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RESUMO

As alteracdes dietéticas, com aumento do teor de gordura, no periodo
lactacional atuam modificando o desenvolvimento dos sistemas fisioldgicos
propiciando o surgimento das doencas de foro metabdlico na vida adulta. A dieta
cetogénica é uma destas modificacOes dietéticas, que pode estar relacionadas com
mudancas no padrdo de crescimento, alteracbes metabodlicas e da microbiota
intestinal. Avaliar os efeitos da dieta cetogénica, rica em gordura saturada na lactacao
sobre o crescimento somatico, parametros bioquimicos e microbiota intestinal na prole
de ratos jovens. Foram utilizadas 12 ratas Wistar, nuliparas, adultas e 48 filhotes
machos provenientes das ratas. Apos o parto, as ratas foram designadas para os
grupos experimentais: Grupo Controle (dieta controle, GC, n=6) e Grupo Cetogénico
(dieta cetogénica, GK, n=5). Os filhotes de ambos os grupos foram designados:
Filhotes Grupo Controle (FGC, n=24) e filhotes Grupo Cetogénico (FGK, n=24).
Durante a lactacdo, o GC utilizou a dieta AIN-93G (3,6cal/g, 18% proteinas, 63%
carboidratos e 19% de lipidios), e o GK utilizou a dieta cetogénica, rica em gordura
saturada, baseada na dieta AIN93G (5,4cal/g; 19% proteinas, 10% carboidratos e 71%
de lipidios). Apos o desmame, as proles de ambos 0s grupos receberam dieta
comercial até os 60 dias de vida. Nas ratas lactantes, e na prole durante a lactacdo e
aos 60 dias de vida, foram avaliados: o peso corporal, as medidas murinométricas, o
consumo alimentar, o perfil bioquimico, peso de 6rgaos (figado, gordura visceral e
retroperitoneal), e a analise quantitativa da microbiota intestinal fecal. Foram utilizados
teste “T” de Student’s, o teste ANOVA two-way por medidas repetidas e o teste “T” de
Student’s Paread. O nivel de significAncia foi p<0,05. As ratas GK ao desmame
apresentaram menor peso corporal, maior peso do figado e da gordura retroperitoneal
e visceral em comparagédo ao GC. O consumo alimentar foi menor para as maes do
GK, mas apresentaram maior consumo calérico em relacdo ao GC. As ratas GK
apresentaram menores gquantidades de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp e
concentracdo mais elevada de Entererobacterium spp e Bacteroidetes spp. FGK
apresentou maior peso corporal ao desmame, mas aos 60 dias apresentou menor
massa corporal e menor percentual de ganho de peso. Maior quantidade de gordura
visceral e retroperitoneal foram encontradas no FGK, nas idades de 25 e 60 dias. E
maiores concentracdes de glicose, colesterol total, triglicerideos, VLDL-col e LDL-col
aos 25 e 60 dias de vida no FGK. Aos 25 e 60 dias, o FGK apresentou as mesmas



alteracdes na microbiota fecal das mées GK. O consumo de DC rica em gordura
saturada durante o periodo de lactacao altera a glicemia e desencadeia hiperlipidemia,
favorece o aumento de gordura abdominal e altera a microbiota intestinal da prole de
ratos jovens, mas nao prejudica o crescimento somatico no desmame. Isso demonstra

a importancia do equilibrio nutricional para a saude da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Dieta Cetogénica. Gordura Abdominal. Hiperlipidemia. Disbiose.
Ratos



ABSTRACT

The availability of nutrients or the type of nutrient, when offered in the perinatal
period, seems to act by modifying the development of physiological systems providing
the appearance of metabolic diseases in adulthood. The ketogenic diet is one of the
dietary changes that may be related to these metabolic and intestinal microbiota
changes. To evaluate the effects of the ketogenic diet, rich in saturated fat, on lactation
on somatic growth, biochemical patterns and on the intestinal microbiota in the
offspring of young rats. 12 Wistar, nulliparous, adult rats and 48 male offspring from
the rats were used. After the birth of the pups, day 0 of lactation, the rats were assigned
to the experimental group: Control Group (control diet, GC, n = 6) and Ketogenic Group
(ketogenic diet, GK, n = 6). The offspring of both groups were designated: Offspring
Control Group (CG, n = 24) and offspring Ketogenic Group (KG, n = 24). The control
diet during lactation was the AIN-93G diet (3.6cal / g, 18% proteins, 63% carbohydrates
and 19% lipids) and the ketogenic diet was based on the AIN93G diet (5.4cal / g; 19%
proteins, 10% carbohydrates and 71% lipids). The diet for each group was
administered throughout the lactation period (25 days postpartum). After weaning the
offspring of both groups received a standard / commercial diet until 60 days of life. In
dams rats, and in offspring during lactation, weaning at 25 days, and at 60 days of life,
the following were evaluated: Body weight, murinometric measurements, food
consumption, biochemical standards, organ weight (liver, fat visceral and
retroperitoneal), and quantitative analysis of the fecal intestinal microbiota. Student's
“T” test, two-way ANOVA test for repeated measures and Student’s Paread “T” test
were used. The significance level was maintained at p <0.05. GK rats had lower body
weight, greater liver weight, retroperitoneal and visceral fat at weaning compared to
the CG. Food consumption was lower for GK dams, but showed higher caloric
consumption in relation to the CG. The GK rats showed lower amounts of Lactobacillus
spp and Bifidobacterium spp and higher concentration of Entererobacterium spp and
Bacteroidetes spp. GK offspring had higher body weight at weaning, but at 60 days
they had lower body mass and a lower percentage of weight gain. Greater amount of
body fat was found in FGK, at the ages of 25 and 60 days. And higher concentration
of glucose, thoral cholesterol, triglycerides, VLDL-col and LDL-col at 25 and 60 days
of life. At 25 and 60 days, the GK showed the same changes in the fecal microbiota of

the GK. The consumption of DC rich in saturated fat during the lactation period alters



glycemia and triggers hyperlipidemia, favors the increase of abdominal fat and
intestinal dysbiosis in the offspring of young rats, but does not impair somatic growth
at weaning. This demonstrates the importance of nutritional balance for the health of

the intestinal microbiota.

Keywords: Ketogenic diet. Lactation. Abdominal fat. Hyperlipidemia. Dysbiosis. Rats
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA



17

1 INTRODUCAO

O conceito de periodo critico do desenvolvimento, formulado por Dobbing
(1965), faz referéncia a periodos em que os tecidos e 0s 0rgédos sdo susceptiveis a
danos (DOBBING, 1965). Este periodo esta relacionado a uma maior vulnerabilidade
fisioldgica, bioquimica, morfolégica e comportamental quando associados aos insultos
ambientais. De acordo com Pigliucci (2006), a Plasticidade Fenotipica pode ser
definida como “a capacidade de gendtipos individuais produzirem diferentes fenétipos
quando expostos a diferentes condi¢gdes ambientais” (PIGLIUCCI, 2006). E o processo
de adaptacdo € compreendido pelas alteracbes morfoldgicas, fisiologicas e
comportamentais do individuo (GRENIER; BARRE; LITRICO, 2016). Assim, a
plasticidade no periodo critico permite que o organismo modifique sua trajetéria de
crescimento e desenvolvimento através de processos adaptativos, podendo ser
alterado sua forma, estado, movimento ou padréo de atividade (WEST-EBERHARD,
1989).

A nutricdo é um dos fatores que estdo envolvidos na plasticidade fenotipica.
Alteracdes na disponibilidade de nutrientes e/ou do tipo de nutriente durante o periodo
critico atuam modificando o desenvolvimento de sistemas fisiolégicos (WEST-
EBERHARD, 1989). Foi demonstrado que o0 aumento no consumo de lipidios e alta
ingestdo caldrica na gestacdo e lactacdo estdo relacionados as alteracbes
epigenéticas, assim, os filhotes de mées que receberam dieta rica em lipidios, nesta
fase, tem maior susceptibilidade em desenvolver doencas cronicas relacionadas as
mudancas no metabolismo energético e nas funcdes fisioldgicas, a exemplo do
excesso de peso (VIDAL-SANTOS et al., 2017).

Em modelo experimental, dietas ricas em gorduras (High fat diet- HFD) séo
capazes de influenciar o crescimento fetal e pos-natal. Estas dietas ofertadas durante
a gestacdo e lactacdo promoveram maior peso corporal e crescimento somatico, e
melhor desenvolvimento do sistema nervoso, em relacdo ao adiantamento na
ontogénese de reflexos na prole (CADENA-BURBANO et al.,, 2019; FERRO
CAVALCANTE et al., 2013). Esses resultados estao relacionados ao tempo e periodo
de exposicao a dieta, e também ao tipo de lipidio utilizado (CHRISTIANS et al., 2019).
A ingestédo de HFD durante a gestacao propicia a prole transferéncia de 4cidos graxos

através da placenta, e durante a lactacdo esse processo ocorre através do leite
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materno (KABARAN; BESLER, 2015). Quanto aos tipos de gorduras em HFD para
roedores, a saturada promove aumento sérico do colesterol total e da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), em comparagdo com dieta hiperlipidicas, rica em gordura poli-
insaturada (KANTA CHECHI; SUKHINDER KAUR CHEEMA, 2006).

A Dieta Cetogénica (DC) é um tipo de HFD, e diferencia dos outros protocolos
por apresentar baixo teor de carboidratos e percentual elevado de lipidios (<10% em
carboidratos e 60 a 80% de lipidios com relacédo valor calorico). E devido a esta
disponibilidade de nutrientes, a DC induz alteracbes no metabolismo dos
macronutrientes, favorecendo o aumento das concentracdes circulantes dos corpos
cetbnicos, que podem ser mensuraveis (VEECH, 2004). As cetonas sao produzidas
hepaticamente, sendo a primeira delas o acetoacetato, e a cetona primariamente
circulante € o B-hidroxibutirato. Em condi¢cdes normais, 0s niveis de cetonas séo
baixos (<3mmol/l), sob circunstancia da dieta cetogénica, essa quantidade pode
aumentar de ~0,5-3mmol/l, para niveis fisioldgicos maximos de 7-8mmol/l
(GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018a)

A dieta cetogénica foi utilizada inicialmente para tratamento da epilepsia em
criancas que nao respondiam aos farmacos existentes na época. E mesmo sendo uma
conduta antiga, ainda continua sendo associada ao tratamento desta condicéo
(D’ANDREA MEIRA et al., 2019; SADEGHIFAR; PENRY, 2019). A literatura relata
poucos efeitos negativos sobre a utilizacdo da DC. Estudo em humanos, 0s principais
efeitos adversos encontrados estéo relacionados as cédibras musculares, dores de
cabeca, halitose, constipacéo, fraqueza geral e erupcao cutanea (YANCY et al., 2004).
Em criancas, os efeitos adversos encontrados pela utilizagdo da DC foram
desidratacédo, hipertrigliceridemia, hepatite, pancreatite, calculos renais e deficiéncia
de micronutrientes (HC et al., 2004). Ja em modelos experimentais, a DC promoveu
diminuicdo da toleréncia a glicose e resisténcia hepatica a insulina (GARBOW et al.,
2011; GRANDL et al., 2018).

