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RESUMO

A Dieta Cetogénica € caracterizada pelo alto teor de gordura e baixo teor de
carboidratos e proteinas, e tem sido proposta como benéfica em criancas com desordens
epiléticas que ndo respondem ao tratamento convencional de drogas anti-epiléticas. O retardo
de crescimento € um importante inconveniente desta dieta e as causas metabdlicas ainda ndo
estdo bem caracterizadas. O objetivo desse estudo é examinar a variagdo de peso corporal e de
tecido adiposo de ratos Wistar tratados com a dieta cetogénica durante 6 semanas, € a
atividade da fracdo citosélica da enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK) no tecido
adiposo. Os ratos alimentados com a dieta cetogénica apresentaram uma diminuicdo do peso
corporal, mas um significante aumento de tecido adiposo. A razdo tecido adiposo/peso
corporal apresentou diferencas entre os ratos cetogénicos e os controles ja na primeira semana
de tratamento, cerca de 2 vezes maior nos ratos cetogénicos. A lipogénese visceral foi
mantida por um aumento na atividade da PEPCK, objetivando o fornecimento de glicerol-3-
fosfato para a sintese de triacilglicerol e este acimulo de gordura foi acompanhado por
intolerancia a glicose. Ndo foram observadas mudangas na glicemia e lipidemia basais. Estes
dados contribuem para o entendimento dos efeitos metabdlicos da dieta cetogénica e sugere

alguns riscos potenciais desta dieta.

PALAVRAS-CHAVE: tolerancia a glicose, gliceroneogénese, dieta cetogénica, PEPCK,

obesidade.
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ABSTRACT

Ketogenic diet, characterized by high fat and low carbohydrate and protein contents,
has been proposed as beneficial in children with epilepsy disorders not helped by
conventional anti-epileptic drug treatment. The delayed growth is an important drawback for
this diet and metabolic causes are not well characterized. The aim of this study was to
examine body weight variation during ketogenic diet feeding for 6 weeks of Wistar rats, fat
mass and cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) activity in white adipose
tissue. Ketogenic diet fed rats exhibited a decreased of body weight, but a significant
increment of fat mass. Mass fat/body weight ratio was already different between ketogenic
and control rats at first week of treatment, about 2-fold higher in ketogenic rats. The visceral
lipogenesis was supported by an increment in PEPCK activity aiming to provide glycerol-3-
phosphate to triacylglycerol synthesis and this fat accumulation was accompanied by glucose
intolerance. No changes were observed in basal glycaemia end lipidaemia. These data
contribute to understanding the metabolic effect of the ketogenic diet and suggest some

potential risks of this diet.

KEY WORDS: glucose tolerance, glyceroneogenesis, ketogenic diet, PEPCK, obesity
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1 INTRODUCAO

2 DIETA CETOGENICA

As alteragdes dietéticas sdo as formas mais antigas e comuns de tratamento, e tém sido
prescritas através da historia para as mais diversas patologias dentro da medicina, como por
exemplo, a epilepsia.

Por volta de 400 a.C., Hipocrates, o pai da medicina, afirmou que a causa da epilepsia
ndo estava em espiritos malignos, ¢ sim no cérebro, tentando desfazer mitos sobrenaturais.
Hipoécrates detalhou um caso no qual o tratamento de um paciente epilético foi um regime de
jejum completo para o controle das crises.

A historia da dieta cetogé€nica possui raizes antigas e seculares que se confundem com
a historia da epilepsia. Além das observacdes de Hipdcrates, Galeno no século XI a.C. cita o
jejum relacionando as crises epiléticas a erros alimentares. Avicena propde periodos de
abstinéncia alimentar em convulsdes repetidas e isto também foi observado em descrigdes
biblicas no Novo Testamento (Mateus 17:18-21; Marcos 9:14-29), “"... E trouxeram-no; e
quando ele o viu, logo o espirito o agitou com violéncia, e, caindo o endemoniado por terra
revolvia-se, escumando. E perguntou ao pai: quanto tempo ha que lhe acontece isto? E ele
disse-lhe: desde a infancia, e muitas vezes o tem lancado no fogo e na agua para destrui-lo...
E Jesus apoés ter expulsado os demonios explicou aos seus discipulos “mas esta casta de
demdnios ndo se expulsa sendo pela oracgao e pelo jejum™”.

Portanto, o conhecimento das manipulagdes dietéticas e o jejum como forma de
tratamento tém sido utilizados hé centenas de anos. Foi durante o inicio de 1920, quando

somente os brometos e o fenobarbital eram conhecidos, que foram utilizados a oragdo e o

jejum como tentativa de controle das crises. Somente a oracao foi ineficaz, o jejum melhorou
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as crises dramaticamente, porém seu uso prolongado era impraticavel. Dai buscaram-se
solugoes alternativas baseando-se em estudos mais aprofundados sobre os efeitos metabolicos
do jejum. Descobriu-se que além da cetose ¢ da acidose, uma grande quantidade de acido
urico era excretada na urina. Se o jejum fosse quebrado com a ingestdo de carboidratos,
acucares ou proteinas, a excre¢ao de acido urico cessava e, se o jejum fosse quebrado com a
ingestdo de gordura, a excrecdo urindria continuava. Com isso, acreditou-se primeiramente
que o acido urico sanguineo era importante para o controle das crises. Seguindo-se essa
descoberta, uma dieta foi estudada no sentido de proporcionar ao organismo acidose, cetose e
aumento do acido urico urinario, compondo-se de grande quantidade de gorduras e pouca
quantidade de carboidratos, a qual foi denominada dieta cetogénica (Ramos e Rizzutti, 2004).
A dieta cetogénica ¢ uma forma de tratamento alternativo para o controle das crises de
epilepsia, principalmente para as epilepsias refratarias (que niao respondem as drogas
antiepiléticas), e é caracterizada por mimetizar as bases metabdlicas do jejum. Sua eficacia ja
foi comprovada, principalmente em criangas, no entanto, ainda sdo necessarios muitos estudos

para a compreensao dos seus mecanismos de agao (Nordli e De Vivo, 1997; Nordli, 2002).

2.1 Metabolismo da dieta

Metabolicamente, a dieta cetogénica vai induzir uma alteragdo de substrato energético.
Com a diminui¢do dos carboidratos da dieta, também ocorre uma diminui¢do da glicemia,
inibindo assim a liberagcdo de insulina e estimulando a liberagdo do glucagon na corrente
sanguinea. Na escassez de insulina, os nutrientes provenientes da dieta ndo seguem seu
caminho natural que ¢ a producdo e o estoque de energia, ¢ para que a energia seja gerada a
fim de que o organismo se mantenha, outras rotas sdo ativadas para que esse aporte energético

venha de outras fontes. Na dieta cetogénica o nutriente mais abundante ¢ a gordura e ¢ dela



12

que provém a energia para os processos vitais. A gordura entra na circulacdo sob forma de
acidos graxos (AGs) que seguem até o figado, onde serdo clivados pela B-oxidagdo formando
acetil-CoA, que pode ser oxidado pelo ciclo de Krebs ou pode formar os corpos cetdnicos. A
principal funcdo dos corpos cetonicos produzidos no figado ¢ servir como principal substrato
energético para os outros tecidos como, por exemplo, o coracdo, rins, cérebro e musculo
esquelético em situagdes nas quais a oferta de glicose ¢ baixa. Além de AGs provenientes da
dieta, ocorre também a mobilizacdo de AGs estocados no tecido adiposo sob forma de
triacilglicerdis — a lipolise. Os AGs mobilizados também sofrem a (-oxidagdo no figado. Essa
condicdo metabolica permite a produg¢do de glicose, ainda que em quantidades muito
pequenas, pela gliconeogénese, que inclui todos os mecanismos e vias responsaveis pela
conversao de ndo-carboidratos em glicose. Nos mamiferos este processo ocorre no figado e no
rim e o seu papel ¢ fornecer glicose para o cérebro, musculos e eritrocitos, quando as outras
fontes da glicose estdo esgotadas. O estado cetogénico ¢ imediatamente interrompido com a

ingestao de carboidratos. (Sankar et al., 1999; Freedman et al., 2001; Ziegler et al., 2002).

