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"A vida € como jogar uma bola na parede:

Se for jogada uma bola azul, ela voltara azul,

Se for jogada uma bola verde, ela voltara verde;
Se a bola for jogada fraca, ela voltara fraca;

Se a bola for jogada com forc¢a, ela voltar4 com forca.
Por isso, nunca "jogue uma bola na vida" de forma
gue vocé nao esteja pronto a recebé-la.

A vida ndo da nem empresta;

nao se comove nem se apieda.

Tudo quanto ela faz é retribuir e transferir

aquilo que nos Ihe oferecemos.”

Albert Einsten
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RESUMO

A dieta cetogénica (DC) é constituida por alta quantidade de acidos graxos,
baixa ou auséncia de carboidratos e baixos ou normais niveis de proteinas. Na
ingestdo de DC promove substituicdo parcial de glicose por corpos cetbnicos (CCs)
como combustivel energértico. Além de CCs, o teor e proporcdo de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAS) pode ser considerado um mediador dos efeitos de DC. A DC
tem sido proposta como uma abordagem neuroprotetora em casos de epilepsia
refratéria, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, esclerose lateral amiotrdfica,
transtornos psiquiatricos como a depressdao e a doenca bipolar. No entanto, o
mecanismo de acdo neuroprotetora da dieta ndo é bem conhecido e seus efeitos
sobre o SNC séo limitados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da DC com
diferentes composicdes de PUFAs no metabolismo periférico e neuroglial. Ratos
Wistar machos (30 dias) foram submetidos a 8 semanas de ingestao de diferentes
dietas: controle, cetogénica classica e cetogénica enriquecida com dmega-3. Ao final
do tratamento, foram analisados parametros bioquimicos da periferia e do sistema
nervoso central. Ndo houve alteracdes no perfil sérico dos animais e ambas DCs
promoveram cetogénese nos animais. As DCs reduziram os niveis de duas moléculas
supostamente com acao neurotréfica no SNC: BDNF no estriado e S100B no liquido
cefalorraquidiano de ratos. Enquanto que, o nivel de GSH aumentou no hipocampo.
Essas alteracbes ndo foram afetadas pela proporcdo de PUFAs entre as diferentes
DCs. Esses achados reforcam a importancia desta dieta como indutor de mudancas
do SNC, o que pode contribuir para entender a atividade neuroprotetora ou efeitos

colaterais da DC em distUrbios cerebrais.



ABSTRACT

The ketogenic diet (KD) is constituted by high amount of fatty acids, low
or absence of carbohydrates and low or normal protein levels. It has been
proposed that ketone bodies partially replace glucose consumption as a fuel to
maintain neuronal activity. In addition to KBs, the content and proportion of
polyunsaturated fatty acids (PUFASs) can be considered as a mediator of KD.
The KD have been proposed as one approach neuroprotective in cases of
refractory epilepsy, Parkinson's disease, Alzheimer's disease, amyotrophic
lateral sclerosis, psychiatric disorders as depression and bipolar disorder.
However, the mechanism of their neuroprotective's action is not well known and
its effects on the CNS is limited. The objective of this study was to evaluate the
effect of KD with different compositions of PUFAs in neuronal and peripheral
metabolism. Male Wistar rats (30 days) fed 8 weeks of different diets: control,
classic ketogenic and ketogenic enriched with omega-3. At the treatment end,
were analyzed biochemical parameters from the periphery and CNS. No
change on serum profile of animals, both KDs were ketogenic's effects in
animals. The KDs reduced the levels of two putatively-neurotrophic molecules
of two molecules supposedly neurotrophic with the CNS, BDNF in the striatum
and S100B in cerebrospinal fluid of rats. However, the level of GSH increased
in the hippocampus. These changes were not affected by the proportion of
PUFAs between different KDs. These findings reinforce the importance of diet
to induce changes in the CNS, which may contribute to understand the

neuroprotective activity (or effects) of the KD on brain disorders.



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP: adenosina trifosfatada

BDNF: fator neurotréfico derivado do encéfalo
BHB: B-hidroxibutirato

BHE: barreira hemato-encefalica

CC.: corpo cetdnico

GLUT: transportador de glicose

GSH: glutationa

DC: dieta cetogénica

LCR: liquido cefalorraquidiano

MCT: transportador de acidos monocarboxilicos
PUFA: acido graxo poliinsaturado

SNC: sistema nervoso central

s-DC.: dieta cetogénica classica

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

UCP: proteina desacopladora

w3-DC: dieta cetogénica enriquecida com émega-3
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I.1. Dieta Cetogénica

A dieta cetogénica (DC) € constituida por alta concentragéo de lipidios,
baixa ou auséncia de carboidratos e niveis baixos ou normais de proteinas
(Freeman et al 2006; Hartman et al 2007).

Durante a ingestdo cronica de alta quantidade de lipidios e baixa de
carboidratos, o metabolismo sofre alteracbes semelhantes ao que ocorre no
jejum, como o aumento de lipdlise, gliconeogénese e sintese de corpos
cetbnicos, como acetoacetato, B-hidroxibutirato e acetona, a partir de lipidios
para consumo energético. O figado é o principal local de sintese de corpos
cetbnicos. Entretanto, no sistema nervoso central (SNC), os astrocitos também
sdo capazes de sintetizar corpos cetdnicos a partir de lipidios (Baranano &
Hartman 2008; Maalouf et al 2009). Silva em 2005 demonstrou que a DC é
capaz de promover a proliferacdo da glia, especificamente os astrécitos, na
regido CA3 do hipocampo, esta astrogliose nédo afeta prejudicialmente o
sistema nervoso central e sim melhora a eficéncia da sintese de corpos
cetbnicos pelos astrécitos (Silva et al 2005).

Durante a DC, a energia para a manutenc¢éo da atividade celular é obtida
da pB-oxidacdo na mitocondria a partir dos 4cidos graxos provindos da dieta,
gue em niveis elevados gera alta quantidade de acetil-CoA, intermediario que
sera direcionado para o Ciclo de Krebs e a sintese de adenosina trifosfatada
(ATP) (Baranano & Hartman 2008; Kim do & Rho 2008). Entretanto, moléculas
de oxaloacetato, intermediario inicial do ciclo, sdo desviadas para a

gliconeogénese a fim de manter os niveis de glicose no organismo.



Consequentemente, moléculas de acetil-Coa acumulam no citosol e séo
destinadas para sintese de corpos cetbnicos, como B-hidroxibutirato,
acetoacetato e acetona (figura 1) (Hartman et al 2007). Destes, o principal
corpo cetbnico (CC) é o B-hidroxibutirato (78%) e a acetona € volatil, sendo
excretada na respiracdo pulmonar ou metabolizada em outros compostos como
acetol, 1,2-propanediol, metilglioxal e &cido pirivico (Hartman et al 2007).