Existe uma estreita relacdo da alimentacdo com o desenvolvimento do
microambiente intestinal. A microbiota intestinal das mées pode influenciar a pode ser
transmitida para o filho, sendo a alimentac&o durante a gestacao e lactagdo um fator
importante na microbiota intestinal dos descendentes (FRESE; MILLS, 2015;
MEROPOL; EDWARDS, 2015).
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Os micro-organismos intestinais sdo importantes para saude do hospedeiro
porque exercem papel tanto em nivel metabdlico como imunolégico (ROTHSCHILD et
al., 2018; ZHANG et al., 2015). E isso € possivel a partir de modelos animais (DE
PALMA et al., 2017) e também em seres humanos (SONNENBURG; SONNENBURG,
2014). Em relacédo a MI dos mamiferos, o consumo de gordura saturada em protocolos
HFD foi capaz de aumentar a propor¢éo de Firmicutes para Bacteroidetes (CANDIDO
et al., 2018), assim como diminuir Lactobacillus e Bifidobacterium no intestino (BELL,
2015; STATOVCl et al., 2017).

Dentro dessa perspectiva, a microbiota intestinal é importante para o
entendimento de condi¢des patoldgicas, sobretudo a obesidade. A associacdo entre
obesidade e microbiota intestinal foi demonstrada em estudo com camundongos
criados de forma convencional, e estes apresentaram 40% a mais de gordura corporal,
e 47% a mais de coxins de gordura gonodal do que os camundongos germ free
(BACKHED et al., 2004). Ding et al. (2010) demonstraram que ratos alimentados com
dieta rica em gordura tinham aumento de mediadores inflamatérios no ileo e colon,
gue precedeu ao ganho de peso, obesidade e resisténcia insulinica e que estes fatores
estavam relacionados a baixa diversidade bacteriana intestinal (DING et al., 2010),
sobretudo, quando a dieta era rica em gordura saturada e trans (ZHANG; YANG,
2016). Em humanos também ha evidéncias que individuos com sobrepeso/obesidade
e que tém alteracdo na diversidade bacteriana estdo propensos a desenvolver
doencas metabdlicas, sobretudo por conta da inflamacéo de baixo grau (MARCHESI
et al., 2016).

Apesar dos estudos utilizando dietas ricas em gordura e dietas ocidentalizadas
durante o periodo perinatal de roedores (BAYOL; FARRINGTON; STICKLAND, 2007;
KRUSE et al., 2016; PANTALEAO et al., 2013), ainda n&o foram esclarecidas as
repercussdes de uma dieta muito rica em lipidios e com baixo teor de carboidratos, a
exemplo da dieta cetogénica durante a lactacéo. A dieta cetogénica esta em evidéncia
populacional nos tempos atuais, mesmo sendo uma pratica dietética antiga. A
observagéo populacional do uso da dieta cetogénica é baseada, sobretudo, no
consumo de gordura saturada. Sabe-se que a diminuicao do consumo de carboidratos
€ acompanhada também da diminuicdo do consumo de fibras, que pode ser prejudicial
a qualidade da microbiota intestinal, podendo refletir na satde do hospedeiro. Assim,

fez-se necessario associar a dieta cetogénica com teores elevados de gordura
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saturada ao periodo critico do desenvolvimento (lactacdo), visto o interesse em
entender os mecanismos da plasticidade fenotipica nas alteragcdes metabdlicas e na

microbiota intestinal.

Desta forma, este trabalho buscou responder o seguinte guestionamento:
Poderia a dieta cetogénica, rica em gordura saturada, durante a lactacao alterar o
crescimento somatico, modificar a microbiota intestinal fecal e os padrées lipidicos e

glicidicos de ratos jovens?
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.2 PLASTICIDADE FENOTIPICA (PF)

O conceito de periodo critico do desenvolvimento, formulado por Dobbing
(1964), faz referéncia as janelas de periodos onde os tecidos e os O6rgados sao
susceptiveis a danos, este periodo corresponde a gestacdo, lactacdo e primeira
infancia (MORGANE et al.,, 2002). Inicialmente esta fase foi relacionada ao
desenvolvimento do sistema nervoso central, mas todos os sistemas apresentam
periodos onde a proliferacdo e diferenciacao celular ocorrem rapidamente e portanto,
estdo mais vulneraveis a insultos ambientais (DOBBING, 1964). Em roedores, 0
desenvolvimento do sistema nervoso central apresenta a mesma descrigdo, sendo
durante a lactacé@o o periodo de maior modificagdo (MORGANE; MOKLER; GALLER,
2002), e onde os Orgaos e 0s sistemas corporais apresentam altas plasticidades, e
estas alteracdes estdo relacionas a adaptacdo do organismo garantindo a
sobrevivéncia (BARKER, 2013).

O processo de adaptacdes do ser vivo compreende as altera¢cdes morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais, permitindo a persisténcia a vida da populacéo e das
espécies. Essas alteracdes emergem como resultado de dois mecanismos: selecéo
genética e plasticidade fenotipica. Quanto ao primeiro, a frequéncia de alelos
favoraveis aumenta ao longo das geracdes a medida que os desfavoraveis tendem a
diminuir (GRENIER; BARRE; LITRICO, 2016). Assim, a plasticidade no periodo critico
permite que o organismo modifique sua trajetoria de crescimento e desenvolvimento
através de processos adaptativos, podendo ser alterado sua forma, estado,
movimento ou padrdo de atividade (WEST-EBERHARD, 1989).

A Plasticidade Fenotipica € definida como a capacidade de gendétipos
individuais produzirem diferentes fenotipos quando expostos a diferentes condicdes
ambientais (WEST-EBERHARD, 2005). Logo, a partir de processos adaptativos, a
plasticidade permite ao organismo modificar sua trajetéria de crescimento e
desenvolvimento (PETER D GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005).

O ambiente exerce papel importante em relacdo a adaptacdo dos mamiferos.
Dessa forma, o organismo € visto como um “objeto passivo das forgas evolutivas”, isto

€, um ambiente que gera problemas aleatorios a medida que um mecanismo genético
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interno do organismo realiza solugbes que foram impostas pelo ambiente
(LEWONTIN, 2002). O proprio periodo perinatal € um exemplo, sendo preditor de
repercussdes em meédio e longo prazo, onde, insultos ambientais podem induzir
alteracdes fenotipicas e isso repercutir no decorrer da vida (HANSON; GLUCKMAN,
2014). As caracteristicas plasticas dos individuos, podem ser alteradas sem precisar
modificar a diversidade genética, podendo a plasticidade fenotipica, entdo, influenciar
a aptiddo dos individuos (KOPP; TOLLRIAN, 2003) e ser o alvo da selecao
(ROBINSON; WILSON, 1996).

Garland (2006) demonstrou que isso € possivel dada a possibilidade em
modificar trajetérias de desenvolvimentos em resposta aos possiveis estimulos
ambientais e pela capacidade em que um organismo tem de alterar seu estado ou sua
atividade fenotipica (exemplo: metabolismo) em resposta as varia¢cdes impostas pelas
condi¢cdes ambientais (GARLAND, 2006). Nesse sentido, sabe-se que a falta ou a
deficiéncia e até mesmo o excesso de nutrientes durante o periodo fetal, lactacédo e
infancia, predispde o individuo, quando na fase adulta, a condicbes como doencas
cardiovasculares e diabetes tipo Il, bem como fatores que estdo associados a essas
condi¢cdes como hipertensao, intolerancia a glicose e alteracfes lipidicas, como a
hiperlipidemia (ARMITAGE et al., 2004; ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005;
BARKER, 2007; TAYLOR; POSTON, 2007).

O organismo ainda em desenvolvimento tem a capacidade em adaptar-se a
condicbes de baixo consumo nutricional, capacitando o metabolismo a ser mais
eficiente no aproveitamento energético e isso foi alcunhado pela Hip6tese do Fendtipo
Poupador (HALES; BARKER, 1992). Outro modelo que explica a associagcado do
ambiente perinatal, o desenvolvimento humano e o surgimento de condi¢cdes
patolégicas na vida adulta € o modelo proposto por WELLS (2010). Este modelo
demonstrou que a “capacidade metabdlica” é determinada pelo peso corporal ao
nascer e “carga metabdlica” pode ser caracterizada pelo ganho de peso, altura, massa
gordurosa ou massa livre de gordura. Evidenciando que a surgimento da sindrome
metabdlica e da doenca cardiovascular podem ser referidos entre razdo de carga
metabdlica para capacidade metabdlica (WELLS, 2010). Estas hipbteses estdo

inclusas no termo, mais amplo, da “Plasticidade Fenotipica”.



23

Sabe-se, entdo, que alteracdes dos processos bioldgicos ocorridos no
ambiente pré-natal tem efeito duradouro na saude no decorrer da vida (HOFFMAN;
REYNOLDS; HARDY, 2017). As primeiras observacées demonstraram associagoes
entre 0 peso ao nascer e o risco para doenca cardiovascular e diabetes (BARKER et
al., 1990, 2009; HALES; BARKER, 1992). Outros estudos demonstraram desfechos
negativos do baixo e do excesso de peso ao nascer a saude quando adulto com o
risco de doenca de foro metabdlico (GRISSOM; REYES, 2013; HANSON;
GLUCKMAN, 2014; SEN et al., 2012)

O desequilibrio nutricional € um dos principais fatores ambientais que
desencadeiam alteragcbes no organismo, e pode ser esclarecido pela plasticidade
fenotipica (PETER D GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005). A superalimentacéo
materna, sobretudo por alimentos palataveis, ricos em acucares e gorduras, esta
relacionada a modificagdes nas vias neuronais que regulam o apetite desencadeando
na prole preferéncia por alimentos mais palatdveis (BAYOL; FARRINGTON;
STICKLAND, 2007; MENNELLA; BEAUCHAMP, 2002; PLAGEMANN et al., 1999).
Além disso, as dietas com alto teor de lipidios quando ofertadas durante a gestacéo
e/lou lactacdo, favorecem o crescimento somatico e altera a maturacdo do
desenvolvimento do sistema nervoso da prole (FERRO CAVALCANTE et al., 2013).

2.3DIETA HIPERLIPIDICA MATERNA, TIPO DE GORDURA E CONSEQUENCIAS
NA PROLE

A nutricdo é um dos fatores mais importantes durante o periodo de gestagéo e
lactacédo dada sua relagdo com o desenvolvimento da prole, afetando a plasticidade
do desenvolvimento dos oOrgdos destes mamiferos (OLIVEIRA, 2014). O
desenvolvimento do feto/prole esta diretamente relacionado a disponibilidade de
nutriente na circulagdo materna, na capacidade de transporte destes nutrientes pela
placenta e na oferta do leite materno. As alteracbes nestes processos indicam o
desencadeamento de respostas ao feto/prole restrita ou excessiva, com mudancgas na

taxa de crescimento e no metabolismo (BRETT et al., 2014).

O valor energético, os macronutrientes e 0os micronutrientes estao relacionados
com os aspectos da programacao metabolica do feto/prole em roedores (OLIVEIRA,
2014). Aminoacidos, glicose, acidos graxos e colesterol podem ser transportados para
o feto através da placenta por conta de transportadores especificos (BRETT et al.,



24

2014). A composicao dos lipidios do leite materno também é influenciada pela dieta
hiperlipidica consumida pelas genitoras (ALBUQUERQUE et al., 2006). E os corpos
cetbnicos podem ser transferidos ao feto, podendo atingir o mesmo nivel plasmatico
da circulacdo materna, e também serem utilizados como fonte de energia e como

substrato de lipidios para o desenvolvimento do cérebro (HERRERA, 2002).