2.2 Efeitos colaterais

Os efeitos indesejados da dieta cetogénica geralmente estdo relacionados com a
intolerancia a dieta, como nauseas, vOmitos, diarréia. Podemos relacionar ainda outras
complicacdes médicas e psicossociais relacionadas a dieta: constipac¢do, dores abdominais,
nauseas, vomitos, hipoglicemia, acidose, distirbios do célcio e outros eletrolitos, calculo
renal, hiperlipemia, alopecia, infecgdes recorrentes, mudanga de estado mental, coma, gastrite
e colite ulcerativa, sonoléncia, recusa alimentar, perda do apetite, fome, sede, letargia,
palidez, suor e tonturas, hiperuricemia, desidratagdo e déficit de crescimento (Ramos e

Rizzutti, 2004).
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2.3 Outras indicacdes clinicas

Além de ser um tratamento para epilepsia, a dieta cetogénica pode ser aplicada em
outras desordens metabolicas como erros inatos do metabolismo que envolvam a via
glicolitica (como por exemplo, a deficiéncia de fosfofrutocinase, dos transportadores de
glicose na barreira hematoencefalica — principalmente de Glut-1 — e de piruvato
desidrogenase).

Atualmente, a dieta cetogénica vem sendo utilizada nos tratamentos de obesidade, e,
apesar das controvérsias do seu uso para a perda de peso, hoje ela ¢ uma das mais populares.
A mais famosa ¢ a o Dr. Atkins (1972), que foi atualizada 20 anos depois. A dieta cetogénica
¢ caracterizada por conter grandes quantidades de gordura (55 a 65%) e proteina (25 a 30%) e
pouco carboidrato (< 20%, <100g por dia). As dietas cetogénicas sdo nutricionalmente
inadequadas, pois sdo pobres em vitaminas E, A, tiamina, B6, folato, calcio, magnésio, ferro e
fibras dietéticas, sendo necessaria a suplementacdo alimentar. Além disso, estas dietas tém
grandes quantidades de gorduras saturadas e colesterol. (Evans et al., 1974; Freedman et al.,
2001).

Os componentes das dietas cetogénicas acabaram com a idéia de que o consumo
calorico seja importante para o aumento do ganho ou da perda de peso. No que diz respeito a
perda de peso Atkins (1972) afirma que os individuos que utilizam a dieta cetogénica t€ém
vantagens metabdlicas que lhes permitem ingerir tantas ou mais calorias consumidas antes de
iniciar a dieta, mas com perda de peso. Porém, ndo existem evidéncias cientificas que
confirmem que a dieta cetogénica tenha vantagens metabodlicas sobre as dietas convencionais

para a reducdo de peso.
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2.4  Mudangas na composigdo corporal

Durante os primeiros dias de dieta cetogénica, a perda de peso ocorre principalmente
pela perda de 4gua. J4 em uma dieta tradicional a perda de peso é ocasionada primariamente
pela perda de gordura corporal. Ap6s algumas semanas, individuos que continuam com uma
dieta cetogénica recuperam o equilibrio da agua.

Estudos realizados descrevem que individuos que consumiram uma dieta cetogé€nica
por 10 semanas tiveram uma redu¢do de somente 4,5% na gordura corporal, enquanto que
outros individuos que eram obesos ¢ consumiam dietas isocaldricas, mas com composi¢ao
diferente de carboidratos (15, 25 ou 45%) por 6 a 12 semanas obtiveram uma importante
reducdo da gordura corporal de 16,8 a 21,6%. As perdas de gordura e proteina foram similares
em dietas isocaldricas, tanto cetogé€nicas quanto nao cetogénicas (Bell et al., 1969; Yang e

Van ltallie, 1976; Alford et al., 1990; Golay et al., 1996).
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3 O TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo esta presente em todas as espécies de mamiferos e também em uma
variedade de espécies de ndo-mamiferos. O tecido adiposo é um tipo especial de tecido
conjuntivo que se caracteriza pela presencga de células especializadas em armazenar lipidios,
denominadas adipécitos. No entanto, as organizagdes basicas desse tecido, que tem os
adipocitos maduros como principal tipo celular, apresenta também pré-adipdcitos, células
vasculares estromais, vasos sanguineos, linfondédulos e fibras nervosas (Hausman et al.,
2001).

Os depdsitos de gordura estdo localizados principalmente em trés areas anatdmicas:
subcutanea (inguinal, dorsal, axilar e interescapular), dérmica (como uma membrana de
revestimento continua) e intraperitonial (mesentério, omental, perirenal, retroperitonial,
epididimal e parametrial). A combinagdo desses varios depodsitos de gordura do organismo
constitui o que chamamos de “6rgao adiposo”.

A populagdo de adipocitos maduros pode apresentar células de tamanhos variados, que
pode aumentar (de tamanho — hipertrofia, ou de nimero — hiperplasia) com o crescimento ou
com o desenvolvimento da obesidade. Em humanos, os adipécitos de individuos eutréficos
tém um didmetro médio de 70 um, enquanto que as células de individuos obesos podem
chegar a um didmetro de 120 pm. Quando isso acontece, a heterogeneidade celular diminui,
indicando que essas populagdes celulares apresentam um limite maximo de tamanho, que
pode variar entre as espécies e entre os depdsitos (Ahima e Flier, 2000; Hausman et al., 2001;
Hauner, 2004).

Em individuos eutréficos, o tecido adiposo corresponde a 14-28% do peso corporal na
mulher, e 9-18% no homem. O tecido adiposo difere dos outros tecidos, pois sua massa tem

uma capacidade consideravel de se estender, mesmo depois de alcangada a idade adulta. Esta
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capacidade pode ser tanto favoravel, diminuindo o risco de inani¢do, quanto deletéria, pois
aumenta o risco de desenvolver obesidade e suas patologias associadas. Desta forma, o tecido
adiposo pode variar de 2 a 3% do peso corporal em atletas extremamente bem condicionados,
e até 60 a 70% do peso corporal em individuos extremamente obesos. Na obesidade, o tecido
adiposo pode exceder os 22% do peso corporal em homens ¢ os 32% em mulheres (Ross et
al., 1993; DiGirolamo e Fine, 2000; Rosen e Spiegelman, 2000; Chaldakov et al., 2003). Nos
mamiferos, o tecido adiposo apresenta-se em dois tipos: um especializado em armazenar
triacilglicerol como fonte de energia — o tecido adiposo branco, ¢ um outro que funciona

como dissipador de energia em forma de calor — o tecido adiposo marrom.

3.1  Funcdes Classicas do Tecido Adiposo

Até os anos 80, o tecido adiposo, bem como os adipodcitos, eram considerados
basicamente como um 6rgao inerte, com a fungdo principal de armazenar triacilglicerdis como
fonte de energia, onde os lipidios eram adicionados ou utilizados sobre a influéncia de
determinados hormoénios em determinadas situagdes metabodlicas. Além disso, o tecido
adiposo também era visto como um 6rgdo de protecdo aos traumas, como por exemplo, para

0S rins.