Os corpos cetdnicos formados substituirdo parcialmente o papel da
glicose na oxidacgao e sintese de ATP (figura 1). Em geral, células portadoras
de mitocobndria e com elevado metabolismo energético serdo o destino do
consumo dos corpos cetdnicos (por exemplo, sistema nervoso central e
musculos esquelético e cardiaco) (Westman et al 2003). Os corpos cetdnicos
sdo convertidos a acetil-CoA pela D-B-hidroxibutirato desidrogenase,
acetoacetato-succinil-CoA transferase e acetoacetil-CoA tiolase, que é oxidado

no Ciclo de Krebs gerando energia para a sintese de ATP (Hartman et al 2007).
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Figura 1 : Alteracdes no metabolismo decorrentes de dieta cetogénica. A
alta ingestao de lipidios e baixo nivel de carboidrato, aumenta a B-oxidacéo e
gliconeogénese. O intermediario do Ciclo de Krebs, oxaloacetato € desviado
para sintese de glicose, diminuindo a eficiéncia do Ciclo de Krebs. O Acetil-

CoA gerado pela degradacao de acidos graxos acumula e, entéo, € utilizado



para sintese de corpos cetbnicos (acetoacetato, acetona e B-hidroxibutirato).
Estes compostos conseguem atravessar a barreira hematoencefalica através
dos transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT) ocorrendo uma
substituicdo parcial da glicose como combustivel para o sistema nervoso

central. (figura retirada de Hartman et al, 2007).

As alteracfes bioquimicas decorrentes da ingestdo da dieta cetogénica
também ocorrem no sistema nervoso central, cujo metabolismo energético
substitui parcialmente a glicose por corpos cetbnicos como combustivel
energético em uma resposta adaptativa a fim de manter a atividade neuronal
(Melo et al 2006). Os corpos cetbnicos diferentemente dos acidos graxos
conseguem atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) através dos
transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT). Este transporte ocorre
principalmente pela presenca de MCT1 nas células endoteliais. No sistema
nervoso, 0S corpos cetdnicos sao captados e catabolizados tanto por neurdnios
quanto por astrocitos, via MCT2 e MCT4, respectivamente (Hartman et al 2007;
Pierre & Pellerin 2005). Tanto no estado de jejum quanto na dieta cetogénica
ha um aumento da permeabilidade da BHE por corpos cetbnicos devido ao
aumento da expressao de MCTs (Maalouf et al 2009).

No sistema nervoso central, 0 corpo cetdonico principalmente
metabolizado € o B-hidroxibutirato (BHB) devido a presenca de sistema

enzimatico especifico para a sua metabolizacdo no encéfalo (B-hidroxibutirato

desidrogenase, p-cetoacido-Coa-transferase, acetil-CoA transferase).



Originalmente, a dieta cetogénica foi empregada para tratar casos de
epilepsia refrataria, diminuindo as convulsdes e choques epiléticos (Freeman et
al 2006; Hartman et al 2007). Atualmente, sua utilizagdo vem sendo ampliada
para tratar outras disfungdes neuronais como doenca de Parkinson (Vanitallie
et al 2005), doenca de Alzheimer (Henderson 2008; Van der Auwera et al
2005), esclerose lateral amiotrofica e depressédo (Zhao et al 2006), isquemia
cerebral (Tai et al 2008), doenca bipolar (ElI-Mallakh & Paskitti 2001) e autismo
(Evangeliou et al 2003).

Entretanto, o mecanismo de acdo da cetogénese nao esta
completamente elucidado. Schwartzkroin em 1999, hipotetizou que a
diminuicdo da epileptogénese e a neuroprotecdo poderia ser resultado da
cetogénese promovida pela dieta rica em lipidios e alteragdo do metabolismo
energético (Schwartzkroin 1999). A alteracdo do consumo de substratos
energeéticos e direcionamento de rotas ndo usuais para a sintese de ATP
promoveria mudancas na excitabilidade neuronal, como aumento ou diminui¢cédo
da sintese de neurotransmissores (Bough 2008). Sabe-se que além do papel
energeético, os corpos cetdnicos também sdo capazes de induzir modificagfes
na atividade neurotransmissora e sinaptica, alterando o equilibrio de
concentragdo de neurotransmissores excitatorios e inibitérios e os niveis de
fatores neuromoduladores e neurotréficos. Os corpos cetbnicos participam de
sintese de aminoacidos e neurotransmissores, como 0 acido y- aminobutirico
(GABA) (Kunnecke et al 1993; Yudkoff et al 2005). Em um estudo com
marcacgao radioativa, foi comprovada a diminuicdo da concentracdo total de

glutamato no cérebro em resposta a dieta cetogénica (Melo et al 2006).



Estudos mais atuais incluiram diferentes formas de modulacéo das rotas
celulares em resposta aos elevados niveis de corpos cetdnicos gerados pela
administracao da dieta cetogénica. Acetoacetato e B-hidroxibutirato interferem
nas reacdes energéticas da célula promovendo a elevagéo do Ciclo de Krebs e
da fosforilagdo oxidativa, assim como a diminuicdo nas reacdes de
transaminacdo a partir de intermediarios do Ciclo de Krebs (Hartman et al
2007). O aumento do metabolismo mitocondrial e da concentracdo intracelular
de ATP promove neuroprotecdo ao fornecer energia, diminuir a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), manter o estado redox mitocondrial e
favorecer a sintese de neurotransmissores (Baranano & Hartman 2008;
Maalouf et al 2009; Veech 2004). Maalouf em revisdo de 2009, hipotetizou que
um dos mecanismos de acdo da dieta seria a regulacdo da atividade
mitocondrial, como a modulagcdo da producdo de EROs e a atividade
antioxidante da mitocondria. Outros estudos suportam evidéncias desta agéo
da dieta sobre a mitocondria (Milder & Patel 2011). Ratos alimentados com DC
apresentam aumento da expressao e da atividade de proteinas desacopladoras
mitocondriais (UCPs) (Sullivan et al 2004), bem como, o aumento do contetudo
de glutationa (Jarrett et al 2008) e glutationa peroxidase (Ziegler et al 2003) no
hipocampo.

Maalouf (2009) também discute que um dos efeitos da DC é promover
restricdo calorica devido a ambos tratamentos promoverem alteracdes
similares no metabolismo energético do organismo. E importante destacar que
a restricdo caldrica possui efeito neuroprotetor em doencas cerebrais diversas
e assim como a DC também altera o metabolismo energético, que resulta em

mudancas mitocondriais e antioxidantes. A atividade da restricdo caldrica tem
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sido atribuida a mudancas no equilibrio e expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, TNF-alfa) e fatores neurotroficos (por exemplo, o
fator de crescimento derivado do encéfalo - BDNF). Estudos sugerem que a
ingesta de DC, diminui os niveis de S100B no liquor de ratos (Ziegler et al
2004) e promove alteracdes nos parametros inflamatérios (Adibhatla & Hatcher

2008; Jeong et al 2011; Ruskin et al 2009).

l. 2. Acidos Graxos Poliinsaturados

Além dos corpos cetbnicos, sugere-se que outro efeito da DC é de
elevar os niveis e alterar a proporcdo de &cidos graxos pollinsaturados
(PUFASs) que modulam diversas reagfes no organismo (Borges 2008; Cunnane
2004).