Dietas ricas em gorduras influenciam o crescimento fetal e pos-natal em
roedores, e este fato esta diretamente relacionado ao tempo, ao tipo e ao percentual
(45 a 60%) de gordura na dieta (CHRISTIANS et al., 2019). Onde uma alimentacao
com HFD por 4-9 semanas antes do periodo gestacional favorece o crescimento fetal,
bem como uma alimentacado com 45% de lipidios reduz o peso do feto ao nascimento
(CHRISTIANS et al., 2019). Alteracdes no metabolismo das ratas durante o periodo
de lactacdo advindas de HFD estdo relacionados com alteracbes danosas para a
saude em longo prazo, como no comprometimento da glicose ou predispondo a prole
a obesidade (VOGT et al.,, 2014). Vogt (2014) demonstrou que a prole tinha
hiperinsulinemia resultado de uma ativacdo anormal da sinalizacdo da insulina,
mostrando que a exposicao da mae a HFD é suficiente para predispor na prole as
alteracdes metabdlicas relacionadas a glicose, e que essas mudancas sao em parte
pelo comprometimento da inervacdo neuronal de areas alvo intra-hipotalamicas
(VOGT et al., 2014).

As dietas hiperlipidicas ofertadas em roedores também estéo relacionadas a
maiores padrdes de crescimento e desenvolvimento da prole (MENDE-DA-SILVA et
al., 2013). A HFD (51% de lipidios) durante a gestacao e lactacdo favoreceu o
aumento do peso corporal, do eixo latero-lateral e antero-posterior do cranio e maior
crescimento do corpo nos filhotes (CADENA-BURBANO et al., 2019). Demonstrando

gue a prole é altamente sensivel aos efeitos advindos de dietas maternas.

O tipo de gordura na dieta materna exerce um papel importante para o
crescimento do feto e da prole no pds-parto, como também, na adipogénese e no
desenvolvimento cerebral (MENDES-DA-SILVA et al., 2013). A quantidade e os tipos
de acidos graxos ingeridos interferem na resposta metabdlica, na mudanca da
composicdo dos acidos graxos dos fosfolipidios das membranas plasmaticas,

causando danos estruturais e funcionais na célula, e acarretando alteracdes
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permanentes no controle do apetite, no metabolismo energético e na funcao
neuroenddcrina na prole (KABARAN; BESLER, 2015).

As dietas ricas em &acidos graxos de cadeia longa (poli-insaturados) sao
transportadas de forma facilitada para o feto através da placenta durante a gestacéao,
e transferidos a prole pelo leite materno durante a lactacdo (BRETT et al., 2014;
ELIAS; INNIS, 2001). Os acidos graxos essenciais (bmega 6 e 3) sdo fundamentais
no desenvolvimento e na funcéo do sistema nervoso central. E a desproporcédo no
consumo de 6mega 6 e 3 € um fator de risco para a programacao metabdlica, podendo
predispor a prole ao baixo peso ao nascer ou aumentar o risco em desenvolver
doencas na vida adulta, como obesidade (KABARAN; BESLER, 2015). Logo, o tipo
de &cido graxo da dieta durante o periodo critico € considerado fator preponderante
para ter um desenvolvimento fetal e pés-natal adequado (MENNITTI et al., 2015),
sobretudo o consumo de acidos graxos poli-insaturados por seu facil transporte
através da placenta durante a gestacéao e pelo aleitamento durante a lactacdo (BRETT
et al., 2014; ELIAS; INNIS, 2001).

Ja as dietas ricas em gordura saturada no periodo perinatal aumentam a
probabilidade na prole quando na vida adulta em desencadear alteracfes na funcéo
hepética, hiperglicemia, resisténcia insulinica, obesidade, hipertensdo arterial e
diabetes (LIANG; OEST; PRATER, 2009), bem como uma maior proporcao de acido
graxo saturado durante o desenvolvimento fetal afeta a memaria e os processos de
aprendizagem (PAGE; JONES; ANDAY, 2014) e a locomocdo (CADENA-BURBANO
etal., 2017). O maior consumo de gordura saturada em HFD também esta relacionado
com a resposta na concentracdo plasmatica de lipidios. Em roedores que consumiram
HFD rica em &cidos graxos saturados por duas semanas antes do acasalamento,
durante a gestacéao e lactacdo promoveram na prole maior concentracao de colesterol
total e a lipoproteina de baixa densidade (LDL) em comparacédo ao grupo controle e
ao grupo que recebeu dieta hiperlipidica rica em gorduras poli-insaturadas (KANTA
CHECHI; SUKHINDER KAUR CHEEMA, 2006).

Estudo do nosso grupo de pesquisa demonstrou que genitoras alimentadas
com dietas ricas em gordura (HFD, 51% de calorias), e os filhotes submetidos a
administracdo de Kaempferol (flavonoide) apresentaram menores niveis de

adiposidade mas sem alteracdo no comportamento alimentar (CHAVES et al., 2020a).



26

Todavia uma recente revisdo sistematica, também do nosso grupo de pesquisa,
concluiu que dietas ricas em gordura favorece o comprometimento de parametros do
comportamento alimentar e da composi¢ao corporal, prejudicando a saude desde o
nascimento até sua fase adulta. Uma outra caracteristica observada nesse estudo foi
que filhotes de maes alimentadas com dietas HF apresentaram baixo peso ao nascer
da prole e tendéncia a peso corporal elevado quando adulto (CHAVES et al., 2020b).
Dentre os diversos modelos de dietas caracterizadas pelo alto teor de gordura,
encontra-se a Dieta Cetogénica.

2.4 DIETA CETOGENICA

A Dieta Cetogénica € um tipo de dieta que contém baixo teor de carboidratos e
alta concentracdo de lipidios, podendo apresentar cerca de 10% em carboidratos,
20% de proteinas e 60 a 80% de lipidios (VARGAS et al., 2018; VEECH, 2004). Alguns
modelos experimentais com dieta cetogénica podem apresentar até 90% de lipidios
em sua composicdo (GRANDL et al., 2018). Estas mudancas nas propor¢des dos
macronutrientes que ocorrem na DC induzem numerosas alteragdes no metabolismo
humano. Mesmo sem limitar calorias da dieta, a DC é capaz de induzir ao corpo uma
condicdo metabdlica conhecida por Cetose Fisiologica. Essa condicdo envolve altos
niveis de corpos cetdnicos circulantes no sangue. Quando esses corpos cetbnicos
estdo na circulacdo em quantidades acima do fisioldgico, eles se tornam mensuraveis
(VEECH, 2004). A cetose fisiolégica ou nutricional € diferente da cetose ocorrida em
decorréncia a algumas condi¢cbes, como cetoacidose diabética desencadeada pela
Diabetes Mellitus tipo 1 (NEWTON; RASKIN, 2004).

Figura 1. Corpos Cetodnicos produzidos hepaticamente: B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona.
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Elaborado pelo autor a partir de conhecimento obtido: (DANIAL et al., 2013; FUKAO;
LOPASCHUK; MITCHELL, 2004; GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018a).

Na cetose fisioldgica, ha sintese de trés corpos cetdnicos. E estes possuem um

grupo funcional cetona: B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona (Figura 1). Os
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corpos cetbnicos sdo produzidos hepaticamente, sendo o primeiro deles o
acetoacetato, depois a acetona e o B-hidroxibutirato, sendo este o primariamente
circulante no sangue. Em condi¢bes normais, os niveis de cetonas sdo baixos
(<3mmol/l), sob circunstancia da dieta cetogénica, essa quantidade pode aumentar de
~0,5-3 mmol/l para niveis fisiolégicos maximos de 7-8mmol/l (GERSHUNI; YAN;
MEDICI, 2018a).

A producdo dos corpos cetdnicos depende da glicose sanguinea e da
disponibilidade de glicogénio hepatico para distribuicdo celular. Quando estes niveis
estdo abaixo do necessario para as células, apos ocorrer deplecédo do contetdo de
glicogénio e diminuicdo da concentracdo da glicose sanguinea, ha formacédo dos
corpos cetdnicos para continuidade das funcgdes fisiolégicas de quase todas as células
do corpo. Esse processo ocorre, sobretudo, em periodos de jejum, dietas restritivas
de carboidratos (como a DC), em individuos que estdo sob treinamento intenso ou
pela falta de insulina circulante, como na Diabetes Mellitus tipo | quando néo tratada
(DANIAL et al., 2013; GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018b).

Figura 2. Producao de Corpos Cetbnicos: Acetoacetato, S-hidroxibutirato e acetona.
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Elaborado pelo autor a partir de conhecimento obtido: (DANIAL et al., 2013; FUKAO;
LOPASCHUK; MITCHELL, 2004; GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018a).

O processo de cetogénese ocorre na matriz mitocondrial dos hepatdcitos por
conta do excesso de Acetil-CoA disponivel e do desvio metabdlico do oxaloacetato

para gliconeogénese. Isso ocorre devido a ativacao excessiva da lipdlise (degradacao
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de triglicerideos em &acidos graxos e glicerol), seguida por beta-oxidacdo nas

mitocondrias hepaticas para producéao de duas moléculas de acetil-CoA.

O organismo, entdo, desvia metabolicamente o acetil-CoA para produzir
Acetoacetil-CoA por acdo de uma enzima tiolase, que é posteriormente convertido em
HMG-CoA pela agdo da HMG-CoA sintase, seguida da HMG-Coa liase que converte
HMG-CoA em acetoacetato (DANIAL et al., 2013; FUKAO; LOPASCHUK; MITCHELL,
2004; GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018a). O acetoacetato pode ser convertido em
acetona por descarboxilacdo ndo enzimatica ou em B-hidroxibutirato por meio da
enzima beta-hidroxibutirato desidrogenase. O acetoacetato e o B-hidroxibutirato
podem, entdo, irem para outros tecidos serem utilizados para obtencdo de energia
(Figura 2) (DANIAL et al., 2013; FUKAO; LOPASCHUK; MITCHELL, 2004;
GERSHUNI; YAN; MEDICI, 2018a).

A dieta cetogénica foi relatada primariamente para o tratamento da epilepsia
refrataria em criancas, e prosperou seu uso na clinica durante bom tempo até que os
farmacos antiepilépticos foram introduzidos na terapia. Mesmo sendo a DC relatada
h& anos para essa situacao, atualmente continua sendo associada ao tratamento da
epilepsia (O’ANDREA MEIRA et al., 2019; SADEGHIFAR; PENRY, 2019).

Essa relacdo foi a primeira encontrada na literatura demonstrando a DC com
alguma condicéo clinica. Pacientes que demonstram ndo responder ativamente ao
tratamento farmacoldgico tradicional (drogas antiepilépticas) para epilepsia refrataria
tém na DC uma alternativa para melhora dos efeitos negativos desta condi¢cdo. Para
D’ ANDREA MEIRA et al., (2019), DC é considerada um alvo terapéutico de altimo
recurso, ou seja, utilizado somente quando a crianc¢a, jovem ou adulto ndo respondem
aos tratamentos convencionais farmacologicos (D’ANDREA MEIRA et al., 2019). Uma
das possibilidades de acdo da DC em pacientes epilépticos refere-se a baixa
disponibilidade de glicose, essa, que ¢é facilmente transportada via barreira
hematoencefélica, onde em condicbes normais, € necessaria para atividade
convulsiva. Entdo, na baixa disponibilidade de glicose e aumento da disponibilidade
de B-hidroxibutirato (produto da cetose), ocorre diminuicdo do metabolismo
anaerobico, diminuindo as convulsdes nesses pacientes (D’ANDREA MEIRA et al.,
2019).
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A DC também tem sido utilizada na terapéutica em outras condi¢cdes. Em
pacientes portadores Parkinson e Alzheimer, a DC parece ser capaz de regular as
proteinas que possuem propriedades neuroprotetora, buscando restaurar a
homeostase celular (RAMAMURTHY; RONNETT, 2006). A literatura também
evidencia associacao positiva da DC em pacientes com doencas cardiovasculares. O
seu efeito benéfico esta associado ao LDL-colesterol, pois DC modula o tamanho das
particulas de LDL-colesterol deixando-as mais flutuantes no plasma, o que diminui seu
risco aterogénico (VOLEK; SHARMAN; FORSYTHE, 2005). A mudanca do padrao
dietético normal para uma dieta cetogénica seria capaz de melhorar os triglicerideos
séricos em jejum em -33%, a lipemia ap6s uma refeicéo rica em gordura em -29% e a
concentracdo sérica de insulina em jejum em -34% independente da perda de peso
(SHARMAN et al., 2002).