3.2 O Tecido Adiposo e suas novas fungoes

Modernos estudos de biologia molecular modificaram radicalmente esta visao. Novos
produtos secretados ou moduladores de sinalizagdo ndo associados anteriormente com tecido
adiposo foram descritos. Estes moduladores sdo controlados pela alimentagdo (nutrientes e

elementos bioativos), jejum e obesidade. O papel na regulacdo da homeostase energética e/ou
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sensibilidade sistémica a insulina foram mostradas convincentemente, principalmente pela
leptina e pelo Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-0.). Assim, a nossa visdo biologica da
célula adiposa passou de uma fonte energética inerte para a de um integradora central do
programa metabolico. Além da leptina e do TNF-a, podemos citar também outros importantes
produtos secretados pelo tecido adiposo: hormdnios sexuais esteroidais e glicocorticoides,
peptideos precursores de hormdnios (angiotensinogénio), fatores de complemento (adipsina),
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, Interleucina-6, TGF-B, PAI-1, adiponectina, adipoQ), e
outras adipocinas tais como: resistina, MCSF, NGF, angiotensina II, S100B, FIAF e etc

(Ahima e Flier, 2000; Frayn et al., 2003; Hauner, 2004).

3.3  Tecido adiposo branco

Praticamente todo o tecido adiposo presente no homem adulto ¢ do tipo branco. Este
forma o paniculo adiposo, uma camada disposta sob a pele, entre a derme e o musculo, e que
¢ de espessura uniforme por todo o corpo do recém-nascido. Com a idade, este paniculo tende
a desaparecer de certas areas desenvolvendo-se em outras. Os adipocitos deste tecido
apresentam uma morfologia particular, quando completamente desenvolvidos, contém apenas
uma grande goticula de gordura, que ocupa quase todo o citoplasma e o nucleo fica achatado
na periferia da célula (Ross et al., 1993; Rosen e Spiegelman, 2000).

Os depositos de tecido adiposo branco representam a maior fonte de energia do
organismo e constituem um importante componente do sistema de balango energético do
corpo. A gordura esta armazenada no adipodcito sob forma de triacilglicerol, os quais sdo
formados principalmente pelos carboidratos e lipidios provenientes da dieta. Os

triacilglicerdis sdo empacotados como lipoproteinas — quilomicras ¢ VLDLs (Lipoproteinas
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de muito baixa densidade) — e lancados na corrente sangiliinea para serem ofertados aos

tecidos (Marks et al., 1996; Rosen e Spiegelman, 2000).

3.4  Tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom ¢ assim chamado por sua cor caracteristica, devido a sua
vascularizagdo abundante e as numerosas mitocondrias presentes em suas células. Por serem
ricas em citocromos, as mitocondrias t€ém coloracdo avermelhada. Seus adipocitos sdo
menores ¢ armazenam lipidio em multiplas goticulas no citoplasma e o nucleo também esta na
periferia celular, mas ndo se encontra “achatado” como no adipdcito branco. Embora os
adipocitos marrons tenham virtualmente a mesma maquinaria enzimatica dos adipocitos
brancos, o acimulo de lipidio neste tecido serve principalmente como um depdsito de AGs
para serem oxidados na mitocondria (Ross et al.,, 1993; Garlid et al., 1998; Lowell ¢
Bachman, 2003).

Este tecido ¢ abundante em animais que hibernam, seres humanos tém uma quantidade
significante de tecido adiposo marrom no periodo neonatal, quando este pode ser encontrado,
principalmente, na cavidade toracica circundando as grandes veias, estando presente, na idade
adulta, ao redor dos rins, adrenais, aorta, dentro do mediastino e do pescogo (Chaldakov et al.,
2003).

O tecido adiposo marrom funciona como um dissipador de energia na forma de calor.
Este desperdicio energético ocorre através do aumento da biogé€nese mitocondrial e a
expansdo de uma determinada proteina, a UCP1 — proteina desacopladora 1 —, que dissipa o
gradiente de protons que € estabelecida através da membrana interna da mitocondria durante a
passagem dos elétrons ao longo da cadeia respiratéria. A UCP1 permite que os protons

voltem a matriz mitocondrial sem que eles passem pelo sistema ATP sintetase existentes nos
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corpusculos elementares das mitocondrias. Consequentemente a energia liberada pelo fluxo
de protons ndo € usada para sintetizar ATP, sendo dissipada como calor (Garruti e Ricquier,

1992; Champigny e Ricquier, 1996; Garlid et al., 1998).

3.5  Formacdao dos estoques de gordura

A habilidade de assegurar a disponibilidade de energia independentemente das altas
variagdes de substratos energéticos no meio ambiente, ¢ um dos maiores determinantes da
sobrevivéncia de todas as espécies. Para os grandes organismos, incluindo os mamiferos, a
solugdo para esse problema envolve o desenvolvimento da capacidade de estocar
eficientemente na forma de triacilglicerol no tecido adiposo, o excesso de energia ingerido
através do consumo alimentar excessivo. A partir dai essas fontes de energia podem ser
rapidamente mobilizadas para a utilizacdo em outros tecidos (Spiegelman e Flier, 1996).

O aciumulo de gordura ¢ determinado pelo balanco entre a sintese de lipidios
(lipogénese) e a utilizagdo dos mesmos (lipdlise/oxidagdo de AGs). A lipogénese envolve o
processo de sintese de AGs e subseqiiente sintese de triacilglicerol, podendo ocorrer no figado
e no tecido adiposo. A lipogénese nao deve ser confundida com a adipogénese, que se refere a
diferenciag¢do de pré-adipocitos em células de gordura maduras (Rosen e Spiegelman, 2000;
Kersten, 2001).

Os triacilglicerdis estocados em quilomicras ¢ VLDL s3o primeiramente convertidos
em AGs livres e glicerol pela acdo da lipase lipoprotéica (LLP), a qual ¢ secretada pelos
adipocitos. Os AGs livres podem entdo entrar no adipdcito através de um transportador de
AGs para serem re-esterificados e uma das enzimas envolvidas neste processo ¢ a acil-CoA
sintetase. Além disso, os triacilglicerois também podem ser formados a partir da captacao de

glicose, via transportadores de glicose (GLUT1 e GLUT4), dentro do adipdcito. A glicose
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pode ser convertida em triacilglicer6is através de uma série de enzimas, nas quais se incluem

a acetil-CoA carboxilase e a dcido graxo sintase.

3.6  Regulacao dos estoques de triacilglicerol como fonte energética

A regulagdo dos estoques de triacilglicerol ilustra a natureza complexa da fisiologia
integrativa do tecido adiposo, apresentando multiplos fatores neurais e hormonais que podem
estar envolvidos nessa regulagao.

Alguns mecanismos fisiologicos sdo capazes de melhorar a estabilidade dos estoques
de triacilglicerol durante prolongados periodos de deficiéncia ou de excesso de
disponibilidade nutricional. Os delineamentos basicos desses mecanismos fisiologicos sdo
simples: numa situagdo de deprivagdo nutricional prolongada, o organismo detecta quedas nos
estoques de triacilglicerol, fazendo com que a ingestdo de alimentos aumente, ¢ o gasto de
energia diminua; o contrdrio acontece em uma situacdo de abundancia nutricional na qual a
ingestao de alimentos diminui ¢ o gasto energético aumenta, numa tentativa de compensagao
para evitar excesso de adiposidade (obesidade). Os mecanismos envolvidos nessas adaptagdes
sdo referidos como sistemas de regulagdo do balanco energético (Spiegelman e Flier, 1996).

