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Resumo:

A dieta cetogénica tem sido muito utilizada para tratamento de obesidade e
diabetes, entretanto, o mecanismo ainda é pouco compreendido. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos de uma dieta cetogénica com alto teor de
lipidios sobre a gliconeogénese e os niveis de lipidios no figado de ratos. Os
animais foram divididos em 4 grupos: ratos tratados com dieta regular (RC),
dieta cetogénica (KD) por 15 dias e 30 dias, e KD sem cisteina por 30 dias. A
gliconeogénese foi determinada no figado em perfusdo usando lactato como
substrato. Ao final da dieta, o peso dos animais KD néo foi diferente dos RC. A
producéo de glicose basal foi muito aumentada no figado dos 3 grupos KD e é
o resultado da aumentada gliconeogénese a partir de substratos endogenos. A
producéo de glicose a partir de lactato foi aumentada no figado de ratos KD por
30 dias com e sem cisteina. O conteudo de lipidios foi aumentado no figado de
ratos KD e foi maior ainda em KD 30 dias. Os resultados mostram que a
gliconeogénese € aumentada no figado de ratos KD e é a consequéncia de
resisténcia insulinica causada pela dieta muito rica em lipidios. A ndo adi¢do de
cistina a KD promove um aumento ainda maior da gliconeogénese hepatica.

Introducao

Dietas cetogénicas (KD) tém sido usadas no tratamento de obesidade, diabetes
e convulsbes (ABBASI, 2018). Os mecanismos ainda ndo sdo muito claros,
mas estdo associados com altos niveis séricos de corpos cetdnicos. KD se
refere a dietas em que a ingestdo de carboidratos ndo excede 5-10% das
calorias e a ingestao de gordura excede 70% destas calorias. O baixo contetudo
de glicose da dieta diminui os niveis de insulina, o que estimula a lipdlise e a
gueima de gordura (SCHUGAR e CRAWFORD, 2012). Nesta condicdo, a
gliconeogénese é aumentada no figado e os aminoacidos das proteinas da
dieta sdo convertidos em glicose (SCHUGAR e CRAWFORD, 2012).
Entretanto, o aumento da gliconeogénese pode ser um problema porque evita
gque o corpo entre em cetose. Com o0 objetivo de minimizar os efeitos da
gliconeogénese hepatica na cetose, a quantidade de proteinas e carboidratos
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na KD pode ser bastante reduzida em favor de um alto teor de gordura. Por
outro lado, individuos sob esta dieta desenvolvem resisténcia a insulina e
doenca hepética gordurosa néo alcodlica (NAFLD: do inglés non-alcoholic fatty
liver disease) (SCHUGAR e CRAWFORD, 2012). De fato, roedores sob KD no
gual o conteudo calbrico é 90-95% de gordura, 1-2% de carboidratos e 5-10%
de proteina acumulam lipidios no figado e desenvolvem resisténcia insulinica e
NAFLD (GRANDL et al., 2018).

A afirmacéo de que a gliconeogénese esta reduzida em individuos sob KD com
alto teor de gordura ndo é consenso porque reduc¢des, nenhuma alteragéo e
até mesmo aumentos foram relatados (GRANDL et al., 2018; JORNAYVAZ et
al.,, 2010; SCHUGAR e CRAWFORD, 2012). A gliconeogénese hepéatica
nesses estudos, nao foi diretamente medida, mas inferida a partir de dados de
expressdo génica. Porém, ndo ha como quantificar a gliconeogénese com
dados de expressdo génica, pois enzimas-chave sao reguladas por
mecanismos muito complexos. Essa incerteza foi explorada neste estudo, no
gual os efeitos da KD com muito alto teor de gordura sobre a gliconeogénese
em figados de ratos em perfuséo foram quantificados. A homeostase glicémica
e 0 conteudo hepatico de glicogénio e lipidios foram também determinados.

Materiais e métodos

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maring& (n°® 6039280220).

Ratos machos Wistar (350-400g) foram divididos em 4 grupos: RC, tratados com
dieta regular (RC); KD, tratados com dieta cetogénica por 15 e 30 dias; e KD(-cis),
KD sem cisteina por 30 dias. Apdés este periodo, a cavidade abdominal dos ratos
em jejum de 24 h anestesiados (tiopental sddico 100 mg/Kg) foi aberta e o
figado removido para determinar o conteudo de glicogénio e lipidios. O
conteudo de lipidios no figado foi determinado por gravimetria. Colesterol total
e triglicerideos foram determinados com kits comerciais. A gliconeogénese foi
determinada no figado de ratos em perfusédo usando lactato como substrato.