Nos ultimos anos cresceu a associacdo da DC com outras patologias, como
diabetes tipo Il, sindrome do ovario policistico, cancer e doencas neurodegenerativas
(PAOLI et al., 2013). Na Diabetes tipo I, por exemplo, o uso da DC esta relacionado
com a melhora nos biomarcadores, sobretudo beneficiando a sensibilidade sistémica
ainsulina (PAOLI et al., 2013)

A DC também é em relatada para perda de peso corporal em humanos
(MCKENZIE et al., 2017). Individuos que aderem a DC como padrdo de dieta, com
um consumo maximo de 50g de carboidratos por dia, tiveram maior perda de peso
corporal (como desfecho primario) e também efeitos nos parametros de risco
cardiovascular (como desfecho secundéario) e menores niveis de triglicerideos
plasmaticos em comparagdo com uma dieta baixa em gordura (low-fat diet) (BUENO
et al.,, 2013). Em humano os protocolos de dietas cetogénicas sdo considerados
hipocaldricos, e esta condi¢cdo pode ser preponderante na perda de peso (GARDNER
et al., 2018). Além disso, boa parte dos individuos que utilizam a DC para este fim
associa ao exercicio fisico, e alguns encontram-se em acompanhamento psicologicos
(OHSIEK; WILLIAMS; DEAN, 2011; SWIFT et al., 2018).

Para além dos efeitos benéficos encontrados sobre a DC, ha poucos dados
demonstrando efeitos negativos, principalmente quando seguida por curtos periodos.
Parte dos efeitos negativos encontrados na literatura quando ha adeséo para DC em

humanos séo referentes ao surgimento caibras musculares, dor de cabeca, halitose,
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constipacao, diarreia, fraqueza geral e erupcao cutanea (YANCY et al., 2004). Em
criancas dados demonstram que existem complicacbes quando ocorre a utilizagéo
precoce da DC na epilepsia, como: desidratacdo, nausea, vomitos, diarreia e
constipacao. Alteracdes observadas ap6s um maior periodo de utilizacdo da DC foram
associadas a hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hepatite, pancreatite e acidose
metabdlica persistentes (HC et al., 2004). Também foi observado caréncia de
micronutrientes, a calculo renal e em casos graves morte por sepse, cardiomiopatia e

pneumonia lipoide (HC et al., 2004).

Em modelos animais alimentados com uma dieta cetogénica por 12 semanas
apresentaram tolerancia diminuida a glicose, estresse no reticulo endoplasmatico
hepatico, esteatose por aumento no contetdo de triglicerideos hepaticos, lesao celular
e acumulo de macrofagos. GRANDL e colaboradores (2018) demonstram que animais
alimentados com uma DC apresentavam tolerancia a glicose diminuida, associado ao
quadro de resisténcia a insulina hepatica (GRANDL et al., 2018). Estes efeitos
demonstram que o consumo da dieta cetogénica em longo prazo parece estar
associado a efeitos nocivos a saude (GARBOW et al., 2011). Em estudo com DC por
curto periodo (21 dias) nao demonstrou alteracao no estado nutricional, perfil hepatico,
renal e lipidico (COLICA et al., 2017). Todavia, ha dados que demonstram seguranca
no uso da DC por até dois anos (BROOM; SHAW; RUCKLIDGE, 2018; MA, 2019),
mesmo ndo encontrando maiores vantagens em seu uso apds um ano (BATCH et al.,
2020).

Na literatura ha discussdao sobre a relacdo da alimentacdo com o
desenvolvimento do microambiente intestinal. E que a alimentacao durante a gestacao
e/ou lactacdo das ratas parece influenciar o microbioma intestinal (FRESE; MILLS,
2015; MEROPOL; EDWARDS, 2015). Assim, os protocolos dietéticos ricos em
gorduras podem influenciar na microbiota intestinal (HE et al., 2018).

2.5 DIETA RICAS EM GORDURA E MICROBIOTA INTESTINAL

O Trato Gastrointestinal (TGI) é considerado uma das maiores interfaces entre
o individuo, os fatores ambientais e 0s antigenos. Relata-se que em média 60
toneladas de alimentos passem por todo o TGl humano durante sua vida, além disso,
uma demasia de microrganismos, que podem impor ameaca a integridade intestinal

do hospedeiro (BENGMARK, 1998). A terminologia microbiota faz referéncia a
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microbiota intestinal (MI), a qual é representada por microrganismos simbidticos,
comensais e patogénicos. Neste ambiente € possivel encontrar bactérias, virus e
fungos, sendo o microbioma a representatividade coletiva de todos esses
microrganismos. Sabe-se ainda que as bactérias que habitam o TGl humano e de
animais, na sua grande maioria pertencem a:. Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobactéria e Proteobacteria (TAGLIABUE; ELLI, 2013). Essas populacdes
microbianas sdo constituidas predominantemente de bactérias, como as dos filos
Bacteroidetes e Proteobacteria (gram-negativas), e Firmicutes e Actinobactéria (gram-
positivas) (AL-ASSAL et al., 2018).

O microbioma de um individuo, normalmente, € estavel e resiliente ao longo do
tempo, mas alguns fatores podem modificar a composicdo deste, como a dieta,
probioticos, prebidticos, virus, e drogas, sobretudo antibioticos (THURSBY; JUGE,
2017). Através das fungbes que a MI exerce ela € capaz de oferecer diversos
beneficios para a satde humana, como o fortalecimento da integridade intestinal,
protecdo contra invasores patdgenos e a propria regulacédo da imunidade (BAUMLER,;
SPERANDIO, 2016; GENSOLLEN et al., 2016; NATIVIDAD; VERDU, 2013).

A microbiota intestinal pode ser passada de mae para filho, mas sabe-se que
fatores ambientais, bem como os relacionados a alimentacao, o uso de medicamentos
e outros fatores também sdo determinantes para a composicdo da microbiota
intestinal. A forma de nascimento do individuo, por exemplo, pode ser uma forma de
alteracdo da microbiota. Apds nascimento de parto normal/natural ocorre um aumento
da quantidade de lactobacilos durante os primeiros dias de vida; ao contrario do que
acontece com bebés nascidos de cesariana, apresentando uma colonizacéo
prejudicada em Bacteroides (AVERSHINA et al., 2014; JAKOBSSON et al., 2014;
ROTHSCHILD et al., 2018).

O microambiente intestinal € importante para salude do hospedeiro porque
exerce papel tanto em nivel metabdlico como imunolégico (ROTHSCHILD et al., 2018;
ZHANG et al., 2015). E isso € possivel a partir de modelos animais e também com
seres humanos (DE PALMA et al., 2017; SONNENBURG; SONNENBURG, 2014).
Nesse sentido, eventos que acontecem no inicio da vida podem ter consequéncias

duradouras e representar para o individuo um estado saudavel ou de desenvolvimento
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de doencas, como doenca inflamatdria intestinal, alergia e asma (GENSOLLEN et al.,
2016).

Os micro-organismos intestinais sdo fundamentais para fermentacdo dos
substratos que ndo sao digeriveis no TGI, possibilitando com que as fibras desses
alimentos possam ser metabolizadas & Acidos Graxos de Cadeia Curta (SCFA),
conhecidos por Acetato, Propionato e Butirato (TURNBAUGH et al., 2006). O butirato
€ considerado uma fonte de energia primaria para as células do célon do hospedeiro,
tendo ainda efeitos sob a homeostase energética. Apoés transferéncia para o figado,
0 propionato regula a gliconeogénese e a saciedade (DE VADDER et al., 2014). Ja o
acetato, é o SCFA em maior quantidade, considerado importante por exercer efeitos
sobre a lipogénese e no metabolismo do colesterol, como também na regulacéo
central do apetite (FROST et al., 2014).

Dados associam o papel que a dieta exerce sob a microbiota intestinal. A partir
de estudos transcriptdmicos foi possivel constatar que a microbiota do ileo é elevada,
pela capacidade que microrganismos tém em metabolizar acucares simples,
mostrando que a microbiota € capaz de se adaptar a disponibilidade de nutrientes no
intestino delgado (ZOETENDAL et al., 2012). J4 os MACs — Carboidratos acessiveis
a microbiota, que sdo encontrados em alimentos fibrosos, podem influenciar a
composicdo da MI, a partir de dietas que restringem determinadas classes de
nutrientes, como dietas veganas ou sobretudo onivoras. Quando dietas onivoras sao
preferencialmente utilizadas ha alteracées de microrganismos tolerantes aos acidos
biliares, como Alistipes, Bilophila e Bacteroides. E o aumento de Bilophila relaciona-
se ao tipo de gordura da dieta e aos acidos biliares, favorecendo o surgimento das
doencas inflamatorias intestinais (ZOETENDAL et al., 2012). H4 também relacédo da

MI com do tipo de dieta e de gordura.

As dietas ricas em gordura saturada estao associadas com efeitos nocivos para
a Ml e a um estado metabdlico prejudicial ( WOLTERS et al., 2019). Esse tipo de dieta
é relatado por modular a composicéo da Ml e também a inflamacao sistémica de baixo
grau, desequilibrando as colonias na MI, aumentando a proporcéo de Firmicutes para
Bacteroidetes e outras mudancas nos niveis de familia, género e espécie dos micro-
organismos (CANDIDO et al., 2018). A dieta ocidental, rica em gordura saturada,

apresenta alto teor de graos refinados, sal, xarope de milho, acucares simples e
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baixissima fontes de fontes de fibras alimentares. Dados tem demonstrado que a dieta
ocidental é capaz de modificar o perfil da MI e promover um ambiente inflamatério,
assim como diminuir a carga total de Lactobacillus e Bifidobacterium no intestino
(BELL, 2015; STATOVCI et al., 2017).

7

Como ja descrito, a DC também é um tipo de dieta que apresenta uma
quantidade elevada de gordura na proporcdo dos macronutrientes. Newell (2016)
demonstrou a associacédo da DC com a Ml em modelo de espectro do autismo. Nesse
estudo evidenciou que animais alimentados com dieta cetogénica tinha a composicéo
da microbiota intestinal alterada, diminuindo significativamente a abundancia
bacteriana total, em amostras do cécum e das fezes (NEWELL et al., 2016). Além
disso, a Ml esta sendo relacionada com diversas doencas neurolégicas, como a
epilepsia, sendo a DC também relatada para essa condicdo. Um estudo que utilizou
doze pacientes epilépticos que estavam sob o regime da DC e tiveram as amostras
fecais coletadas antes e apds o inicio da intervencdo nao tiveram a diversidade alfa
alterada (diversidade de espécies dentro de uma Unica amostra), mais obtiveram
mudancas significativas na composicdo taxondmica e funcional da microbiota
(LINDEFELDT et al., 2019).