O jejum esta associado com mudangas significativas nas concentragdes de hormonios
no plasma, tais como diminuicdo da insulina e leptina, e aumento do hormoénio do
crescimento (GH) e glucagon. A insulina ¢ provavelmente o fator hormonal mais importante
que influencia a lipogénese. Ela proporciona o aumento da captagcdo de glicose através do
recrutamento das proteinas transportadoras de glicose (GLUTSs) para a membrana plasmatica
das células, bem como pela ativagdo de enzimas lipoliticas e glicogénicas através de

modificagdes covalentes (Kersten, 2001).
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3.7 Regulacéo nutricional da lipogénese

A lipogénese ¢ muito responsiva as alteragdes na dieta. Uma dieta rica em carboidratos
estimula a lipogénese tanto no figado quanto no tecido adiposo, ocasionando um aumento nos
niveis de triacilglicer6is plasmaticos pds-prandiais. O jejum diminui a lipogénese no tecido
adiposo, e associado a lipdlise, ocasiona a perda de triacilglicerdis dos adipdcitos, enquanto
que no figado, a sintese de triacilglicerdis aumenta em fungdo da grande quantidade de AGs
provenientes do tecido adiposo (Kersten, 2001).

Provavelmente, os sinais para a reducdo ou elevagdo da ingestdo de alimentos possam
estar sendo traduzidos sob forma de altera¢des nos niveis de expressdo de genes lipogénicos.
Sabe-se que a glicose plasmatica estimula a lipogénese através de varios mecanismos. A
glicose por si s6 ¢ um substrato para a lipogénese e por ser glicoliticamente convertida a
acetil-CoA, a glicose promove a sintese de acidos graxos. A glicose também aumenta a
lipogénese por estimular a liberagdo de insulina e por inibir a liberagdo de glucagon pelo
pancreas. Este conceito pode ser ilustrado pelo estudo dos efeitos produzidos pelo jejum, o
qual estd associado com a diminui¢do da glicose plasmatica e o aumento de AGs livres
(Kersten, 2001). Além da lipolise aumentada e da glicolise diminuida, o jejum também se
caracteriza por proporcionar a ativagdo de outras rotas metabdlicas tais como a
gliconeogénese e a gliceroneogénese.

Na tentativa de manter os niveis fisiologicos da glicemia, o organismo, num primeiro
momento, lanca mao dos estoques imediatos de glicose que estdo sob forma de glicogénio.
Como esses estoques sdo baixos proporcionalmente a demanda de energia, numa nova
tentativa de manter a glicemia, o organismo ativa a gliconeogénese, que ¢ a producdo de

glicose a partir de substratos que ndo glicose.
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4 Gliceroneogénese

A re-esterificacdo de AGs no tecido adiposo requer glicerol, que normalmente ¢
proveniente da glicolise; entretanto, em situacdes de jejum esta via esta diminuida.

Ha cerca de trinta e cinco anos foi descrita uma rota de re-esterificacdo de AGs
durante o jejum que envolvia a sintese de glicerol-3-fosfato (G3P) a partir de outros
precursores que nao a glicose, sendo, portanto uma via abreviada da gliconeogénese. Essa rota

metabolica foi denominada gliceroneogénese e esta ilustrada na Figura 1.
Glucose |
GEP

FaP
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(Several steps) ]
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Figura 1. Esquema ilustrativo da glicolise, gliconeogénese e gliceroneogénese.HK=Hexocinase,

Glucose=Glicose, G6Pase=Glicose-6-Fosfatase, G6P=Glicose-6-fosfato, PFK=Fosfofrutocinase,
F6P=Frutose-6-fosfato, F1,6Bpase=Frutose-1,6-Bisfosfatase, F1,6P=Frutose-1,6-Bisfosfato,
GAP=Gliceraldeido-3-fosfato, DHAP=Diidroxiacetona fosfato, G3P=Glicerol-3-fosfato,
PEP=Fosfoenolpiruvato, PK=Piruvato Cinase, Pyruvate=Piruvato, PC=Piruvato carboxilase,

OAA=Oxalacetato, TCA=Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos, PEPCK=Fosfoenolpiruvato carboxicinase, Acetyl-
CoA=Acetil-CoA. A formacéo de G3P, envolvendo a enzima PEPCK citosélica esta destacada no quadro azul.

Figura retirada do artigo de Beale e colaboradores (2004).
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A funcao da gliceroneogénese no tecido adiposo ¢ regular a liberagdo de AGs através
do ciclo futil. Este controle ¢ cuidadosamente regulado. A re-esterificagdo aumenta durante
situacdes lipoliticas, entretanto, os carbonos do glicerol ndo sdo provenientes da glicose
durante o jejum porque a captacdo e a glicolise estdo efetivamente diminuidas nessas
condigoes.

Quando essa via esta desregulada, as conseqiiéncias sdo previsiveis. A hiperatividade
dessa rota pode diminuir a liberagdo de AGs, aumentando assim os estoques de triacilglicerol
no tecido adiposo, promovendo a obesidade. Por outro lado, quando essa via esta hipoativa, os
nives de AGs livres aumentam no plasma enquanto que os estoques de triacilglicerol
diminuem no tecido adiposo, promovendo lipodistrofia e resisténcia a insulina (Beale et al.,
2004).

A resisténcia a insulina, e a sindrome metabdlica como um todo, ocorrem como
conseqiiéncia de numerosos fatores secretados pelo adipocito. O aumento dos AGs livres
exercem um papel fundamental na etiologia da sindrome metabdlica por ocasionar resisténcia

a insulina nos tecidos alvos, levando a diabetes melittus tipo 2 (Beale et al., 2004).

4.1 Ciclo Futil

Durante o jejum em todos os mamiferos, os triacilglicerdis sdo hidrolisados por um
hormonio lipase sensivel, produzindo AGs livres e glicerol. O processo de re-esterificacio de
AGs livres ¢ conhecido como ciclo futil, conforme ilustrado na Figura 2, e resulta na
preservagdo de AGs que ndo foram utilizados como substrato energético por tecidos

especificos, como por exemplo, o figado (Reshef et al., 2003; Beale et al., 2004).
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E evidente que o ciclo fatil além de AGs livres necessita de um fornecimento
constante de G3P para a sintese de triacilglicerol, particularmente quando essa re-esterificacao

esta aumentada.
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Figura 2. Esquema ilustrando o ciclo fatil no tecido adiposo e a esterificacdo de acidos graxos no
figado, no estado alimentado (a) e em condigdes lipoliticas (b), como no jejum, durante exercicios fisicos e
diabetes. Setas largas indicam predominio da rota. TG, triacilglicerdis; FA, acidos graxos. Figura retirada do

artigo de Beale e colaboradores (2004).

No estado alimentado, a principal fonte de G3P ¢é a glicose via glicélise. Entretanto
durante o jejum, a fonte de G3P pode ser proveniente da glicose plasmatica via glicolise ou do

glicerol liberado a partir da lipolise. No tecido adiposo, particularmente, o glicerol liberado a
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partir da hidrélise dos triacilglicerdis nao pode ser reutilizado para esterificacdo de AGs
porque ndo apresenta a enzima glicerol cinase. Tem sido proposto que, durante o jejum, a
principal fonte de G3P no tecido adiposo ocorre via gliceroneogénese, conforme ilustra a

Figura 3.

Glucose
.

ADIPOCYTE

Jejum

Re-esterification
i
—>> [Lipolysis Glycerol-3-P
(30%)

Fatty acidse—

< Jejum

Glycerol Fatty acids precursores nao-carboidratos
(70%) (piruvato, lactato, aminoacidos)

Figura 3. Esquema ilustrativo do fornecimento de G3P através de precursores ndo—carboidratos,

durante o jejum. Adaptado de Forest e colaboradores (2003).