Observa-se que a dieta cetogénica quando enriguecida com PUFAs,
como acido linolénico (bmega-3) e linoléico (bmega-6) € capaz de aumentar a
cetogénese do organismo (Cunnane 2004; Pifferi et al 2008). O acido linolénico
e linoléico sdo altamente cetogénicos devido a um processo de reciclagem de
carbonos, tanto o 6mega-3 quanto o 6mega-6 podem ser fonte de carbonos
para a cetogénese. Na reciclagem, o carbono provindo de PUFAs pode ser
removido do esqueleto carbbnico e se ligar na por¢do terminal de moléculas
lipidicas, como colesterol ou acidos graxos saturados ou monoinsaturados
(Cunnane 2004).

Acredita-se que os &cidos linolénico e linoléico podem ser usados
preferencialmente na indugéo da cetogénese devido a sua alta conversao em
corpos cetdnicos ou pela sua abundancia no organismo. Cunnane em 2004,

postulou que esta preferéncia de conversdo poderia ser primeiramente para
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proteger a célula de danos causados por radicais livres formados pela alta
facilidade de peroxidacdo destes acidos graxos. Outra razdo seria a
capacidade limitada do SNC em desenvolvimento de captar palmitato e
colesterol. O encéfalo a fim de manter sua atividade e desenvolvimento,
converte linoleato e linoléico em lipidios. E finalmente, devido ao figado
abundantemente captar e converter o palmitato em surfactante, os PUFAs
tornam-se disponiveis para reciclagem e conversdo em outros lipidios, suprindo
a necessidade do encéfalo ao sintetizar CCs que conseguem atravessar a BHE
através de MCTs (Cunnane 2004).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) sdo acidos graxos formados
por cadeias carbonadas longas e com mudltiplas ligagbes duplas no esqueleto
carbOnico, abrangendo as familias de acidos graxos 6mega-3 (w3) e 6mega-6
(w6) (Curi et al, 2002).

Os mamiferos ndo sdo capazes de introduzir ligagbes duplas entre os
Cl e C9 do acido insaturado devido a auséncia de enzimas especificas,
tornando o dmega-3 e o 6mega-6 acidos graxos essenciais. Omega-3 e
Omega-6 ndo podem ser obtidos pela sintese de novo, mas podem ser
formados a partir dos acidos linolénico e linoléico, respectivamente, presentes
na dieta (figura 2) (Marszalek & Lodish 2005). Os principais derivados
originados do precursor acido linolénico sdo &cido alfa-linolénico, &cido

eicosapentaendico (EPA) e &cido docosaexandico (DHA). O acido linoléico
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produz predominantemente o &cido araquidbnico (AA) (Curi et al, 2002).
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Figura 2: Estrutura dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAS)
enssenciais. a) Acido linoléico (6mega-6). b) Acido linolénico (6mega-3). (figura

retirada de Martini et al, 2006)

O &cido linolénico e linoléico sdo abundantemente encontrados no SNC,
constituindo as membranas neuronais. Os principais tipos s&o: &acido
docosaexandico (DHA, 22:6n-3) e acido araquidénico (AA, 20:4n-6),
respectivamente (Marszalek & Lodish 2005).

DHA controla o crescimento neuritico, sendo importante para o
desenvolvimento do cérebro e da retina (Marszalek et al 2005; Marszalek &
Lodish 2005). Nos neurbnios, os PUFAs ao serem internalizados do meio
extracelular para o meio intracelular, afetam a fluidez da membrana plasmatica
e alteram a atividade de proteinas integrais e/ou associadas a membrana
(Rapoport 2001). Quando liberados da membrana neuronal, PUFAs podem ser
convertidos em moléculas sinalizadoras do grupo eicosandide, como

prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, modulando a resposta
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imunoldgica no sistema nervoso (Serhan et al 2004). As moléculas de 6mega-6
atuam de forma pré-inflamatéria, enquanto que émega-3 possui propriedade
antiinflamatéria (Marszalek & Lodish 2005).

O DHA também exerce atividade neuroprotetora, diminuindo de forma
direta os efeitos da acumulacdo do peptideo 3 amildide e a hiperfosforilagdo da
proteina Tau, diminuindo a formacéo de placas neuriticas e de neurofibrilas no
cérebro, alteragbes que ocorrem na Doenca de Alzheimer. Portanto, DHA
possui papel na prevencdo do declinio cognitivo e o desenvolvimento de
deméncias (Florent et al 2006). Outra propriedade do DHA e de EPA que
contribuem para neuroprotecdo é a acdo anti-inflamatéria, que modula os
niveis de citocinas e ativacdo da microglia (Cunnane et al 2009).

A dieta rica em 6mega-3 pode prevenir o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, diminuindo os niveis séricos de triacilglicerdis o que contribui
para uma reducdo da inflamacédo dos vasos sanguineos e da formacdo de
placas aterosclerdticas (Cunnane et al 2009).

A recomendacéo ideal de ingestado de PUFAs e a razéo ideal de 6mega-

6/6mega-3 na dieta para sua biodisponibilidade e conversdo em AA e DHA é a

proporcao de 5:1 (Marszalek & Lodish 2005)

I. 3. Metabolismo astrocitico

O SNC é constituido basicamente por neurbnios e células gliais. As
células gliais mantém o ambiente para a atividade dos neurdnios e sao
agrupadas em 1) microglia, células de defesa, capazes de realizar fagocitose e
envolvidas na resposta inflamatéria, e 2) macroglia — composta por

oligodendrocitos, células que sintetizam mielina e auxiliam na formacdo da
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bainha de mielina presente no axbénio de neurbnios; células ependimais, que
revestem os ventriculos cerebrais, e astrécitos (Araque et al 1999; Jessen
2004; Perea et al 2009).

Os astrécitos s@o células que interagem com os neurbnios e participam
da regulacdo e organizagdo da transmissdo sinaptica tornando a sinapse um
evento que ndo apenas inclui os neurbnios, mas também as células
astrociticas, o que atualmente caracteriza-se em sinapse tripartite (Araque et
als, 1999; Blasko et. al., 2004). Os astrocitos participam da sinaptogénese ao
sintetizar moléculas de adesdo e fatores troficos, promovendo o
desenvolvimento do SNC.

Os astrécitos modulam a atividade sinaptica ao controlar os niveis
ibnicos no espaco extracelular (Verkhratsky & Steinhauser 2000),
principalmente, tamponando os niveis de potassio (K*) através da presenca de
canais de K" (Kir) e de aquaporina 4 (AQP 4) (Seifert et al 2010). Também é
capaz de regular a concentracdo de neurotransmissores na fenda sinaptica
(Kimelberg e Katz, 1985), sendo uma célula importante no controle dos niveis
de glutamato (Parpura et al 1994).