Em recente publicagcéo, foi demonstrado que a DC seria capaz de alterar a
microbiota intestinal de forma diferente de outros modelos de dieta high-fat e que
essas mudancas estéo relacionadas com producao de corpos cetdnicos. Além disso,
foi observado que o B-hidroxibutirato inibe o crescimento de bifidobactérias, bem como
favoreceu a reducdo dos niveis de célula Thl7 intestinais, sendo estas associadas
com as células do sistema imune (ANG et al., 2020a).

Dessa forma, compreende-se que a diversidade, a composicdo bem como a
propria atividade metabdlica da microbiota intestinal esta associada a dieta e a
proporcdo dos nutrientes especificos como proteinas, carboidratos e lipidios, como
também ao tipo e quantidade de fibras ingeridas a partir da alimentacéo do individuo.
Portanto, o intuito deste trabalho foi investigar a associacdo da dieta cetogénica
ofertada as maes sobre a microbiota intestinal a partir da contagem de
microrganismos advindos da microbiota intestinal fecal, bem como os efeitos
metabdlicos da utilizagdo da DC durante a lactacdo sobre as repercussfes de

crescimento na prole.
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3 HIPOTESE

A dieta cetogénica, rica em gordura saturada, ofertada durante a lactacao,
promove maior crescimento corporal, excesso de gordura visceral e retroperitoneal,
hipoglicemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e desequilibrio na microbiota

intestinal fecal em ratos jovens.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da dieta cetogénica, rica em gordura saturada, na lactacao

sobre o crescimento somatico, os parametros bioguimicos e a microbiota intestinal na

prole de ratos jovens.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nas ratas durante a lactacao:

e Quantificar o peso corporal e o consumo alimentar;
e Analisar o perfil bioquimico sanguineo;

e Avaliar a microbiota intestinal fecal;

Na Prole:

e Mensurar crescimento somatico;
e Analisar o perfil bioquimico sanguineo;

e Analisar a Microbiota Intestinal Fecal.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1ANIMAIS

Foram utilizadas 12 ratas Wistar nuliparas obtidas na colénia do Departamento
de NutricAo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram
mantidos em ambiente com ciclo invertido de luz (20:00 as 8:00h) e escuridéao (08:00
as 20:00h), temperatura 22+ 2°C e com livre acesso a 4gua e racdo, mantidos em
gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) coberta com maravalha estéril. O projeto
seguiu as normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, e as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use
of Laboratory Animals. O projeto foi aprovado sob n°111/2019 pela Comisséo de Etica
em Uso animal (CEUA) da UFPE (ANEXO A).

Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas
nuliparas (proporcao 1:2), ndo consanguineos, com idade entre 90 a 120 dias. O
diagnéstico de possivel fertilizagdo foi realizado através do teste de esfregaco vaginal
com visualizacdo do espermatozoide. A gestacdo foi confirmada por
acompanhamento da evolucao ponderal. Com a confirmacdo da gestacédo, as ratas
foram separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas, e passaram a
ter livre acesso a agua e racao comercial Presence. Apds o nascimento da prole as
ratas (lactacéo) foram divididas em grupos de acordo com a dieta administrada ad

libitum.

Apés o nascimento, as ninhadas foram compostas por 8 filhotes
(machos:fémeas na propor¢cédo de 4:4 ou 5:3). O desmame ocorreu aos 25 dias de

nascidos e a finalizacdo do experimento foi aos 60 dias de vida.
5.2 MANIPULAC}AO DIETETICA E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais (Figura 3) foram formados de acordo com a dieta
ofertada apés o parto até o final da lactacao (25 dias) das ratas (HAHN; KIRBY, 1973).
As dietas experimentais/grupos foram: Dieta AIN-93G para o grupo Controle (GC,
n=12 lactacdo; 3,6cal/g, 18% proteinas, 63% carboidratos e 19% de lipidios)
(REEVES, 1997), e a dieta com baixo teor de carboidratos e alto em lipidios (Dieta
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Cetogénica) para o Grupo Cetogénico (GK, n=12 lactacdo; 5,4cal/g; 19% proteinas,
10% carboidratos e 71% de lipidios) — Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo de Macronutrientes segundo o Valor energético total (VET) das dietas AIN-93G,

Cetogénica e Presence.

Proteinas Carboidratos | Lipidios VET
DIETAS*

(% kcal VET) | (% kcal VET) | (% kcal VET) | (kcal/g)
AIN-93G 18 63 19 3,6
Cetogénica 19 10 71 54
PRESENCE® ** 26 63 11 3,6

*Os célculos da composicao centesimal foram baseados nas informagfes nutricionais enviadas pela
empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composi¢cédo de Alimentos (TACO). **
Determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.

A dieta cetogénica foi desenvolvida com base na dieta AIN-93G com alteracao
guantitativa dos ingredientes e da proporcdo dos macronutrientes, com acréscimo de
fontes lipidicas, ricas em acidos graxos saturados (Tabela 2). A DC tem 33,9% de

gordura saturada na sua composigao.

Tabela 2. Distribui¢c@o de nutrientes na Dieta Cetogénica desenvolvida a partir da AIN-93g. *g= gramas.
das calorias vindas de gordura por 100g de dieta. Gordura saturada representa 33,9% das calorias de

gordura por 100g de dieta.

INGREDIENTES g/100g dieta
Amido de milho (87%) 9,63
Caseina (80%) 29,00
Sacarose 5,00
Manteiga sem sal 1,00
Banha de Porco 21,61
Oleo de soja (0,929) 7,00
Fibra Dietética 5,00
Mix Mineral 3,50
Mix Vitaminico 1,00
Metionina 0,61
Bitartarato de colina 0,64
TBHQ 0,01
TOTAL 100,00
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Apoés o desmame (25° dia de vida) as genitoras e metade dos filhotes machos
foram eutanasiados (12 animais por grupo). Os demais animais de ambos 0s grupos
seguiram com dieta comercial Presence (Purina do Brasil) até o 60° dia de vida, onde
foram repetidas todas as andlises do estudo. Sendo assim, os filhotes deste estudo
foram distribuidos em dois grupos, segundo a dieta das lactantes: Grupo Controle
Filhotes (FGC, n=24) e Grupo Cetogénico Filhotes (FGK, n=24) - Figura 3.

o
'§~ Controle - GC Cetogénico - GK
S (n=6) (n=3)
-
d 0-25 d 0-25
(n=24) (n=24)
@
£
m
E [ Controle- (FGC) ] [ Cetogénico- (FGK) J
0] (n=12) (n=12)
Q
3 d 25-60 d 25-60
a (n=12) (n=12)

Figura 3. Desenho dos grupos experimentais expostos a dieta controle e dieta cetogénica durante a
Lactagdo e Pés Desmame. GC= grupo controle, GK= grupo cetogénico, FGC: Filhotes do Grupo
Controle. FGK: Filhotes do Grupo Cetogénico.; D= dia, N= quantidade de animais.

5.3 PROCEDIMENTOS

5.3.1 Avaliacdo das ratas durante a lactacao
5.3.1.1 Peso corporal

Foi realizada in vivo nas ratas lactantes a quantificacdo do peso corporal nos
dias: 1°, 5°, 11°, 17°, 21°, 25°. Para quantificacdo do peso corporal foi utilizada uma

balanca eletrbnica semianalitica com precisao de 0,01g (modelo BL3200H, Marte).
5.3.1.2 Consumo alimentar e energético

As ragbes AIN-93G e cetogénica foram ofertadas diariamente, e a ingestao
alimentar das lactantes foi quantificada, através da diferenca entre a cota ofertada e o

rejeito mensurado apés 24h. Para avaliacdo do consumo alimentar foi considerado o
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total consumido durante a fase de lactacdo. O consumo energético foi calculado
multiplicando a quantidade de racdo consumida pelo valor cal6rico de cada dieta
(Tabela 1).

5.3.1.3 Analise do Perfil Bioquimico e Microbiota fecal

Ao final do periodo da lactacdo houve a eutanasia das ratas por decapitacao,
apos jejum de 10/ 12 horas. Foram coletadas amostras de sangue para analise do
perfil bioquimico (descritos no tépico 5.4.2). Também foram coletadas amostras fecais
direto da porcao final do intestino grosso para analise da microbiota intestinal fecal

(descricao no tépico 5.4.3).

LACTACAO :
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e} FGC FGC @2 FGC -1z FGC 12 |
% FGK FGK (n=24) FGK (n=12) FGK (n=12)
o
w Analises Prole Analises Prole
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Q Avaliagdo Munirométricas Avaliagdo Munirométricas
‘<—(| Perfil bioquimico do sangue Perfil biogquimico do sangue
= Analise da microbiota fecal Andlise da microbiota fecal
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Figura 4. Detalhamento do Desenho Experimental. GC: Grupo Controle. GK: Grupo Cetogénico. FGC:
Filhotes do Grupo Controle. FGK: Filhotes do Grupo Cetogénico.; **D= dia.

5.3.2 Avaliagéo da prole nas idades de 25 e 60 dias.

5.3.2.1 Avaliacao do peso corporal na prole durante a lactacéo e pés-desmame

O peso corporal das proles de ambos os grupos foi obtido no 1°, 5°, 11°, 17°,
21°, 25° dias (periodo da lactag&o), 30° e 60° dias (p6s desmame). Para quantificacdo
do peso corporal foi utilizada uma balanca eletrénica semi-analitica com precisao de
0,01g (modelo BL3200H, Marte).
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5.3.2.2 Mensuracédo das medidas munirométricas da prole durante a lactacao

As medidas murinométricas foram mensuradas em cada filhote aos 1°, 5°, 11°,
17°, 21° 25° 30° e 60° dias de vida. Foram consideradas como medidas
murinométricas: eixos latero-lateral (ELLC) e antero-posterior (EAPC) do cranio, e o
eixo longitudinal (EL) do corpo. Para fins da mensuragéo, o ELLC representa a linha
perpendicular ao eixo longitudinal, dividindo ao meio os pavilhdes auditivos. Ja para o
EAPC considerou a linha média entre o focinho e a regido externa da crista occipital.
O eixo longitudinal (EL) considerou a distancia entre o focinho e o anus do animal.
Para estas avaliagGes foi utilizado o paquimetro digital com precisdo de 0,01mm.
Todas as medidas foram avaliadas no horario compreendido entre 09:00 as 10:00

horas e por um Unico pesquisador durante todo o experimento.
5.3.2.3 Eutanésia e testes post mortem

A eutandsia dos FGC e FGK foi aos 25 e 60 dias de vida por decapitacdo. Ao
completar as idades pontuadas no estudo, metade dos animais de cada grupo foi
mantido em jejum de 10 a 12 horas e decapitados por guilhotina (resolucéo normativa
CONCEA n° 37, de 15.02.2018). Foram coletadas amostras sanguineas e fezes na
porcdo do intestino grosso, também foi coletado para pesagem o figado, a gordura

retroperitoneal e visceral.
5.3.2.4 Coleta e homogeneizacdo de sangue e tecidos

O sangue foi coletado com auxilio de um funil, sendo acondicionado num tubo
tipo falcon estéril e identificado. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas
a 250rpm durante 20 minutos. Posteriormente, o soro obtido foi congelado em freezer
-80°C para analises bioquimicas. O figado, gordura visceral e retroperitoneal foram
pesados em balanga semianalitica com precisdo de 0,01g (modelo BL3200H, Marte).