Através do ciclo futil, o fornecimento de glicerol por gliceroneogénese impede que
grandes quantidades de AGs sejam liberados na corrente sanguinea em situagdes de jejum, o
que acarretaria patologias como, por exemplo, a diabetes tipo 2. Nessa rota a enzima chave ¢ a

fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK).

4.2 Fosfoenolpiruvato Carboxicinase (PEPCK)

A elucidagdo da gliceroneogénese se deu nos anos 60, quando houve a descoberta que
a fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), que até entdo era conhecida como uma
importante enzima, responsavel por catalisar a primeira etapa da gliconeogénese hepatica e

renal, também estava presente no tecido adiposo. Este fato surpreendeu os pesquisadores, uma
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vez que os adipocitos ndo sdo gliconeogénicos, pois ndo apresentam glicose 1,6 bisfosfatase
nem glicose 6-fosfatase, as duas enzimas regulatérias da gliconeogénese (Beale et al., 2002;
Duplus et al., 2003). Estudos subseqiientes revelaram que a concentragdo da PEPCK no tecido
adiposo ¢ similar aquela encontrada no figado. Essa descoberta levou dois grupos de
pesquisadores a desenvolver uma série de estudos a fim de elucidarem o papel da PEPCK no
tecido adiposo (Ballard et al., 1967; Gorin et al., 1969).

Na gliceroneogénese a PEPCK também ¢ a enzima chave do processo. Ela ¢
responsavel pela conversao do oxalacetato a fosfoenolpiruvato, como demonstrado na Figura
1. Essa proteina apresenta duas isoformas nos vertebrados: a fragao citosolica (PEPCK-C) na
qual seus niveis sdo modulados pelos efeitos de hormdnios como o glucagon, insulina e
glicocorticdides, modificando a transcri¢do de seu gene; ¢ a fragdo presente na matriz
mitocondrial (PEPCK-M) onde sua atividade parece ser mais constitutiva (Weldon et al.,
1990).

A localizagdo da PEPCK parece ser espécie-dependente, da mesma forma, o
mecanismo de regulagdo também ¢é espécie-dependente. Em roedores, a PEPCK parece estar
localizada quase totalmente no citosol, enquanto que em aves a localizagdo ¢ quase totalmente
mitocondrial. Em outras espécies de animais, incluindo o homem, as fracdes mitocondrial e
citosolica sdo equivalentes (Duffy et al., 1981). No que diz respeito a atividade da enzima,
estudos demonstram que a maioria das espécies em mamiferos (humanos, caes, gatos, bovinos
e ovinos) possuem atividades iguais entre as fracdes mitocondrial e citosolica da enzima. No
entanto, ratos ¢ camundongos possuem cerca de 90% da atividade da PEPCK na fragao
citosolica enquanto que as aves apresentam 100% da atividade da enzima na fracdo

mitocondrial (Croniger et al., 2002).
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5 OBJETIVOS

Em nossos estudos anteriores, observamos que os ratos tratados com a dieta
cetogénica apresentavam uma quantidade de tecido adiposo muito maior que os ratos tratados
com a dieta controle, além de apresentarem uma visivel deple¢do da musculatura (dados nao
publicados). Em fungdo destas observacdes, decidiu-se dar continuidade aos estudos com

estes dois grupos ¢ para isto estabeleceram-se os seguintes objetivos:

Objetivo Geral

Fazer uma avaliagdo da evolucao ponderal e da variagao de tecido adiposo branco (epididimal

e perirenal) nos grupos controle e cetogénico.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a atividade da enzima PEPCK no tecido adiposo branco;
2. Determinar alguns parametros bioquimicos do soro, tais como: glicemia, proteinas totais,
colesterol total, colesterol HDL e triacilglicerois;

3. Realizar curva de tolerancia a glicose.
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ABSTRACT

A ketogenic 90% diet, characterized by high fat and low carbohydrate and protein contents,
has been proposed to be beneficial in children with epilepsy disorders that are not helped by
conventional anti-epileptic drug treatment. Delayed growth is an important drawback of this
diet and metabolic causes are not well characterized. The aim of this study was to examine
body weight variation during ketogenic diet feeding for 6 weeks of Wistar rats; fat mass and
cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) activity in epididymal plus perirenal
white adipose tissue were also observed. Ketogenic diet-fed rats exhibited a decreased body
weight, but a significant increment in fat mass. The fat mass /body weight ratio already
differed between ketogenic and control rats after the first week of treatment, and was
approximately 2.4 x higher in ketogenic rats. The visceral lipogenesis was supported by an
increment in PEPCK, aiming to provide 3-glycerol phosphate to triacylglycerol synthesis and
this fat accumulation was accompanied by glucose intolerance. No changes were observed in
basal glycaemia end lipidaemia. These data contribute to our understanding of the metabolic
effects of the ketogenic diet and suggest some potential risks of this diet.

KEY WORDS: glyceroneogenesis, ketogenic diet, PEPCK, obesity
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INTRODUCTION

The ketogenic diet (KD), characterized by high fat and low carbohydrate and protein contents,
has been proposed as beneficial in patients with epilepsy disorders (1), astrocytomas (3) and
bipolar illness (3). Clinical studies have shown that KD is effective against seizure disorders
of children not helped by conventional anti-epileptic drug treatment (4). KD efficacy can be
evaluated in experimental animal models of induced seizure with kainic acid (5) and
pentylenetetrazole (6-7) However, the underlying biochemical basis of this treatment against
seizures and other neurological disorders are unknown (8-9).

Many recent reports discuss the efficacy and benefits of this diet. However, side effects of KD
deserve more investigation, to understand the changes possibly related to its efficacy. Side
effects of high-fat diets include reduced proteinemia (10), elevated lipidaemia (11),
nephrolithiasis (12) and delayed growth in children (1). The delayed growth is an important
drawback for this diet and metabolic causes are not well characterized. This occurrence could
be due just to inadequate energy intake; however, in rodents a decrease in weight during the
first weeks of this diet is also observed, even when this diet is administered ad libitum (13).
This diet involves dramatic changes in metabolism of lipids and proteins and other possible
causes could be underlying the weight loss. Glycaemia is maintained at the expense of intense
gluconeogenesis from diet and muscular protein. However, we do not know how much of the
weight changes may be associated with specific changes in muscle and adipose tissues.
Preliminary observations in our laboratory suggest an increment in white adipose tissue
(WAT) in KD fed rats.

More than 30 years ago, a pathway for the re-esterification of free fatty acids in WAT,
involving the generation of 3-glycerol phosphate, was described (14-15). This pathway,
termed glyceroneogenesis, is an abbreviated version of gluconeogenesis, in which 3-glycerol

phosphate is produced from substrates other than hexoses or glycerol. Glyceroneogenesis may
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be assessed by measuring the cytosolic activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase
(PEPCK, EC 4.1.1.32), the rate-limiting enzyme in this pathway.
Our work hypothesis is that adipose glyceroneogenesis is altered in rats fed with KD and this
alteration could be involved in the weight loss observed during the first weeks of this diet.
Thus, the aim of this study was to examine body weight variation during ketogenic-diet
feeding of Wistar rats, as well as to observe fat mass and the PEPCK activity in epididymal
plus perirenal WAT.
MATERIAL AND METHODS
Animal research and diets
The experiments were performed in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and were approved by the local authorities. Male 30-day-old Wistar rats
came from the local breeding colony (ICBS-UFRGS). Animals were weight matched and
divided into two groups: control rats that received regular laboratory chow (Nuvilab-CR1,
from Nuvital, Brazil) and treated rats that received KD (Table 1) for 6 weeks (13).