A proporcao de calorias das dietas foi: 9, 68 e 23% de gordura, carboidratos e
proteinas (3,5 kcallg), respectivamente para racdo regular (Nuvilab® CR-1,
Colombo, Brasil) e 95, 0,5 e 4,5% de gordura, carboidratos e proteina (caseina),
respectivamente, (7,6 kcal/g) para KD. Esta Ultima foi preparada manualmente. Foi
suplementada ou ndo com cistina (3 mg/g) como complemento da caseina,
sabidamente deficiente em cisteina.

A andlise estatistica foi feita usando o GraphPad Prism Software (verséao 8.0) por
meio de ANOVA ONE-WAY com pos teste de Newman-Keuls (p<0.05). Quando
apropriado foi usado o teste t de Student (p < 0.05).

Resultados e Discusséao
N&o houve uma diferenca no peso dos animais sob as dietas KD ou RC e

mesmo o consumo alimentar em Kcal foram iguais entre RC e KD (resultados
nao mostrados). Os pesos dos tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal em
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ratos KD foram maiores que aqueles de RC (resultados ndo mostrados). A
remocao de cistina de KD ndo modificou estes resultados.

As velocidades de producgéo de glicose hepatica basal foram minimas para RC
e aumentadas para KD 15 dias e maior ainda para KD 30 dias (Figura 1A). Este
ultimo é certamente o resultado de uma aumentada gliconeogénese a partir de
substratos endogenos, ja que o aumento no conteudo de glicogénio (Figura 1B)
pode contribuir, mas néo € totalmente responsavel por este efeito. Alias, o
aumento de glicogénio em KD deve ser o resultado de aumentada
gliconeogénese e é observado no figado de animais com resisténcia insulinica.
ApoOs a infusdo de lactato, a producdo de glicose foi aumentada para todos os
grupos. Para comparacdo, os valores de estado estacionario basal e apds
infusdo de lactato esta apresentado na Figura 1C. O estimulo na producéo de
glicose foi igual para RC e KD 15 dias, mas foi 35 e 82% maior para KD 30 dias
com e sem cistina, respectivamente. O incremento no consumo de oxigénio e a
producdo de piruvato foram menores em KD 15 e 30 dias, mas ndo quando a
cistina foi omitida (Figuras 1D e E).
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Figura 1 — Efeitos de KD sobre a gliconeogénese em figados perfundidos. Painel A:
decurso temporal de producéo de glicose e piruvato e consumo de oxigénio. Os figados
foram perfundidos com lactato 2 mM conforme indicado pela barra horizontal. O fluido
efluente foi coletado em intervalos regulares e analisado para seus contetdos de glicose e
piruvato. O consumo de oxigénio foi monitorado por polarografia. Os valores nos Painéis C
e E sdo aqueles no estado estacionario basal (28 min) e apés a infusao de lactato (58 min).
Os valores no Painel D séo os incrementos causados pelo lactato. Os valores no Painel B
sdo os contelidos hepaticos de glicogénio. *p<0,05: diferente de RC; #p<0,05: diferente de
15 dias KD; **p<0,05: diferenc¢a entre basal e lactato (teste t).
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O conteudo de lipidios hepatico esta apresentado na Figura 2. Lipidios totais,
colesterol e triglicérides foram aumentados no figado de animais KD 15 dias e
ainda mais no figado de animais KD 30 dias, o que deve estar associado com
esteatose hepatica e resisténcia insulinica, os quais foram ja reportados em
estudos anteriores (GRANDL et al., 2018; JORNAYVAZ et al., 2010). Ratos KD
apresentaram menor tolerancia a glicose que RC (resultados ndo mostrados).
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Figura 2 — Conteldo de lipidios no figado de ratos alimentados tratados com RC e KD.

Conclusodes

Nenhuma significativa perda de peso corporal foi observada em ratos sob KD
com alto teor de lipidios. Pelo contrario, os animais tiveram maior conteudo de
gordura corporal e hepatica e menor tolerdncia a glicose oral. A
gliconeogénese foi aumentada nos animais sob KD tanto na presenca quanto
na auséncia de substrato exdgeno e parece ser o resultado de resisténcia
hepatica a insulina. A ndo suplementacao da dieta com cistina esta associada
com um aumento ainda maior da gliconeogénese hepética.
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