Os astrécitos sdo responsaveis pelo metabolismo de sintese e
degradacdo de aminodcidos (Maragakis & Rothstein 2006), sintese e liberagéo
de glutationa (Dickinson & Forman 2002; Dringen 2000). Também produzem
fatores tréficos (Eriksen & Druse 2001; Yoo et al 2003),como resposta ao
ambiente inflamatério (Saha & Pahan 2006) e estimulam a gliogénese,
aumentando os niveis de microglia ativada e amplificando a resposta

inflamatoria (Sukumari-Ramesh et al 2010).
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Outra grande importancia dessas células é o seu papel energético para
0 SNC. Os astrdcitos sado células responsaveis pelo suporte energético para os
neurdnios (Pellerin 2005; Pellerin et al 2007; Simpson et al 2007) e participam
da constituicdo da barreira hemato-encefélica (Abbott et al 2006) e junto com
as células endoteliais sdo os grandes responsaveis pela captacdo de nutrientes
para o SNC.

Os astrocitos em uma dieta balanceada e em um organismo saudavel
sdo responsaveis pela captacdo de glicose a partir do fluido presente na
microvasculatura em torno do encéfalo através dos transportadores de glicose,
o GLUT 1. Além disso, os astrécitos armazenam energia na forma de
glicogénio (Brown & Ransom 2007; Brunet et al 2010; Schousboe et al 2010).
Normalmente, os astrécitos através da via glicolitica consomem a glicose até
piruvato que seguira o metabolismo oxidativo a fim de sintetizar energia e
outros compostos organicos mantendo as atividades astrociticas. O piruvato
produzido pela via glicolitica também pode ser convertido em lactato e este ser
liberado para o espaco extracelular atravées de MCT4 (Simpson et al 2007),
onde sera o combustivel preferencialmente consumido pelos neurénios que
captam lactato via MCT2 (Simpson et al 2007) para seu metabolismo
energético, num processo denominado “lancadeira de lactato astrocito-
neurdnio” (Pellerin 2003; Pellerin et al 2007; Schurr 2006).

Entretanto, durante a dieta cetogénica, o0s astricitos substituem
parcialmente a captacdo de glicose por corpos cetbnicos que atravessam a
BHE através de MCTs. Além disso, 0s préprios astrocitos conseguem sintetizar
corpos cetbnicos a partir de acidos graxos (Auestad et al 1991) e do

aminoacido leucina (Bixel & Hamprecht 1995). Os corpos cetdnicos,
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principalmente o BHB (Laeger et al 2010), tornam-se a principal fonte
energética do SNC no que poderia ser denominado de lancadeira de corpos

cetbnicos astrocito-neurdnio (Guzman & Blazquez 2001).

I. 4. Fator de necrose tumoral alfa

A citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é um mediador
importante da inflamacéo, com acdes voltadas para a destruicdo dos tecidos e
recuperacdo dos danos causados. TNF-a é produzida por células do SNC
como astrocitos, microglia e até neurdnios quando expostos a estimulos
fisiologicos e patologicos (Munoz-Fernandez & Fresno 1998). E ativada por
receptores Toll-like e promove uma cascata de liberagdo de outras citocinas
inflamatorias (IL-1 e IL-6) e quimiocinas (Beutler 1999; Munoz-Fernandez &
Fresno 1998). Citocinas ativam o0 sistema imune inato e promovem a
sobrevivéncia do organismo, sdo mediadores da comunicacdo bidirecional
entre 0 SNC e o sistema imune (Wilson et al 2002). A expressdo de TNF-a
eleva-se em ambientes patolégicos como injarias, isquemia e infecgdes,
estimulando em um primeiro momento uma resposta benéfica para o SNC. No
entanto, durante uma cronica ativagdo, as citocinas podem cooperar para o

desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (McCoy & Tansey 2008).

I.5. Fator neurotroéfico de derivado do encéfalo

O fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) é um fator de
crescimento da grande familia de neurotrofinas relacionadas a fatores de
crescimento composta por exemplo pelo fator de crescimento de nervos (NGF),

BDNF, neurotrofiina-4 (NT-4) e neurotrofina-3 (NT-3).
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O BDNF ¢é considerado a principal neurotrofina do SNC, sendo
produzido pelos astrécitos e nucleos neuronais. A expressao de BDNF é alta
nas regibes do hipocampo, neocértex, amigdala e cerebelo (Kawamoto et al
1996). BDNF estimula a neurogénese e diferenciagdo neuronal, resultando no
neurodesenvolvimento e na plasticidade neuronal ao modular os diversos tipos
de sinapses, induzir a maturagcdo, nutricdo, crescimento, sobrevivéncia e
integridade neuronal (Chao et al 2006).

BDNF é sintetizado de novo pelos neurdnios e é liberado para o expaco
extracelular tanto como BDNF maduro quanto como seu precursor, o pro-BDNF
(Bergami et al 2008; Haydon & Carmignoto 2006). Sabe-se que a transducdo
do sinal de BDNF ocorre quando se liga ao seu receptor de tirosina
relacionado a quinase (TRK B) é a inibicdo de rotas de apoptose, promovendo
a sobrevivéncia de certos tipos de neurdnios (Barde 1994; Binder & Scharfman
2004). Os astricitos também sao capazes de regular os niveis de BDNF, isto é,
captam o precursor de BDNF, reciclam-o e liberam na forma madura na fenda
sinaptica, contribuindo para a regulagéo da plasticidade neuronal (Bergami et al
2008; Haydon & Carmignoto 2006).

Recente trabalho, demonstrou que BDNF também pode aumentar a
expressdéo de MCT 2 no botdo terminal na regido do hipocampo,
incrementando o suporte energético para atividade neuronal o que auxilia na
formacao do potencial de longa duracdo (LTP) e o processo de formacéo de
memoéria (Robinet & Pellerin 2011).

Em estudo com fémeas de camundongos tratadas com 2-desoxi-D-

glucose (2-DG), indutor de cetogénese, a expressao de fatores de crescimento
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neurotréficos, como BDNF e NGF aumentaram Entretanto, ndo héa trabalhos

gue relacionem a DC modulando a expressao de BDNF.

l. 6. Proteina S100B

A proteina S100B pertence a familia de proteinas ligantes de célcio
(Ca™), é uma proteina solivel produzida e secretada predominantemente
pelos astrocitos no cérebro (Donato 2001). Entretanto, sua expressao ndo €
exclusiva de astrocitos, ja sendo identificada nos oligodendrécitos em
maturacao e certas populagdes neuronais (Donato et al 2009).