Table 1
Animals were maintained in a ventilated room at 21°C, with free access to food and water on
a 12 h light/dark cycle. It is important to mention that preliminary experiments using a KD
with 20% protein (as used in children) caused undernutrition of the rats as shown by a
significant loss of weight and hair (data not shown). For this reason we used 25% protein.
This result may be related to the Wistar strain of rats used in this study, because Sprague-
Dawley rats did not show signs of undernutrition when fed a KD containing 10% protein,
even when the diet was started on the 22™ postnatal day (6).
PEPCK activity assay
WAT were homogenized in ice-cold 0.25 mM sucrose (1:9, w/v) with a Teflon pestle

homogenizer. The homogenate was centrifuged for 10 min at 600 x g and recentrifuged at
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10.000 x g for 60 min. All steps were carried out at 0-3°C. Since, in rats, the activity of
PEPCK is predominantly (90%) cytosolic (16) we decided to obtain a whole extract
containing both fractions. PEPCK activity was determined by the method based on the
[H'*CO;]-oxaloacetate (Sigma) exchange reaction (17). The reaction was stopped by the
addition of 5% trichloroacetic acid. After centrifugation, the solution was gassed for 10 min
with CO; and aliquots were immediately counted in a liquid scintillation counter in toluene-
triton X-100 (2:1, v/v) — PPO — POPOP. Blanks in which inosine triphosphate was omitted
were used and the values obtained were subtracted from all assay measurements. Results are
expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.). Protein content was measured
following the Lowry’s method (18).

Intraperitoneal glucose tolerance test

Awake overnight-starved control and KD fed rats (6 weeks) were given an intraperitoneal
injection of glucose (2 mg/g of body wt). Blood samples were taken from the tail vein of the
same animal at 0, 30, 60 and 120 min after injection. Results are means + SE of six animals
for each group.

Blood sampling and analysis

Blood samples were incubated at 37°C for 10 min and centrifuged at 800 x g for 10 min
(Eppendorf 5402; Hamburg, Germany). Serum was stored at 8°C for 24 h. Biochemical
analysis was carried out in a Multi-test Analyzer (Mega; Merck, Darmstadt, Germany), using
specific kits supplied by Merck as follows: total protein (protein-SMT, 1.19703.0001, biuret
method); glucose (GLUC-DH 1.07116.0001); triacylglycerol (SMT-triglyceride,
1.19706.0001, GPO-PAP method); cholesterol (cholesterol-SMT, 1.19738.0001, CHOD-PAP
method). HDL cholesterol was determined using a kit (HDL cholesterol direct FS) from

DiaSys (Diagnostic Systems International, Holzheim, Germany).
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Statistical analysis
All analyses were performed using the SPSS program, Version 12.0 (SPSS, Chicago, IL).
RESULTS
Body weight and fat mass changes
Control and ketogenic rats and tissue were weighed during 6 weeks (Figure 1A). Both groups
gained weight during this period (during 4™ and 10" postnatal week). However, ketogenic diet
fed rats exhibited a significantly decreased body weight, compared to controls, from the 2™
week of KD on. Epididymal and perirenal fat mass increased in both groups in this period
(Figure 1B). However, a significant increment of fat mass was observed at the 6™ week in the
ketogenic group when compared to control. The fat mass /body weight ratio already differed
between the ketogenic and control rats after the first week of treatment (Figure 1C), being
about 2.4 x higher in ketogenic rats. In both groups a positive correlation was observed
between this ratio and age in ketogenic and control rats (r*=0.90 and r*=0.83, respectively).
Figure 1
WAT PEPCK activity
A strong increment of PEPCK activity was observed in adipose tissue in ketogenic rats when
compared to the adipose tissue of control rats (p=0.001) at the 6™ week of treatment (Figure
2).
Figure 2
Serum content of glucose and triacylglycerol
In order to evaluate the circulating energetic substrates, serum glucose and triacylglycerol
were measured at the 6™ week of treatment (Table 2). A non-significant difference was
observed in the glycaemia or lipidaemia between ketogenic and control rats. Proteinemia and

cholesterolemia were also not different.
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Table 2
Glucose tolerance
Glycaemia was measured 30 min, 60 min and 120 min after intraperitoneal infusion of
glucose (2 mg/gram of body weight) to investigate a possible change in glucose tolerance
(Figure 3). A very different profile of glycaemia was observed between ketogenic and control
rats. The peak observed at 30 min was much higher in ketogenic rats, this being significant
considering that this group received a glucose infusion that was about 20% lower. At 60 min,
glycemia dropped in control rats, but remained elevated in ketogenic rats. At 120 min,
glycemia was close to the basal level in control rats and it was still elevated in ketogenic rats.
Figure 3
DISCUSSION
Confirming previous results, we observed a loss of weight in rats fed with KD during the first
six weeks (13). In fact, a decrease in body weight was observed from the second week on and
a more than 30% reduction was observed between the 4™ and 5™ weeks of this diet.
Changes in body weight have also been observed in children on KD (19,20,1). This reduction,
observed in humans and rodents, cannot be due to glycogen and associated bound water
depletion observed at the beginning of starving or high-fat diets (21). In previous studies in
humans and rodents, we observed a normal proteinemia during KD, which does not favor the
hypothesis of inadequate protein intake to explain weight loss. However, other nutrients
should be followed-up during KD. Moreover, it is important to mention that this difference in
body weight statistically disappears from the 12" week on (data not shown), and, possibly,
long-term changes involve other underlining mechanisms.
In contrast to this body weight reduction, we observed an increment in WAT weight from the
first week on. WAT weight to body weight ratio in KD fed rats was 2.4 x higher and constant

during all 6 weeks. Because carbohydrates are omitted in this diet, an intense gluconeogenesis
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at the expense of muscle protein is necessary to maintain glycaemia. Muscle amino acids are
also consumed in glyceroneogenesis, aiming to provide glycerol 3-phosphate for the re-
esterification of fatty acids in WAT (14). The body weight loss issue becomes even more
relevant when considering this parallel fat accumulation. Circulating lipids are monitored
during KD and, commonly, lipidaemia is surprisingly normal in humans (20) and rats, even in
ad libitum administered KD (13). As such, some benefits of the KD have been suggested to be
healthy for the heart (22). Whether high fat intake is accompanied by normal lipidaemia it
may be possible that a very efficient system for lipid storage and/or expenditure is taking
place.

In order to investigate this aspect, we measured PEPCK in WAT, a key enzyme for
glyceroneogenesis (15). This pathway is active during fasting and critical for re-esterification
in adipose tissue and, subsequently, ketogenesis in the liver. It is important to note that the
fraction of free fatty acids during lipolysis, which is recycled back to triacylglycerol (re-
esterification), represents about 30%. This enzyme has its expression regulated by insulin and
glucagon. In adipose tissue, in contrast to liver, it is inhibited by glucorticoids (23).

We found elevated activity of this enzyme in KD fed rats. This high activity provides enough
glycerol-3-phosphate for the synthesis of triacylglycerol in adipose tissue, smoothing the
putative elevated lipidaemia during KD feeding. In addition, an increment of this enzyme was
also found in adipose tissue of animals fed with a high-protein and carbohydrate-free diet
(24).

Considering the WAT increment as a novel feature for investigation in KD, we investigated
whether this adipose tissue accumulation could affect the resistance to insulin, that it has been
suggested to be a key element in understanding many problems resulting from visceral
obesity (25). We observed a clear change in the glucose tolerance in animals fed with KD,

possibly resulting from insulin resistance. Insulin resistance is the hallmark of the metabolic
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syndrome, which is associated with an elevated risk of diabetes and cardiovascular diseases
(26).