Para os resultados foram considerados o peso umido e relativo dos 6rgaos.
5.3.2.5 Andlise do perfil bioquimico

O perfil bioguimico foi dosado nos animais com 25 e 60 dias de vida. Foi
considerado o perfil bioquimico do animal o conjunto de resultados das avaliagbes dos
niveis séricos de (glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL, Alanina

aminotransferase e Aspartato aminotransferase. Os niveis de LDL e VLDL foram
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calculados de acordo com Friedewald et al. (1972). Todas as analises foram
realizadas em triplicata e através de ensaio colorimétrico de ponto final, seguindo as
recomendacdes do fabricante. A mensuracdo da absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro. Posteriormente, foi obtida uma média entre as absorbancias de
cada amostra, quando foram convertidos em mg/dL, conforme indicado pelo
fabricante. Para esses procedimentos, foram utilizados kits comerciais da marca

Bioclin.
5.3.2.6 Microbiota Intestinal (MI)

Amostras de fezes das maes e da prole aos 25 e 60 dias de vida foram
coletadas para contagem do nimero de microrganismos viaveis. As amostras foram
homogeneizadas em agua peptonada (1mg peptona por mL) e em seguidas foram
diluidas em série no mesmo diluente (seis diluicbes). Aliguotas de 10 pL das
respectivas diluicées foram inoculadas usando a técnica de microgotas?! em placas
Petri estéreis contendo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) agar (HiMedia, india) para
contagem de Lactobacillus spp; MRS + cisteina (0,059 por 100mL, Sigmam-Aldrich,
Mildo, Itdlia) (cMRS) para contagem de Bifidobacterium spp; MacConkey agar
(HiMedia, india) para contagem de Enterobacteriaceae e Bacteroides Bile Esculina
(BBE) agar (Acumedia, EUA) para contagem de Bacteroides spp. O processo de
incubacéo foi realizado em condi¢cdes de anaerobiose (Anaerobic System Anaerogen,
Okoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) para contagem de Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp. e Bacteroides spp. e em condices aerdbias para a contagem
de Enterobacteriaceae. Apds um periodo de incubacao de 24-48 horas, o nimero de
colbnias visiveis em cada meio seletivo foi contado e os resultados foram expressos
como log UFC/g. O limite para detecc¢ao do teste foi de 2 log UFC/ g (DA SILVA et al.,
2013; DE OLIVEIRA et al., 2020).

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica e construcdo dos graficos foi utilizado o software
Graphpad Prism® 5.0. Os resultados obtidos foram expressos em média = desvio
padrdo. A normalidade dos dados foi verificada a partir do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para analises do grupo controle com o grupo cetogénico foi utilizado o teste
“T” de Student’s ndo pareado. Para analise estatistica dos grupos experimentais em

idades diferentes foi realizado o teste ANOVA two-way por medidas repetidas
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conforme as variaveis avaliadas e normalidade, seguido pelo pos-teste de Bonferroni
se determinada diferenca entre os grupos. O nivel de significancia foi mantido em 5%
(P<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALICAO NAS RATAS

O peso corporal do GK foi menor nos dias 11°, 13°, 21° e 25° de lactacao

(*<0,05) — Figura 5.
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Figura 5. Peso corporal das ratas durante a lactagdo submetidas a dieta cetogénica. GC- Grupo
controle (n=6), GK= Grupo Cetogénico (n=5). Valores representam média + desvio padrdo. Peso
corporal durante a lactacao, ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pés-teste de Bonferroni,
*

p<0,05.

Em relagdo ao consumo alimentar total das mées durante a lactagdo, o GK
consumiu menor quantidade de alimento em relagédo ao GC (Figura 6A). Entretanto,
ao analisar a ingestao energética, o GK ingeriu maior quantidade de calorias (p<0,05)

— Figura 6B.
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Figura 6. Consumo alimentar e energético total durante a lactacdo de ratas submetidas a dieta cetogénica.
Consumo alimentar (A), Ingestédo energética (B). GC- Grupo controle (n=6), GK= Grupo Cetogénico (n=5). A
e B: Teste estatistico “t” de Student, *p<0,05.
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A tabela 3 demonstra o peso dos 6rgaos e 0s parametros bioguimicos das ratas
ao final do periodo de lactacdo. As ratas alimentadas com dieta cetogénica
apresentaram maior quantidade de gordura visceral e de gordura retroperitoneal em
comparacao com 0s animais pertencentes ao GC. O peso relativo do figado, gordura
visceral e gordura retroperitoneal foram maiores no GK quando comparado ao

controle.

As maes alimentadas com dieta cetogénica ou dieta controle ndo apresentaram
nenhuma diferenca nos parametros bioquimicos do sangue coletados, seja para
glicose, colesterol total, triglicérides, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e
para lipoproteina de alta densidade (HDL) (p>0,05).

Tabela 3. Peso dos 6rgéos e perfil bioquimico das maes submetidas a dieta cetogénica durante
a lactacéo.

Orgéos | CG | GK | P
Peso Umido (g)

Figado 13,71+£1,20 14,14+0,70 0,467
Gordura visceral 1,79+0,62 3,00+0,89* 0,021
Gordura retroperitoneal 2,09+0,72 3,27+0,89* 0,030
Peso Relativo (g/1009)

Figado 5,59+0,41 6,32+0,16* 0,002
Gordura visceral 0,73+0,25 1,33+0,37* 0,008
Gordura retroperitoneal 0,85+0,28 1,46+0,40* 0,000
Perfil Bioquimicos

Glicose (mg/dL) 116,80+7,75 110,20+9,76 0,605
Colesterol total (mg/dL) 74,92+6,89 72,10+7,46 0,787
Triglicérides (mg/dL) 57,74+3,33 48,93+5,64 0,208
VLDL (mg/dL) 11,55+0,66 9,78+1,12 0,208
HDL (mg/dL) 62,86+2,95 60,36+1,65 0,477

Grupo Controle (GC, n=6) e Grupo cetogénico (GK, n=5). Foram utilizados os Teste T de Student’s
para comparacéo intergrupo. *GC versus GK na mesma idade. Foi considerado p<0,05.

Na figura 7 foram quantificadas as bactérias fecais das ratas ao final do periodo
da lactacédo (25 dias de vida). A dieta cetogénica diminuiu as quantidades de bactérias
probidticas (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) e aumentou as quantidades de
bactérias nocivas a saude do hospedeiro (Bacteroides spp., Enterobacteriaceae spp.)

guando comparado ao grupo controle.
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Figura 7. Contagem de Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterobacteriaceae e
Bacteroides spp nas fezes de maes alimentadas com Dieta Cetogénica ou Controle. GC=
Méaes grupo controle. GK= Maes grupo cetogénico. Valores representam média + desvio padrao.
Teste estatistico “t” de Student, *p<0,05.

6.2 AVALICAO NA PROLE DURANTE E APOS A LACTACAO

Em relacdo ao peso corporal os filhotes do grupo cetogénico (FGK)
apresentaram maior peso corporal nos dias 17° e 25° (Figura 8A). Aos 60 dias de vida,
0os animais do FGK apresentaram peso corporal inferior ao FGC (Figura 8B). O
percentual de ganho de peso durante a lactacéo néao teve diferenca, mas foi menor no
FGK em comparacao ao GC no periodo de 30-60 dias de vida (Figura 8C). Quanto as
medidas munirométricas 0 FGK apresentou menor ELLC e EL 5° e 11° dias de
lactacéo (Figura 9A e 9C) e EAPC inferior apenas no 5° dia em comparacédo ao FGC
(Figura 9B). Ao desmame 0s grupos nao apresentaram diferencas nestes parametros

(Figura 9).
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Figura 9. Peso corporal dos filhotes e percentual de ganho de peso durante a lactacéo e pés-
desmame. FGC- Filhotes Grupo controle (n=12), FGK= Filhotes Grupo Cetogénico (n=12) para
lactacdo e pds desmame. Valores foram expressfes em média + desvio padrdo. A) Peso corporal
durante a lactacdo. B) Peso corporal pds desmame. C) Percentual de ganho de peso durante a lactagao
e pés desmame. A, B e C: ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pés-teste de Bonferroni,
*p<0,05.
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Figura 8. Medidas munirométricas analisadas no periodo de lactacdo. FGC- Filhotes Grupo
controle (n=12), FGK= Filhotes Grupo Cetogénico (n=12). A) ELLC; B) EAPC; C) EL. Valores
representam média + desvio padrdo. ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pds-teste de
Bonferroni, *p<0,05.

Na tabela 4 foram descritos 0 peso Uumido e relativo dos 6rgdos da prole aos
252 e 602 dias de vida. No 25° dia a gordura retroperitoneal (peso Umido e relativo) foi
maior no GK do que no GC. Aos 60 dias de vida, o gordura visceral e retroperitoneal
(peso umido e relativo) do GK foi maior que o GC. Os animais nao diferiram no peso

do figado nas idades avaliadas.

Em relagdo aos parametros bioquimicos, aos 25 dias de vida o GK apresentou
maior concentracdo de glicose, colesterol total, LDL, triglicerideos e VLDL em
comparacao ao GC. Aos 60 dias de vida o GK continuou apresentando maior teor de
triglicerideos, colesterol total, LDL e VLDL, entretanto, a glicose apresentou menor

valor em comparacédo ao GC (Tabela 5).
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Tabela 4. Peso dos 6rgéos da prole aos 25 e 60 dias de vida submetidos a dieta cetogénica

durante a lactacao.

Peso Umido dos érgéos FCG FGK | P
25 dias

Figado (g) 2,85+0,52 2,40+0,62 0,073
Gordura Visceral (g) 0,49+0,18 0,47+0,12 0,742
Gordura retroperitoneal 0,18+0,07 0,34+0,10* 0,000
Peso Relativo dos 6rgédos

Figado (g/1009) 6,01+1,21 5,14+1 43 0,093
Gordura Visceral (g/1009) 1,04+0,41 0,81+0,44 0,261
Gordura retroperitoneal (g/100g) 0,39+0,16 0,72+0,24* 0,000
60 dias

Figado (g) 10,30+0,87 9,93+1,49 0,490
Gordura Visceral (g) 2,83+0,49 3,63+0,90* 0,025
Gordura retroperitoneal () 2,79+0,85 3,86+0,93* 0,015
Peso Relativo dos 6rgaos

Figado (g/100g) 3,90+0,37 4,51+1,00 0,236
Gordura Visceral (g/1009) 1,07+0,18 1,50+0,38* 0,005
Gordura retroperitoneal (g/100g) 1,07+0,33 1,59+0,34* 0,002

FGC- Filhote Grupo controle 25° dias (n=12), FGK= Filhote Grupo Cetogénico 25° dias (n=5). FGC-
Filhote Grupo controle 60° dias (n=12), FGK= Filhote Grupo Cetogénico 60° dias (n=12). *GC versus
GK na mesma idade; Teste estatistico “t” de Student *p<0,05.

Tabela 5. Perfil bioquimico da prole aos 25 e 60 dias de vida submetidos a dieta cetogénica
durante a lactagéo.

