qualidade cardiovascular dos individuos conforme visto

em estudo de Cunnane em 2009.
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Demonstramos que a dieta cetogénica ndo altera a viabilidade celular das estruturas
cerebrais hipocampo, estriado e cortex temporal.

A producdo de S100B nos diferentes tecidos cerebrais € variavel, sendo que em
fatias de estriado provindas de animais submetidos a dieta cetogénica com 6mega-3 a
S100B esta reduzida em relag@o as outras dietas. Sabe-se que S100B € uma proteina
ligante de Ca** que possui atividade intracelular como regulacdo da mitose, diferenciacdo e
plasticidade do citoesqueleto (DONATO, 2001). Esta proteina pode ser secretada e seu
efeito extracelular é dependente da sua concentracdo. Em niveis picomolares e
nanomolares atua como um fator neurotréfico, enquanto que em concentracdo micromolar
possui efeito téxico sendo um fator apoptético (DONATO, 2003).

A reducéo do conteldo de S100B pode ser um efeito da imunomodulacdo do acido
linolénico que através da acdo de enzimas produz acido eicosapentaendico (EPA) e &cido
docosahexandico (DHA), acidos graxos que possuem atividade antiinflamatéria, regulando
0s niveis de citocinas e a resposta inflamatoria (CALDER, 2007; MARZALEK et als., 2005).

Nado podemos descartar a hipétese dos corpos cetbnicos agirem na sintese e
liberacdo de citocinas, visto que ndo se conhece 0s mecanismos de neuroprotecdo em
individuos tratados com dieta cetogénica. Em estudo anterior do nosso grupo (LEITE et als,
2004), culturas de astrécitos expostas a concentracdo de 5mM de B-hidroxibutirato por 24h,
tiveram a secrecao de S100B alterada, aumentando os niveis extracelular da proteina.

Este trabalho ainda estd& em andamento e pretende analisar melhor a acao
neuroprotetora da dieta cetogénica sobre o sistema nervosa central. Para tanto, serédo

analisados outros paramétros inflamatérios como as citocinas, IL-13, IL-6 e TNF-alfa.
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6 PERSPECTIVAS

Este trabalho pretende analisar outros pardmetros que auxiliem na melhor
compreenssado da acdo neuroprotetora da dieta cetogénica sobre o sistema nervoso central
e metabolismo periférico.

Para tanto, parametros inflamatérios como a sintese e secrec¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-1B3, IL-6 e TNF-a, serdo quantificadas em estruturas cerebrais,
liguor e soro. A proteina S100B ser& analisada em outras amostras bioldgicas, como soro,
liquor e tecido adiposo.

A atividade da enzima NADPH oxidase também relacionada com a atividade
inflamatoria sera quantificada em estruturas cerebrais.

Outro fator que pretendemos analisar € a regulacdo da atividade mitocondrial pela
dieta cetogénica, deste modo, iremos analisar as proteinas desacopladoras da cadeia

transportadora de elétrons (UCPSs) nas estruturas cerebrais e tecido adiposo.
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