The elevated flux of free-fatty acids appears to underline the metabolic syndrome. However,
in mice overexpressing PEPCK in adipose tissue no association between adiposity and insulin
resistance was observed (27). These authors suggest that increasing fat storage, which avoids
the toxic effects of excessive circulating free-fatty acids, may protect against insulin
resistance. In KD fed animals, an elevated flux of free-fatty acids must occur (28), which is
not necessarily accompanied by the dyslipidaemia observed in metabolic syndrome,
particularly characterized by elevated triacylglycerol levels (26). In fact, we found normal
lipidaemia in this study, as seen in other in humans and rodents fed with KD (22,13).
However, this normal lipidaemia does not reflect a normal storage or distribution. Moreover,
most of the data available regarding PEPCK regulation are in rodents, thus elevated adipose
glyceroneogenesis and its consequences deserve further investigation in humans.

In summary, our data indicate, for first time to our knowledge, an elevated fat accumulation in
rats fed on a ketogenic diet, despite a normal lipidaemia, reported here and in a number of
other studies. The visceral lipogenesis was supported by an increment in PEPCK, aiming to
provide glycerol-3-phosphate for triacylglycerol synthesis and this fat accumulation is
accompanied by glucose intolerance. These data contribute to understanding the metabolic

effect of the ketogenic diet and suggest some potential risks of this diet.
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Table 1. Composition of the control and ketogenic diets

Control diet® g/Kg Ketogenic diet g/Kg
Total fat 110 Lard 690
Sunflower oil 5
Protein 220 Protein” 250
Fiber 30 Fiber 10
Ash 60 Ash® 40
Vitamin 20 Vitamin® 15
Carbohydrates 520 Carbohydrates 0

& Commercial non-purified diet, Nuvilab-CR1 (Curitiba, Brazil).

P Casein, purity 87% (from Herzog, Porto Alegre, Brazil) supplemented with 0.15% L-
Methionine (from Merck, Rio de Janeiro, Brazil)

¢ Mineral mixture (from Roche, Sdo Paulo, Brazil), mg/100 g of ration: NaCl, 557; KI,
3.2; KH,PO4, 1556; MgSO4, 229; CaCOs , 1526; FeSO,.7H,0, 108; MnSO4.H,0, 16;
ZnS0,4.7H,0, 2.2; CuS04.5H,0, 1.9; CoCl,.6H,0, 0.09.

4 Vitamin mixture (from Roche, Sdo Paulo, Brazil) , mg/100 g of ration: Vitamin A, 4;
Vitamin D, 0.5; Vitamin E, 10; Menadione, 0.5; Choline, 200; PABA 10 ; Inositol 10
mg; Niacin, 4 ; Pantothenic acid, 4; Riboflavin, 0.8 ; Thiamin, 0.5; Pyridoxine, 0.5;

Folic acid, 0.2 ; Biotin, 0.04; Vitamin B 12, 0.003.



Table 2. Serum biochemistry of rats fed on control and ketogenic diets for 6 weeks

Parameters Control rats KD rats
g/L g/L
Total Protein 62.9 + 1.8 61.2 + 1.7
mmol/L mmol/L
Glucose 6.90 + 0.77 6.17 + 0.66
Triacylglycerol 0.67 + 0.07 0.68 + 0.07
Total/HDL cholesterol 3.1 + 0.1 2.6 + 0.5

Values are means + SEM, n = 5-6.
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Figure 1. Changes in body and WAT weight during ketogenic diet (KD) feeding at 1, 2,
3,4, 5 and 6 weeks. A. Body weight. B) Epididymal WAT weight. C. Ratio between WAT
and body weight. Each point is the mean of 6-8 rats. Statistically significant between groups

by one-way ANOVA *P<0.001.
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Figure 2. Effect of Control and ketogenic (KD) diets on WAT PEPCK activity.
PEPCK activity was measured after 6 weeks of treatment. The statistical significance of changes in

PEPCK activity was determined by Student ’s t test, with the level of significance set at P<0.001.
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Figure 3. Intraperitoneal glucose tolerance test. Awake overnight-starved control and KD-
fed rats (6 weeks) were given an intraperitoneal injection of glucose (2 mg/g of body wt).
Blood samples were taken at the times indicated from the tail vein of the same animal.
Glucose was measured as indicated in MATERIAL AND METHODS. Results are means +
SE of 4 - 5 animals for each group. * Significant differences among the treatment groups were
analyzed by ANOVA with post-test Tukey. # Significant difference from control, analyzed by

Student’s t test. P<0.05.
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DISCUSSAO

Conforme resultados prévios, nds observamos uma perda de peso em ratos tratados
com a dieta cetogénica ao longo das seis primeiras semanas de tratamento (Ziegler et al.,
2002). Uma diminui¢do do peso corporal foi observada a partir da segunda semana, e uma
reducdo maior que 30% foi observada entre a quarta e a quinta semana de tratamento com a
dieta cetogénica. Alteragdes no peso corpdreo também té€m sido observadas em criancas
tratadas com a dieta (Vining et al., 2002; Liu et al., 2003; Peterson et al., 2005). Esta reducao,
observada em humanos e roedores, ndo pode decorrer da perda de glicogénio ou de agua
associada a estrutura do glicogénio caracteristicos do inicio do jejum ou de dietas
hiperlipidicas (Astrup et al., 2004). Em nossos estudos, de acordo com outros trabalhos
realizados em humanos e também em roedores, constatamos niveis de proteinemia normal
durante o tratamento com a dieta cetogénica. No entanto, ¢ importante mencionar que esta
diferenga no peso corporal desaparece a partir da décima segunda semana de tratamento
(dados ndo apresentados), ¢ possivelmente mudangas a longo prazo envolvem outros
mecanismos ainda nao esclarecidos.

Contrariamente a esta reducdo de peso corporal, podemos observar um aumento no
peso do tecido adiposo ja a partir da primeira semana de tratamento. A razdo peso do tecido
adiposo/peso corporal nos ratos alimentados com a dieta cetogénica foi 2,4 vezes mais
elevada em relagdo aos controles, permanecendo constante durante as seis semanas de
tratamento. Em funcdo do teor de carboidratos estarem drasticamente reduzido na dieta
cetogénica, uma intensa gliconeogénese mobiliza proteinas musculares a fim de manter os
niveis de glicemia fisiologicos. Os aminoacidos musculares também sdo mobilizados pela
gliceroneogénese, com o objetivo de prover G3P para a re-esterificagdo de AGs no tecido

adiposo (Hanson e Reshef, 2003). A perda de peso corporal se torna mais relevante quando
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consideramos o paralelo do acimulo de gordura. Os lipideos circulantes sdo monitorados
durante a dieta cetogénica e comumente a lipemia € surpreendentemente normal em humanos
(Liu et al., 2003) e em ratos, mesmo com alimentacdo ad libitum (Ziegler et al., 2002). Neste
sentido, alguns beneficios a satide do coragdo tém sido atribuidos a dieta cetogénica (Dashti et
al., 2003). Se a alta ingestdo de gordura estd acompanhada por niveis normais de lipideos
plamaticos ¢ possivel imaginar um sistema muito eficiente de estoque e mobilizagdo de
lipideos.

Para investigarmos este aspecto, foram feitos ensaios para dosar a atividade da
PEPCK, que ¢ uma enzima chave para a gliceroneogénese (Reshef et al., 2003), no tecido
adiposo. Esta rota estd ativada durante o jejum e € crucial para a re-esterificacdo de AGs no
tecido adiposo e subseqiiente cetogénese no figado. E importante ressaltar que a fragio de
AGs livres durante a lipolise, os quais sdo reciclados de volta a triacilglicerol (re-
esterificacdo), representa cerca de 30%. Estudos detalhados sobre o balan¢o da quantidade de
acidos graxos livres e glicerol, liberados do tecido adiposo durante o jejum indicaram uma
alta taxa de re-esterificagdo de AGL no tecido adiposo em periodos de intensa lipolise. A re-
esterificacio de AGL também ocorre em outros tecidos como, por exemplo, o figado e
possivelmente no musculo. A re-esterificacdo intracelular (isto ¢é, aquela que ocorre
principalmente no tecido adiposo) € responsavel por cerca de 20 a 30% do total enquanto que
a re-esterificacdo que ocorre em outros tecidos (principalmente no figado) soma cerca de 50%
da re-esterificagdo de AGL em adultos saudaveis ap6s o jejum de uma noite (Reshef et al.
2003; Beale et al., 2004).