A S100B no meio intracelular regula o metabolismo ao induzir a
diferenciacdo, mitose e plasticidade do citoesqueleto (Donato 2001) e quando
secretada para o meio extracelular exerce acdo paracrina sobre neurdnios e
microglia e autdcrina sobre os préprios astrécitos (Donato et al 2009; Ponath et
al 2007), resultando em um efeito dual dependente da sua concentragéo.
S100B quando varia entre niveis micromolares a nanomolares como um fator
neurotréfico, promovendo o crescimento de neuritos, a modulacao sinptica e a
sobrevivéncia neuronal (Van Eldik & Wainwright 2003). A S100B pode
promover em efeitos téxicos quando atinge em concentragcdes mais elevadas,
que variam entre micromolar a molar, levando a ativacdo da sinalizagéo de
injuria tecidual, resposta inflamatéria e apoptose (Donato et al 2009; Goncalves
et al 2008). Em condi¢ces onde ocorrem processos inflamatorios sua secrecao
€ elevada, sinalizando a injaria do tecido e a astrogliose (de Souza et al 2009;

Guerra et al 2011).

|. 7. Glutationa

19



Glutationa (GSH) é um tripeptideo com grupamento tiol constituido por y-
L-glutamil-L-cisteinil-glicina. E o antioxidante ndo enzimatico mais abundante
no SNC, que protege a célula contra danos causados por espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e promove
detoxificagdo celular (Dringen 2000; Martin & Teismann 2009; Sukumari-
Ramesh et al 2010). Devido a presenca do residuo de cisteina, GSH € um
composto facilmente metabolizado na presenca de metais de transicdo ou é
responsavel pela manutencdo do estado redox da célula ao manter
grupamentos sulfidril na forma reduzida nas proteinas (Dickinson & Forman
2002; Dringen 2000).

A glutationa geralmente estd em equilibrio na forma reduzida, GSH, e na
forma oxidada, GSSG, podendo alterar os niveis de suas formas conforme o
estado redox celular (Griffith 1999).

GSH é predominantemente sintetizada e secretada pelos astrocitos
através da acgdo consecutiva de duas enzimas. Inicialmente, y-glutamil cisteina
sintase (y-GluCys sintase) condensa glutamato e cisteina em yGIluCys. Este
dipeptideo é condensado com glicina pela glutationa sintetase, formando
glutationa em reacdes que consomem energia (ATP). GSH age diretamente
sobre os radicais livres através de reagdo ndo-enzimatica ou de forma indireta
transferindo elétrons para o NADP através da glutationa redutase, formando
NADPH que pode usado com cofator da acdo da glutationa peroxidase, enzima
gue converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Dickinson & Forman
2002).

GSH quando secretada é clivada pela y-glutamiltranspeptidase no meio

7

extracelular em cisteinilglicina. Este dipeptideo € novamente clivado em
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cisteina e glicina pela dipeptidase. Os aminoacidos liberados sédo captados
pelos neurbnios e sdo responsaveis pela ressintese de glutationa (Dringen,
2000; (Griffith 1999). Portanto, os astrécitos possuem um papel central na
defesa antioxidante do SNC, pois ao captarem aminoacidos da corrente
sanguinea, sintetizam GSH que quando secretada, sera empregada para a
defesa antioxidante dos neurdnios (Martin & Teismann 2009).

Estudos com animais submetidos a DC demonstram que a dieta
aumenta a proporcdo de GSH/GSSG na mitocondria de hipocampo,
contribuindo para acdo da dieta na manutencdo do estado redox da célula

(Jarrett et al 2008).

I. 8. Proteina desacopladora mitoncondrial (UCP2)

As proteinas desacopladoras mitocondriais (UCPs) pertencem a familia
de transportadores de anions presentes na membrana interna das
mitocOndrias. Sao responsaveis pela dissipacdo da forca préton motriz que €
estabelecida pelo bombeamento ativo de prétons contra seu gradiente de
concentracdo para O espaco intermembranoso quando os elétrons séo
transferidos pela cadeia fosforilativa oxidativa. A ativagao de UCPs permite que
0s prétons voltem para a matriz mitocondrial, dissipando a energia, responsavel
pela ativacao da ATP sintase, na forma de calor (Andrews et al 2005; Erlanson-
Albertsson 2003).

A UCP 1 é a proteina desacopladora mais conhecida e estudada.
Presente no tecido adiposo marrom é responséavel pela liberacdo de calor e
termogenénese em certos animais. Outras proteinas desacopladoras vém

sendo identificadas e estudadas. A UCP 2 é expressa em diversos tecidos,
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incluindo o SNC, enquanto que UCP 3 é expressa apenas no mausculo
esquelético e cardiaco. A UCP 4 e UCP 5 (BMCP 1) também foram
identificados e séo altamente expressas no SNC (Andrews et al 2005;
Erlanson-Albertsson 2003; Kim-Han & Dugan 2005).

Diversas evidéncias demonstram que a UCP2 diminui a producédo de
EROs (Kim-Han & Dugan 2005; Korshunov et al 1998), protegendo a célula de
danos oxidativos, promovendo um retardo no envelhecimento celular e
atenuando injurias neuronais (Andrews et al 2005; Bechmann et al 2002;

Dietrich & Horvath 2010).,

Em estudo de Sullivan (2004) em camundongos, a DC alterou a
expressdo de UCP 2, UCP 4 e UCP 5, sugerindo que os acidos graxos da
dieta alteram a atividade mitocondrial, podendo ser este um dos mecanismos

de acao da DC para diminuir a producéo de EROs.

22



Il - OBJETIVOS
Objetivo geral
Verificar os efeitos da dieta cetogénica com diferentes composi¢coes de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) no metabolismo periférico e

neuroglial de ratos Wistar.

Objetivos especificos

- padronizar dieta cetogénica enriqguecida com PUFAS;

- investigar o metabolismo periférico através da analise dos niveis
séricos de glicose, B-hidroxibutirato, colesterol, triglicerideos (TG), HDL,
uréia, 4cido urico, albumina, TNF-a e S100B;

- avaliar parametros da atividade anti-inflamatoria na modulacdo do
agente pré-inflamatério TNF-a do imunoconteudo desta citocina no
hipocampo e estriado;

- avaliar o imunocontetudo de S100B no hipocampo e estriado;

- analisar a expressao de fatores troficos, como o imunocontetdo BDNF
no hipocampo estriado;

- investigar o estado redox da célula no hipocampo e estriado através do
contetdo de GSH e a expressdo mitocondrial de UCP2;

- investigar a composi¢do do liquido cefalorraquidiano quanto a S100B,

TNF-a e B-hidroxibutirato.
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CAPITULO 1

BRAIN CHANGES IN BDNF AND S100B INDUCED BY KETOGENI C DIETS

IN WISTAR RATS

Artigo submetido no periédico British Journal of Nutrition
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Introduction

The ketogenic diets (KD) are diets that are higfatnand have low levels or no
carbohydrate and low or normal levels of proteire@fman et al, 2006; Hartman et al,
2007). This diet induces an increase in ketonedsothat are available to the central
nervous system (CNS) (Baranano & Hartman 200&tone bodies, mainly beta-
hydroxy-butyrate, can cross the blood brain bar(BBB) through transporters of
monocarboxylic acids (MCT), mainly via MCT1, presémthe endothelial cells of the
BBB. In the CNS, ketone bodies are taken up andbcdized by both neurons and
astrocytes via MCT2 and MCT4, respectively (Hartnedral 2007; Pierre & Pellerin
2005).