Perfil Bioquimico | FCG | FKG | P
25 dias

Glicose (mg/dL) 126,6+4,55 144,8+3,42* 0,003
Colesterol total (mg/dL) 107,5+£4,93 127,7+4,74* 0,006
Triglicerideos (mg/dL) 63,10+6,45 102,1+14,49* 0,020
VLDL (mg/dL) 12,62+1,29 20,43+2,89* 0,020
HDL (mg/dL) 55,96+1,92 55,02+1,08 0,674
LDL (mg/dL) 38,72+4,05 54,82+3,48* 0,006
ALT UI/L 25,23+2,18 20,42+1,32 0,073
AST UI/L 110,30£10,63 107,30+9,99 0,847
60 dias

Glicose (mg/dL) 138,5+2,06 125,9+5,14* 0,028
Colesterol total (mg/dL) 70,25+2,90 84,21+6,16* 0,048
Triglicerideos (mg/dL) 50,23+4,77 65,27+5,28* 0,046
VLDL (mg/dL) 10,04+0,95 13,05+1,05* 0,046
HDL (mg/dL) 64,11+1,28 61,29+1,67 0,190
LDL (mg/dL) 4,09+1,03 25,21+6,02* 0,009
ALT UI/L 32,24+2,25 37,51+3,33 0,213
AST UI/L 71,32+8,77 86,91+9,68 0,249

FGC- Filhote Grupo controle 25° dias (n=12), FGK= Filhote Grupo Cetogénico 25° dias (n=12). FGC-
Filhote Grupo controle 60° dias (n=12), FGK= Filhote Grupo Cetogénico 60° dias (n=12). *GC versus
GK na mesma idade; Teste estatistico “t” de Student *p<0,05.
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O GK, aos 25 dias e 60 dias de vida, apresentou diminuicdo na quantidade de
Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp em comparacédo ao GC. Entretanto, nestas

mesmas idades, o GK apresentou aumento de Enterobacteriaceae spp e

Bacteroidetes spp. na comparacao ao GC (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito da ingestdo de dieta cetogénica nas méaes e repercussdo na microbiota da
prole durante o periodo de lactacdo e pdés lactacdo. A) Contagem de Lactobacillus spp., B)
Bifidobacterium spp., C) Enterobacteriaceae., D) Bacteroides spp. FGC= Filhotes grupo controle; FGK=
Filhotes do grupo cetogénico. Valores representam média + desvio padrdo. ANOVA-two way medidas

repetidas seguidas do pés-teste de Bonferroni, *p<0,05.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho utilizou um modelo experimental de dieta cetogénica
caracterizada por um aumento substancial nas quantidades de gordura saturada com
duracdo de quatro semanas (periodo da lactacéo) e ingestédo ad libitum. As maes que
foram alimentadas com dieta cetogénica consumiram uma menor quantidade de dieta
em relacédo ao GC e tinham um consumo calorico maior do que o GC. As ratas GK
também apresentaram menor peso corporal no final da lactagdo, e principalmente
maiores coxins de gordura visceral e retroperitoneal; alteragcdo na microbiota intestinal
fecal, mas ndo promoveu mudancas nos parametros bioquimicos. O FGK apresentou
maior peso corporal no desmame e uma menor massa corporal aos 60 dias. O FGK
nao apresentou alterac6es nas medidas murinométricas, evidenciando que a DC nao
influenciou crescimento somético dos animais. Entretanto, houve alteracdes nas
guantidades de gordura visceral e retroperitoneal, hiperlipidemia, bem como maior

colonizacdo de bactérias maléficas ao organismo.

Em relacdo ao maior consumo energético encontrado nas maes, € possivel que
isso esteja relacionado ao fato de que a dieta cetogénica apresentara maior valor
energético quando comparado com a dieta controle, devido a maior quantidade de
gordura ofertada neste protocolo dietético. Boa parte das dietas ricas em lipidios
apresentam-se como dietas hipercaléricas, e nossos resultados sdo congruentes a
literatura por apresentar diminuicdo do consumo alimentar, mas alta ingestéao
energética. Por ser uma dieta com alto teor de lipidios, a cetogénica tem capacidade
de supressao do apetite por promover o estado de plenitude (PAOLI et al., 2015).
Alguns autores discutem sobre o que leva ao aumento da saciedade em protocolos
dietéticos como DC (PAOLI et al., 2015; (WESTERTERP-PLANTENGA et al., 2009).
Ha possibilidades da reducédo do apetite devido a quantidades de proteina na dieta
(hiperproteica), e seu efeito direto sobre a saciedade, o que é relatado por um aumento
na oxidacdo de aminoacidos pelo excedente consumido (WESTERTERP-
PLANTENGA et al., 2009). Em nosso estudo, o percentual cal6rico advindo de
proteinas foi de 19% (dieta normoproteica), possivelmente sem excedentes proteicos

para que o efeito sociogénico tenha advindo desse mecanismo.

Outro mecanismo relacionado a saciedade € de que a DC promove maior

sintese dos corpos cetbnicos, que em altas concentracbes na corrente sanguinea
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suprimem o apetite. Este via foi descrita em protocolos que administraram 3-B-
hidroxibutirato, demonstrando exercer papel na saciedade em roedores por sua alta
concentragdo plasmatica (ARASE et al., 1988). Os corpos cetdnicos, ndo somente 0
3-B-hidroxibutirato, podem atuar sobre 0s sinais anorexigénico e orexigénico,
resultando em uma diminuicdo geral da percepcdo da fome e da ingestdo de
alimentos. A via anorexigénica é ativada apdés uma refeicdo para aumentar os niveis
de acidos graxos livres (FFA) circulante, diminuindo assim os niveis de Neuropeptideo
Y (NPY) cerebral, o que mantém a resposta da Colecistocinina (CCK) a refeicao,
diminuindo a grelina circulante (PAOLI et al., 2015). Mesmo nosso estudo utilizando a
dieta cetogénica em curto prazo, o efeito da DC na fome parece acontecer da mesma
forma quando € utilizada em estudo com longa duracdo, onde dietas com baixo teor
de carboidrato sdo consideradas cetogénicas por promoverem a saciedade e
diminuirem a ingestdo de alimentos quando comparado com dietas ndo cetogénicas
(JOHNSTONE et al., 2008).

No presente estudo a maior proporcdo de acido graxo saturado na dieta
cetogénica foi proposital e com base em observacdes praticas em humanos, devido a
ideia de que pessoas que seguem esse tipo de protocolo tém uma ingestdo maior de
fontes alimentares ricas em gordura saturada. A dieta cetogénica rica em gordura
saturada, nas ratas durante o periodo de lactacdo, ndo influenciou os parametros
biogquimicos, mas alterou a quantidade de gordura visceral e retroperitoneal, além do
peso relativo das gorduras e do figado. Um estudo utilizando a DC com maiores
quantidades de banha de porco (rica em &cido graxo saturado) por seis semanas
mostrou que os animais alimentados com DC apresentaram maior quantidade de
gordura visceral do que ratos alimentados com dieta controle. E esta gordura visceral
aumentada foi relacionada a uma maior atividade da fosfoenolpiruvato carboxicinase,
fornecendo glicerol 3-fosfato para sintese de triglicerideos, aumentando o acumulo de

gordura pela lipogénese bem como intolerancia a glicose (RIBEIRO et al., 2008).

Por outro lado, mesmo com maior quantidade de gordura corporal, as ratas
apresentaram, no presente estudo, menor peso corporal. Sabe-se que durante o
periodo perinatal o metabolismo materno é alterado para maximizar a eficiéncia no
armazenamento dos nutrientes e a utilizacao destes na producao do leite, garantindo
a sobrevivéncia da prole (HERRERA et al, 2006; HERRERA and ARMUSQUIVAR,

2000). Esta maior demanda metabodlica na produgdo do leite materno pode ter
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favorecido a perda de peso das ratas, garantindo o maior peso corporal do FGK ao
desmame. Assim, Butruille (2019) mostrou que o consumo de gordura € principal fator
da programacao metabdlica no periodo pds-natal relacionado por mudancgas drasticas
na composicdo do acido graxo no leite materno, ocasionando mudanca no peso
corporal da prole e aumento nos depdsitos de gordura, mesmo nao alterando o peso

corporal das ratas alimentadas com alto teor de gordura (BUTRUILLE et al., 2019).

A DC durante a lactacéo nao alterou os parametros de crescimento corporal e
do cranio no desmame, mas influenciou a massa corporal dos animais durante a fase
de aleitamento e de adultos jovens. Ao desmame, os filhotes GK apresentaram maior
peso corporal, maior percentual de ganho de peso e alteracdo nas medidas
muniromeétricas no inicio da lactacdo. De forma semelhante, Cadena-Burbano et al
(2019) demonstraram que a dieta materna HFD promoveram maior peso corporal na
prole ao final da lactagcdo, e maior porcentagem de ganho de peso (CADENA-
BURBANO et al., 2019). Este autor ainda relatou que a prole apresentou maior

crescimento corporal e do cranio ao desmame, o que difere do nosso estudo.

Ainda sobre o crescimento somatico, o consumo no periodo perinatal de dieta
ocidentalizada (rica em acucar e gorduras) utilizando como fonte de acidos graxos
saturados a banha de porco, observaram maiores padrdes de crescimento somatico
(peso corporal, ELLC e EL) da prole ao desmame (FERRO CAVALCANTE et al.,
2013). Soares et al (2009) utilizaram DC durante a gestacéo e lactacéo e observaram
menor crescimento somatico (peso corporal, ELLC e EL nos dias 7°, 14° e 21°) na
prole durante a maior parte do periodo de lactacao, evidenciando que a DC afeta a
maturacdo do cérebro mas que essa alteracdo era mais evidente quando a DC era
acompanhada de baixos niveis de proteina na dieta (SOARES et al., 2009). Esses
dados contrastam aos nossos, pois 0 FGK apresentou maior peso corporal ao
desmame, mas ndo encontramos alteracdes nos parametros de crescimento corporal
e do cranio no desmame, apesar de ter havido alteracdo nos eixos ELLC (5° e 11°d),
EAPC (5°d) e EL (5° e 11°d) o que demonstra uma possivel sensibilidade da prole a
DC nesses dias especificos. Isto demostra que a dieta cetogénica na lactagédo nao foi
capaz de alterar o desenvolvimento do sistema nervoso, pois as medidas de ELLC e
EAPC sao fundamentais para avaliar o crescimento do cranio, sendo estas

representadas por neurocranio e viscerocranio (MILLER; GERMAN, 1999).
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Ao desmame os animais FGK além de apresentar maior massa corporal tinham
aumento de gordura retroperitoneal. Entretanto, aos 60 dias este grupo apresentou
menor peso, mas elevacdo das quantidades de gorduras abdominais. Estudos
realizados em animais mostraram que o consumo de dieta rica em gordura (HFD)
materna leva a anormalidades metabdlicas na prole como aumento do peso corporal
e massa gorda (BUCKLEY et al., 2005; ZAMBRANO et al., 2016). Outros estudos
destacaram que as dietas ricas em gordura e cetogénica levaram a um aumento da
gordura abdominal que foi ou ndo acompanhado por um aumento no peso corporal
(LONDRINA, 2012; NOVELLI et al., 2007; SWITSKAYA et al., 2007).

As células dos depositos corporais de gordura visceral apresentam uma rapida
capacidade de multiplicacdo em decorréncia da sobrecarga de nutrientes (TCHKONIA
et al.,, 2013). A maior deposicdo desta gordura visceral no corpo correlaciona ao
aumento na circulacdo de acidos graxos livres, desencadeando maior oxidacao,
lipotoxicidade e inflamacdo (FERRARA et al., 2019; TCHKONIA et al., 2013). Além
disso, o acumulo intracelular de &cidos graxos nao esterificados e triglicerideos
promove estresse no reticulo endoplasmatico, desacoplamento mitocondrial, estresse
oxidativo e alteracdo da composi¢cédo/funcdo da membrana, promovendo resposta
inflamatéria e morte celular (TCHKONIA et al., 2013).