A PEPCK tem sua atividade regulada pela insulina e glucagon. No tecido adiposo, ao
contrario do figado, esta enzima ¢ inibida pelos glicocorticoides (Nechushtan et al., 1987). Em
nosso estudo, encontramos a atividade da PEPCK elevada nos ratos tratados com a dieta

cetogénica. Esta alta atividade fornece G3P suficiente para a sintese de triacilglicerol no
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tecido adiposo, reduzindo dessa maneira a quantidade de lipideos circulantes nos ratos
alimentados com a dieta cetogénica. Outro estudo realizado com ratos tratados com dieta
hiperprotéica e hipoglicidica também demonstrou aumento na atividade da PEPCK (Botion et
al., 1995).

Considerando que o aumento de tecido adiposo ¢ uma nova caracteristica para
investigacdo na dieta cetogénica, nds avaliamos se esse acimulo de gordura poderia estar
afetando a resisténcia a insulina, que tem sido apontada como elemento chave para entender
muitos problemas resultantes da obesidade visceral (Riccardi et al., 2004). Observamos uma
clara mudanga na tolerancia a glicose nos animais cetogénicos. Esses dados nos permitem
especular sobre uma possivel forma de resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina ¢ uma
dos fatores que contribuem para a sindrome metabdlica, a qual estd associada com elevado
risco para diabetes e doencgas cardiovasculares (Eckel et al., 2005).

O elevado fluxo de AGs livres parece ser outro fator importante que contribui para a
sindrome metabdlica. Entretanto, em camundongos que super-expressam PEPCK no tecido
adiposo nao foram observadas associagdes entre adiposidade e resisténcia a insulina
(Franckhauser et al., 2002). Esses autores sugerem que o aumento dos estoques de gordura,
evitando desta forma os efeitos toxicos dos altos niveis de AGs livres circulantes, pode
proteger contra a resisténcia a insulina.

No caso de administracdo de uma dieta cetogénica, ocorre a mimetizagdo do perfil
metabolico do jejum, com a observagdo de que os AGs livres circulantes também sao
provenientes da dieta. Segundo Fraser et al. (2003), criangas tratadas com dieta cetogénica
apresentam niveis mais elevados de AGs livres circulantes. Em ratos alimentados com a dieta
cetogénica pode estar ocorrendo um elevado fluxo de AGs livres Fraser et al., 2003) e isso
ndo ¢ necessariamente acompanhado pela dislipidemia observada na sindrome metabdlica,

particularmente caracterizada pelos altos niveis de traiacilglicerdis (Eckel et al., 2005). Em
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nosso estudo, encontramos dados que mostram niveis lip€émicos normais, bem como outros
estudos realizados com humanos ¢ roedores sob administra¢do da dieta. No entanto, esta
lipemia normal ndo reflete normalidade na distribui¢ao e no estoque de acidos graxos. Além
disso, a grande maioria dos dados sobre a regulacdo da PEPCK ¢é em roedores e uma elevada
gliceroneogénese e suas conseqiiéncias necessitam de mais investigacdes em humanos.

Em suma, nossos dados indicam, pela primeira vez, um elevado acumulo de gordura,
em ratos tratados com a dieta cetogénica, apesar de apresentarem niveis lipémicos normais,
reportados aqui e em varios outros trabalhos. A lipogénese visceral foi mantida por um
aumento da atividade da PEPCK, fornecendo assim, quantidades suficientes de G3P para a
sintese de triacilglicerol. Esse acimulo de gordura foi acompanhado por intolerancia a
glicose. Esses dados contribuem para a compreensdo dos efeitos metabdlicos da dieta

cetogénica e sugerem alguns riscos potenciais dessa dieta.
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7 CONCLUSOES

Conclusdes Parciais

Em funcdo dos resultados obtidos com ratos que receberam dieta normal e dieta

cetogénica durante seis semanas pode-se concluir que:

1. O aumento de massa adiposa total em ratos tratados com dieta cetogénica indica que o
ciclo futil nos adipocitos esta deslocado para o lado da lipogénese.

2. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre o peso de tecido adiposo na primeira
semana de dieta, a relacdo peso de tecido adiposo / peso corporal nos ratos tratados
com dieta cetogénica apresenta um aumento de trés vezes desde a primeira semana de
vida pds-natal e se mantém até a ultima semana de tratamento. Este perfil demonstra
um efeito da dieta cetogénica sobre aumento de tecido adiposo ja na primeira semana
de tratamento.

3. O aumento da atividade da enzima PEPCK no tecido adiposo de ratos tratados com
dieta cetogénica pode estar relacionada com a formag¢do de glicerol por
gliceroneogénese, levando a re-esterificacdo de acidos graxos e consequentemente ao
maior estoque de triacilglicerois.

4. O aumento do estoque de lipideos na forma de triacilglicerdis pode ser resultado de
um mecanismo de protecdo contra o aumento de acidos graxos livres, os quais podem
estar envolvidos em estresse oxidativo e resisténcia a insulina. Apesar disto, a maior
tolerancia a glicose nestes animais pode sugerir um quadro de resisténcia a insulina,

provavelmente devido ao grande aporte de lipideos da dieta.
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Concluséo Final

Com base nos resultados descritos nesta dissertagdo, pode-se concluir que a dieta
cetogénica pode ocasionar alguns danos periféricos ao organismo, como intolerdncia a
glicose, sugerindo um quadro de resisténcia a insulina e maior acimulo de tecido adiposo
branco. Segundo Robbins et al. (1996) a obesidade ¢ definida como o excesso de gordura
corporal. Desta forma, podemos concluir que os dados obtidos também caracterizam o
desenvolvimento de obesidade nesses animais. Apesar de esta dieta ser bastante utilizada
como terapia em pacientes com epilepsia e ter sua eficicia comprovada na protecdo cerebral
contra as crises, sao necessarios estudos posteriores com ratos e também com humanos, para
que se possa definir o grau de comprometimento que esta dieta possa estar causando ao

organismo.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta dissertacdo originaram novas perspectivas de trabalho que
podem contribuir para esclarecer o efeito da dieta cetogénica em varios aspectos do

metabolismo. Algumas estratégias que serdo abordadas sio:

A. Em pacientes epiléticos tratados com dieta cetogénica:
1. Avaliar a composicao corporal (percentual de massa magra e gorda) e evolugdo
ponderal;
2. Avaliar parametros bioquimicos do soro;
3. Dosagem de hormonios envolvidos na regulagao do apetite, tais como leptina e

grelina;

B. Em ratos tratados com dieta cetogénica:
1. Investigar o efeito de insulina, através do teste de resisténcia a insulina;
2. Quantificar alguns marcadores da atividade do tecido adiposo na corrente
sanguinea; tais como: insulina, leptina ¢ S100B;
4. Verificar a expressao génica do fator de transcricdo PPAR gama no tecido adiposo.
5. Dosagem de hormdnios envolvidos na regulagdo do apetite, tais como leptina e grelina
nas diversas estruturas;

6. Quantificar acidos graxos livres.
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