It has been proposed that ketone bodies partiafilace glucose consumption as
a fuel to maintain neuronal activity (Melo et alO®), but it is not clear whether these
compounds are directly involved in the beneficiié@s of this diet on the CNS. In
addition to ketone bodies, the content and proporif polyunsaturated fatty acids has
been suggested to be a mediator of the effectsdDobK brain disorders (Borges 2008;
Cunnane 2004).

KD were originally proposed for epileptic disordefBaranano & Hartman
2008) and have a wide use today for treating brain disordectuding Parkinson’s
disease (Vanitallie et al 2005), Alzheimer’s dige@denderson 2008; Van der Auwera
et al 2005), amyotrophic lateral sclerosis, depression (Zhaal @006)brain ischemia
(Tai & Truong 2007)), bipolar disease (El-Mallakh Raskitti 2001) and autism
(Evangeliou et al 2003)

The neuroprotective mechanisms that are inducedhbyKD are unknown.
However, some current hypotheses suggest changeghein mitochondrial and

antioxidant activities (Maalouf et al 2009) In soppof this, KD fed rats exhibit
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increased UCP expression and activity (Sullivanale2004), as well as increased
glutathione content (Jarret al, 2008) and glutathione peroxidase activity (Ziegleal
2003) in the hippocampus. It is important to meamtisat mitochondrial and antioxidant
changes are also observed under caloric restrjotvbich has a neuroprotective effect
on several brain diseases (Maalouf et al 2009). ddiwity of caloric restriction has
been attributed to changes in the balance and ssipreof inflammatory (e.g. TNF-
alpha) and neurotrophic (e.g. neuroptrophins) facte¢/ith regard to KD feeding, some
reports suggest changes in inflammatory paraméfetibhatla & Hatcher 2008; Jeong
et al 2011; Ruskin et al 2009).

In this study, we investigated the effects of KDlewels of TNFe (a classical
pro-inflammatory cytokine) and BDNF (an importan¢unotrophin associated with
synaptic plasticity), as well as S100B, an astrgytotein involved in metabolism
regulation, which is secreted in inflammatory caiodis (de Souza et al 2009; Guerra et
al 2011) and has a trophic extracellular role (Doret al 2009; Goncalves et al 2008).
Wistar rats were fed during 8 weeks with two KDntoning different proportions of
®6 andw3 polyunsaturated fatty acids, and two brain regiohthe hippocampus and
striatum were analyzed, as well as blood serumcarnebrospinal fluid.

Experimental methods
Animals and diet

Male Wistar rats (30 days old) were obtained fram loreeding colony (in the
Department of Biochemistry, UFRGS) and maintainedlen controlled light and
environmental conditions (12 h light/12 h dark eyek a constant temperature of 22 +
1°C). Animals were divided into three groups of rityeanimals with the respective
diets: control (C), standard ketogenic diet (s-Kdepared as described previously

(Ziegler et al 2002) and enriched omega-3 ketogdiat (v3-KD). Chow composition
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is detailed in Table 1. All animals were fad libitumand had free access to water for 8
weeks. Procedures were in accordance with the hNatimstitute of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pubiares No. 80-23) following the
regulations of the local animal house authorities.

During treatment, the rats were weighed weekly aloserved for behavior and
coat to check if the diet was contributing to matition and protein loss.

Analysis of serum

Rats were anaesthetized by intraperitonial injectbketamine (75mg/Kg) and
xylasine (10mg/Kg) and blood was collected by aediuncture; serum was obtained
by centrifuging at 1000 X g for 10 min (Eppendo#i02, Hamburg, Germany) before
storing for 24 h at 8 °C until the biochemical measnent of glucosef-
hydroxybutyrate, cholesterol, triacylglycerol, H2holesterol, urea, uric acid, albumin
and total protein.

Biochemical analyses were carried out with colotmekits by Human Brazil,
using specific tests: glucose (GPO-PAP method, R¥61) total protein (biuret
method, Ref 013), albumin (bromocresol method, R&fl), urea (enzymatic
colorimetric test, Ref 10505), uric acid (enzymaticlorimetric test, Ref 10687),
triglycerides (triglycerides liquicolor test, Ref0226), cholesterol (enzymatic
colorimetric test, Ref 10013) and HDL cholesterchdlesterol precipitation and
enzymatic colorimetric, Ref 004). Serfifhydroxybutyrate was determined using the
enzymatic colorimetric test by Ranbut (Ref RB1007).

Brain tissue and CSF samples

Anaesthetized rats were positioned in a stereotapparatus to extract

cerebrospinal fluid (CSF) from the cisterna magd&F samples were frozen (-80°C)

until further analysis. After decapitation, the inravas dissected and the hippocampus
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and striatum dissected on ice. The structures wateinto 0.3 mm slices with a
Mcllwain chopper and frozen (-8C).
Quantification of S100B

Slices were homogenized in PBS (50mM NaCl,18mMH¥PD,, 83mM
NaH,POy.H,O, pH 7.4), containing 1 mM EGTA and 1 mM phenylhytsulphonyl
fluoride (PMSF). The S100B content in the CSF anairbtissue was measured by
ELISA, as described previously (Leite et al 20@)efly, 50 ul of sample plus 50 ul of
Tris buffer were incubated for 2 h on a microtipédaite that was previously coated with
monoclonal anti-S100B. Polyclonal anti-S100 wasubated for 30 min and then
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was ddde a further 30 min. The color
reaction with OPD was measured at 492 nm. The atdn8100B curve ranged from
0.002 to 10 ng/ml.
Quantification of TNF-alpha

Slices were homogenized in PBS, pH 7.4, contaidimgM EGTA and 1 mM
PMSF and centrifuged at 1000 X g for 5 min at 4P@e TNFa content in the soluble
fraction was measured by ELISA (eBioscience, R&f7840).
Quantification of BDNF

For BDNF measurement slices were homogenized irs Ipsiffer: 100mM
Tris/HCI, pH 7.0, 2% bovine serum albumin (BSA), MACI, 4 mM EDTA.Na, 2%
Triton X-100, 0. 1% sodium azide and protease it (from Sigma) containing 5
png/mL aprotinin, 0.5ug/mL antipain, 157 pg/mL benadine, 0.1ug/mL pepstatin A
and 17ug/mL PMSF. Hippocampal and striatal homogenatese veentrifuged at 14
000 X g for 30 min at 4°C and soluble samples wesexl for BDNF ELISA (Millipore,
Ref. CYT306).