Diferentes tipos de gorduras dietéticas podem influenciar de forma diferente na
resposta metabdlica do individuo, de forma que o consumo em excesso de gordura
saturada esta relacionado, por exemplo, com o surgimento de resisténcia a insulina
independente do peso corporal apresentado (MARSHALL; BESSESEN; HAMMAN,
1997; RICCARDI; GIACCO; RIVELLESE, 2004). Um parametro fisiolégico utilizado
em nosso estudo para analisar a resposta a sensibilidade das células dos animais foi
a glicose plasmatica. Aos 25° dias de vida o FGK apresentou maior glicemia e aos 60°
dias menor concentracdo de glicose, o que evidencia respostas distintas da DC a
glicose na prole, e isso pode ter ocorrido pela troca de dieta apdés os desmame
ocorrido nos grupos FGC e FGK, onde passaram a consumir dieta comercia até o dia
600°.

O FGK também apresentou maior concentracado dos marcadores lipidicos (TG,
Colesterol total, VLDL e LDL) quando comparado ao GC no soro sanguineo. Estudo

que utilizou HFD ad libitum durante a gestacédo e/ou lactacdo mostrou que esse tipo
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de dieta altera o fenotipo metabdlico na prole de forma permanente, mostrando um
aumento de lipideos hepaticos e niveis séricos de colesterol e triglicerideos (DE
PAULA SIMINO et al.,, 2017). Estas alteragcdes correlacionam a uma regulagcao
negativa em genes que estdo relacionados a [-oxidagdo hepética, estando
associados pela modulacéo de miR-122 e miR-370. Essa modulacdo negativa leva a
desfechos metabdlicos que favorecem ao aumento de lipidios no figado, maior massa
adiposa, intolerancia a glicose e insulina e niveis aumentados de colesterol,
triglicerideos e &cidos graxos livres no soro (BENATTI et al., 2014; DE PAULA SIMINO
et al., 2017).

Utilizando HFD com 45% de gordura, Huang et al (2017) mostraram que a super
alimentacdo materna ocasionou nha prole alteragbes como tolerancia a glicose
reduzida, colesterol sérico elevado e esteatose hepatica ao desmame (HUANG et al.,
2017). Ademais, roedores alimentados com dietas que continham mais calorias
(43,2% de lipidios-HFD) e maior concentracdo de gordura saturada apresentavam
alteracdes nos triglicerideos, colesterol total, além de maior deposicdo de gordura
retroperitoneal (HOEFEL et al., 2011).

Na literatura os dados que analisaram parametros metabolicos e o uso da dieta
cetogénica normalmente favoreceram a desfechos positivos, melhorando a glicemia e
marcadores lipidicos em humanos (CHOI; JEON; SHIN, 2020). Todavia, acreditamos
gue os resultados encontrados em nosso estudo estdo também em associacdo aos
efeitos da plasticidade fenotipica, pelos insultos nutricionais durante o periodo critico
do desenvolvimento (PETER D GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005) pela dieta
cetogénica, primordialmente pelo aumento do teor de gordura saturada, predispondo
a prole a alteracbes no metabolismo lipidico, glicidico e aumento do contetdo de

gordura abdominal no desmame e quando adultos jovens.

Além disso, associamos a DC durante a lactacdo e seu efeito na microbiota
intestinal fecal materna e da prole. Foi constatado que as caracteristicas da microbiota
intestinal das mées sao transmitidas para a prole. A dieta cetogénica promoveu maior
colonizagcédo de Enterobacteriaceae spp e Bacteroidetes spp, e menor concentracao
de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp. Sabe-se que o aumento de
Enterobacteriaceae e Bacteroides spp estao associados a eventos deletérios a saude
como a disbiose intestinal e inflamacdo (ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017). E que em



54

niveis normais, Lactobacillus e Bifidobacterium spp exercem papel probiético (AZAD
et al., 2018), logo, alteragcdes na concentracdo dessas bactérias estdo ligadas a
desfechos negativos para a saude. Dessa forma, pouco se sabe sobre o efeito da DC
sobre a MI, mas um estudo recente mostrou que a DC ao elevar os niveis séricos [3-
hidroxibutirato foi capaz de inibir seletivamente o crescimento bifidobacteriano por
ocasionar uma diminuicdo de células do tipo Thl7 intestinal, sendo essas células
participantes na patogénese de doencas como a doencga de Crohn, Colite e Esclerose,
evidenciado a partir de experimentos in vitro e in vivo (roedor), por analises
metagendmica e metabolémica o papel que a DC desempenha sobre a Ml € diferente
das HFD tradicionais (ANG et al., 2020b).

Mesmo a DC apresentando mecanismos distintos das dietas ricas em gorduras
sobre a MI, os efeitos na disbhiose relacionados a inflamacéo e excesso de gordura
corroboram-se, assim como o0 excesso de gordura abdominal e alteracées da Ml deste
trabalho. Em camundongos, estudo utilizando HFD (60% de gordura) por oito
semanas apresentaram infiltracdo de macréfagos e inflamacao no tecido adiposo,
associado ao aumento de citocinas pro-inflamatérias circulantes, além disso, a dieta
promoveu aumento de Enterobacteriaceae na MI. Estes fatores foram associados a
inflamacé&o por translocacdo de produtos microbianos do intestino para a corrente
sanguinea (Lipopolissacarideos — LPS) (CANI et al., 2007) e devido ao aumento de
Enterobacteriaceae na microbiota intestinal fecal (KIM et al., 2012). Esse aumento de
LPS esta associado a sindrome metabdlica por aumentar de forma crénica os niveis
de insulina em jejum, aumento de triglicerideos hepaticos e de tecido adiposo visceral,
além de outros marcadores como Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina
-1, Interleucina-6 (CANI et al., 2007).

A ligacado entre LPS e HFD explica os efeitos negativos que esse tipo de
protocolo promove ao ativar de forma crbnica vias de sinalizacdo inflamatoria e
favorecerem alteracdes metabdlicas semelhantes aos desfechos que nossos dados
apresentaram. HFD aumenta a permeabilidade intestinal porque modula a expressao
de proteinas ligadas a tight junction (Claudina-1 e Occludina), prejudicando a
integridade da barreira intestinal em ratos (DE LA SERRE et al., 2010). Nesse sentido,
o aumento do LPS pela oferta de HFD pode desencadear a inflamacdo como
demonstrado por Brun et al (2007). Neste estudo, os niveis de citocinas inflamatorias

liberadas pelo excesso de tecido adiposo cronicamente diminuiram a resisténcia
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intestinal por alterar as proteinas tight junction (BRUN et al., 2007). Essa discussao
evidencia que a propor¢cao de gordura na dieta, o tipo de acido graxo e a fonte de
gordura (banha de porco) em HFD influenciam a MI, alterando a proporcdo de
bactérias benéficas/maléficas intestinais, desencadeando inflamag¢éo (HUANG et al.,
2013). Nao foi possivel em nosso estudo analisar os niveis de LPS, para analisar se
as alteracbes nos parametros bioquimicos, o excesso de gordura visceral e

retroperitoneal e a disbiose intestinal tinham relagéo.

Dietz et al., (2019) observaram que a prole de mées alimentadas com HFD
apresentaram maior quantidade de gordura visceral, menor concentragdo de
Lactobacillus spp e maior concentracdo de Bacteroides spp, além disso, tanto a mae
como a prole apresentaram danos nas vilosidades intestinais, aumentando a
permeabilidade intestinal, e alteracdo no metabolismo lipidico, mostrando que HFD é
associada a complicacdes na saude da prole (DIETZ et al.,, 2019). De forma
semelhante a nossos dados, estudos que utilizam HFD com gordura saturada ofertada
durante os periodos iniciais da vida estdo ligados as mudancas nos perfis da
microbiota intestinal, aumentando a propor¢cdo de Firmicutes para Bacteroidetes,
sendo este um efeito adverso em comparacao aos resultados com as dietas ricas em
acidos graxos poli-insaturados (RODRIGUEZ et al., 2015).

Nota-se que esse aumento de Bacteroides spp atrelado a uma DC com 78%
de lipidios na dieta também estdo associados a um prejuizo na capacidade de
oxidacdo de gordura (MURTAZA et al., 2019). Em estudo com DC (75% de gordura)
utilizando roedores, também se observou uma diminui¢do total de bactérias intestinais
seguidos de um aumento na concentracdo de Enterobacteriaceae na analise da
microbiota intestinal fecal (NEWELL et al., 2016). Este resultado se assemelha ao
ocorrido em nossos achados quando analisamos a microbiota intestinal fecal da mae
e da prole. Em nosso estudo, a DC rica em gordura saturada ofertada a mae
prejudicou a microbiota intestinal fecal desses animais e isso foi visto também na
prole, permanecendo alterado mesmo apos a suspensao da dieta. Nés acreditamos
gue os desfechos vistos em nossos dados estdo demonstrados além dos efeitos que
uma DC tradicional (equilibrada no tipo de gordura) poderia causar para Ml, e que
esses desfechos estdo mais precisamente ligados ao alto teor de gordura saturada

gue ofertamos durante a lactacdo para as maes do GK, sobressaindo-se entdo, aos
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possiveis efeitos benéficos que uma DC equilibrada no tipo de gordura poderia vir a

ter.

Conforme demonstrado por autores que utilizaram HFD ou DC com alto teor de
gordura saturada, esse consumo esta associado a disbiose, inflamagdo e aumento
dos depdésitos de gordura bem como a ineficiéncia em oxidacdo de gordura. Logo, é
viavel interligar as alteracbes na microbiota intestinal fecal vistas em nossos dados
com as alteracdes encontradas nos parametros bioquimicos e no aumento dos
depdsitos de gordura nos animais, apesar de nao ter sido possivel analisar respostas
inflamatérias. Por fim, é importante realizar pesquisas de longo prazo para estabelecer
a associacao da DC com a Ml, sobretudo porque esse protocolo ofertou alto teor de
gordura e acido graxo saturado. Assim, destacamos que o equilibrio nutricional, e a
adequada oferta de fibras, proteinas, carboidratos e lipidios sdo importantes para a

microbiota e a satde como em um todo.
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8 CONCLUSAO

A exposicdo materna a dieta cetogénica rica em gordura saturada durante a
lactacdo levou a disbiose intestinal materna e na prole, estando isto associado a
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, e comprometimento da glicemia na prole,
bem como, ao aumento dos depdésitos de gorduras abdominais na méae e filhotes.
Entretanto, a DC n&o prejudicou o crescimento somatico da prole no desmame. Esses
dados demonstram a importancia da adequacao nutricional no inicio da vida para a
saude da microbiota intestinal e equilibrio dos parametros corporais e metabdlicos,
sendo estes fundamentais na prevencao de alteracées danosas para a saude no longo

prazo.
8.1 PERSPECTIVAS
Propde-se como perspectiva:

e Quantificar a concentracéo de corpos cetonicos e LPS na circulacéo;

e Analisar a microbiota intestinal por sequenciamento de gene (MRNA —
analise genética);

e Analisar a diferenca sobre os parametros no nosso estudo entre uma
dieta cetogénica convencional e a utilizada em nosso estudo, rica em
gordura saturada,

e Analisar diariamente os eixos Munirométricos;

e Analisar a Massa Magra para compreender melhor o menor peso
corporal encontrado nos 60° dias de vida da prole.

e Analisar as células hepéaticas, dada plausabilidade em associa-las com
0s resultados encontrados no nosso estudo;

e Analisar o perfil de acido graxo no leite materno;

e Analisar e quantificar a resposta inflamatéria com base em citocinas
secretadas pelo tecido adiposo e sua associacdo com alteracdes
intestinais como discutido.

e Quantificar outras bactérias da microbiota que poderiam estar

associadas ao excesso de peso.
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