Quantification of protein
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Protein was measured by Lowry’s method, modifiedPleyerson, using bovine
serum albumin as a standard (Peterson 1977).
Statistical Analysis

Data from the experiments are presented as medantdad error mean and
analyzed statistically by two-way and one-way asialyof variance followed by the
Tukeys’ test. ANOVA of repeated measurements wasl ue compare the growth of
rats during treatments.
Results
Body weight and biochemical serum parameters
Young rats were fed on ketogenic diets or the cbmtliet for 8 weeks. During the first
two weeks they gained weigh at the same rate. Heryéwm the second week on, rats
fed on the ketogenic diet had a lower weight gé&ig (), independently of whether the
diet was enriched im-3 fat acids or not. No significant change was olesg between
the groups for the total serum protein and alburoimtent at the end of treatment (Table
2). Lipidemia (based on total cholesterol and yiglides) and glycemia were also not
different between the groups. The increase in le@toa (evaluated by measuring serum
B-hybroxybutyrate) was confirmed in both ketogemoups. We found a small decrease
in serum urea in ketogenic rats (about 20%) that significant only in rats fed on a
standard ketogenic diet.
Hippocampal and striatal contents of TNFa
The immunocontent of TNE a pro-inflammatory cytokine, was similar in theot
brain regions studied: hippocampus and striaturg 2 as well as in the cerebrospinal
fluid and blood serum (data not shown).

Hippocampal and striatal contents of BDNF
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The hippocampal content of BDNF, an important ngophin, was similar among the
groups (Fig 3). However, the striatal content wigsiicantly lower in ketogenic rats,
independently of whether the diet was enriched-Bfat acids or not.
Hippocampal and striatal contents of S100B
No changes in the content of S100B, an astrogtiaiepn marker, were observed in the
hippocampus or striatum, when comparing them witirtrespective controls (Fig 4).
The content of striatal S100B was different foisrsgd on the standard ketogenic diet
and enriched im-3 ketogenic diet.
Cerebrospinal fluid and serum contents of S100B
The immunocontent of S100B in the cerebrospinaldfiwas significantly lower in
ketogenic rats, whether fed on the standard or wigleed ketogenic diet (Fig 5B). No
significant changes were observed in serum S100&hgrthe groups (Fig 5A).
Discussion

KD have been proposed as a neuroprotective appréactseveral brain
disorders, particularly epilepsies, but also in rodegenerative diseases such as
Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, amyoitdpteral sclerosis and psychiatric
disorders such as depression and bipolar diseab#allakh & Paskitti 2001;
Evangeliou et al 2003; Henderson 2008; Tai et &820/an der Auwera et al 2005;
Vanitallie et al 2005; Zhao et al 2006). Howeveaur &nowledge about the effects on
brain is limited and neuroprotective mechanismsaianelusive. The production KB
per se does not explain all the changes observed (Freeehah 2006; Hartman et al
2007) and some studies have suggested that thialalyi of polyunsaturated fatty
acids, derived from the KD, may underly, in paugls changes (Borges 2008; Cunnane
2004). The changes induced by KD could affect biewels of neurotrophins and

cytokines. In order to investigate this hypothess measured the brain contents of

32



BDNF, TNF-alpha and S100B, in rats treated with whfferent KD that contained
different proportions of»3 andw6 fatty acids.

It is important to mention that our KD treatmenpneduced changes previously
observed in weight body development (Ziegler 0f2). In fact, KD induced a lower
body weight gain from the second week onwards hisdchange did not differ between
the two types of KD. No significant changes wereseslbed in biochemical serum
parameters such as glycemia, proteinemia and hpaleThe increment in ketonemia
was evident in the KD rats. Interestingly, a redlicentent of serum urea was observed
in s-KD treated rats confirming previous resultge@fer et al 2002), but this decrease
was not significant im3-KD rats.

BDNF is widely expressed in the rodent brain, anddgpecially abundant in the
hippocampus, cerebral cortex, cerebellum, striatumch the amygdale (Kawamoto et al
1996), where it modulates synaptic transmissioastity and survival of different
types of neurons (Noble et al 2011). Our studyfiomed that BDNF immunocontent
in the hippocampus is higher than in the striatanWistar rats. No changes in BDNF
content were induced by KD in the hippocampus,ungxpectedly a decrease in BDNF
was observed in the striatum. Several studies baggested that peripheral metabolic
changes could alter the expression and releaseaof BDNF. For example, physical
exercise induced an up-regulation of the BDNF mltippocampus and might therefore
play an important role in the enhancement of cogmitunctions in rodent models and
in mood in humans (Zoladz & Pilc 2010). Caloristreetion also increases BDNF
levels in brain structures, such as the hippocamerebral cortex, and striatum of rats
(Duan et al 2001). All these studies have suggestaduroprotective role of BDNF,
including in dopaminergic neurons (Peng et al 20Therefore, current data suggest

that KD may not be beneficial for striatum cellfieTapparently harmful effect of KD in
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specific brain regions has been also reported.eample, oxidative stress is reduced
by KD in the hippocampus, but is exacerbated indtebellum (Ziegler et al 2003);
morphological changes induced by KD were appardrgheficial in the CA1 region of
the hippocampus, but not in the dentate gyrus €Balet al 2008). However, we
investigated only the basal effect of KD and furtrgtudies should focus on
investigating the effects of KD in the striatum amgpocampus under conditions of
injury, such as epilepsya or Parkinson’s diseasgetso

Moreover, we did not observe any changes in TNEontent in the
hippocampus and striatum. TNFis a pro-inflammatory cytokine that is mainly up-
regulated and released by glial cells in braintipalarly under conditions of injury
(McCoy & Tansey 2008; Nishioku et al 2010; Wilsdrak2002) and chronic elevations
of this cytokine are observed in neurodegeneratfigeases (Eskandari et al 2003;
Krause & Muller 2010; McCoy & Tansey 2008; StollJ&ander 1999). Cytokines work
as bidirectional signals of communication betweeéwSCand the peripheral immune
system (Wilson et al 2002). It has been demonstridiat metabolic modifications alter
the expression and release of cytokines. For exgnaphigh cholesterol diet enhances
the expression of pro-inflammatory cytokines insréitewis et al, 2010) and caloric
restriction in aging rodents models down reguldte expression of inflammatory
cytokines (Wilson et al 2002). Moreover, KD redutlee levels of the proinflammatory
cytokines (IL-B, IL-6, and TNFe) and promoted the survival of dopaminergic neurons
in a mice model of Parkinson’s disease with MPTRNY & Cheng 2010). Under the
conditions of this study, KD did not change basakls of TNFe.

S100B is a calcium-binding protein mainly expresagd secreted by astrocyte
cells in the central nervous system. In the celban regulate glucose metabolism, the

cytoskeleton and proliferation (Donato et al 20@Xtracellular S100B plays a trophic
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role in neuron and glial cell cultures and acutration of this protein in cerebrospinal
fluid has been observed in injury conditions (Gdwes et al 2008). This protein is
secreted in vitro and in vivo in response to inflaatory signals, such as interleukip 1
and LPS (de Souza et al 2009; Guerra et al 2011).

We did not find any changes in S100B content inhippocampus and striatum
induced by KD, when compared with control rats. ldger, a direct comparison
between s-KD and3-KD suggests a difference in the expression & pinotein. The
functional meaning of this finding in unclear, bhatpossible to conceive that PUFA
modulate the expression of S100B, particularlyha striatum. Arundic acid has been
shown to be able to inhibit the expression of S108RB the transcriptional mechanism
involved in unknown (Asano et al 2005).

On the other hand, the S100B content decreaseShditer KD feeding. We
previously reported this effect (Ziegler et al 2p@&hd suggested that it could be
mediated by elevated levels of KB, as reportedsinoayte cultures (Leite et al 2004).
This could be triggered by and/or be indicativecbfinges in fuel metabolism, i.e. a
decrease in glucose utilization. In fact, in ratbmitted to the intracerebroventricular
administration of streptozotocin (Rodrigues et a@0%2 or chronic cerebral
hypoperfusion (Vicente et al 2009), two conditicassociated with the decrease in
glucose consumption, a decrease in cerebrospimd 8100B has been reported. This
decrease, alone, could be interpreted as an eltlaceneurotrophic decrease and
therefore, as a “bad” signal. However, elevatedelevof S100B in cultures are
potentially harmful because they induce cell deatti, in some conditions, extracellular
S100B reduction could be conceived as a “good”aigNotice that serum S100B did
not change during the KD, suggesting that adipelase of S100B was not affected by

this diet. This finding is interesting, becausepade tissue is an important source of
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serum S100B (Goncalves et al 2010) and considerabltgases during KD (Ribeiro et
al 2008). These apparent independent actions dbria and adipose tissue were also
observed during fasting (Netto et al 2006) and sB@ulation (Guerrat al., 2011).

In summary, our data suggest that a KD for 8 weglis able to reduce the
levels of two putatively-neurotrophic molecules; BP in the striatum and S100B in
the cerebrospinal fluid of rats. These alteratimese not affected by the proportion of
PUFA of the KD offered. No changes were observethen content of BDNF in the
hippocampus, neither in the content of TNR the hippocampus or in the striatum. No
changes in serum S100B were observed. These fmdangforce the importance of this
diet as an inductor of alterations in the brairg amght contribute to the understanding

of the neuroprotective activity (or side effect§ K& in brain disorders.

Acknowledgements

Specific contributions in this work: Conception abdsign of the Study (AFV,
CAG); Generation Assembly and/or InterpretationDzta (AFV, DFS, MCG, CB,
MFD,CB and APC); Drafting of the Manuscript (AFV carCAG). This work was
supported by the Conselho Nacional de Desenvolionéhentifico e Tecnoldgico
(CNPq), Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessodlidel Superior (CAPES),
FINEP (IBN 01.06.0842-00) and INCT-National Instéwf Science and Technology

for Excitotoxicity and Neuroprotection.

36



Figure legends

Figure 1: Evolution of body weight in rats fed cahtchow (circle), standard ketogenic
diet (s-KD) (square) or enriched omega-3 ketogdret (#n3-KD) (triangle symbol) for
8 weeks. Values are mean = S.E.M. of 17-19 ratb.gAdups gained body weight
during the different diets (Repeated measures ANDV8ignificantly different rate of
growth between control and KD rats from the secordk onwards (One-way ANOVA

followed by Tukey’s Test, p <0.01).

Figure 2: Immunocontent of TNF-alpha in hippocamand striatum. Rats were fed
with control, standard ketogenic (s-KD) and ketagevith increased omega-3 (w3-
KD) diets for 8 weeks. TNFs was measured by ELISA. Values are mean + S.E.M. of

10 rats (One-way ANOVA, p < 0.05).

Figure 3: Immunocontent of BDNF in the hippocampuod striatum. Rats were fed
with control, standard ketogenic (s-KD) and ketagevith increased omega-3 (w3-
KD) diets for 8 weeks. BDNF was measured by ELISAlues are mean + S.E.M. of
10 rats. Significantly decreased expression of BDNF in thia&im of KD rats. (One-

way ANOVA followed by Tukey’s Test, p < 0.05).

Figure 4: Immunocontent of S100B in hippocampussndtum. Rats were fed with
control, standard ketogenic (s-KD) and ketogenithicreased omega-3 (w3-KD)
diets for 8 weeks. S100B was measured by ELISAu&&bre mean + S.E.M. of 10
rats. The levels of S100B in hippocampus were #meesfor the different treatments
(One-way ANOVA, p < 0.05). *Significant differencesthe levels of S100B in the
striatum of rats treated with different KD (One-waMOVA followed by Tukey’s Test

p<0.05).
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Figure 5: S100B levels of serum (A) and cerebradpiluid (B) of rats treated with
control, standard ketogenic (s-KD) and ketogenithwicrease omega-38-KD) diets.
Values are mean + S.E.M. of 10 rasSignificantly decrease level of S100B in CSF

from KD fed rats. (One-way ANOVA followed by TukeyTest, p<0.05).
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Table 1:Composition of the control, standard ketogenic (s-KD) and ketogenic with

increase omega-3 (W3-KD) diets

Control s-KD w3-KD
(9/1000) (9/1009) (9/1009)
AsH 4 4 4
Vitamin® 1 1 1
Fiber 1 1 1
Proteirf 33,5 33,5 33,5
DL- methioniné 0,3 0,3 0,3
Carbohydrates 55,2 e e
Soybean oil 0,5 0,5 0,5
Fishoif e e 1,0
Lard 4,5 59,7 58,7
Rate w6/w3 11:1 10:1 5:1

& Mineral salt mixture (from Roche, Sdo Paulo, Bjamng/100 g of diet:

NaCl, 557; Kl, 3.2; KH2PO4, 1556; MgS04, 229; CaC@326; FeSO4 .7H20, 108;
MnS0O4.H20, 16; ZnS04.7H20, 2.2; CuS04.5H20, 1.Llk®H20, 0.09.

® Vitamin mixture: mg/100 g of diet (from Roche, SBaulo, Brazil): Vitamin A, 4;

Vitamin D, 0.5; Vitamin E, 10; menadione, 0.5; ahel 200; PABA 10; inositol 10;
niacin,4; pantothenic acid, 4; riboflavin, 0.8;atmin, 0.5; pyridoxine, 0.5; folic acid,
0.2; biotin, 0.04; Vitamin B12, 0.003.

‘Soyprotein Isolate, purity 97% (from Solae, Est&@mzil)

4 D-L-Methionin (from Merk, Rio de Janeiro, Brazil).

®Fishoil: DocosahexaenoicAcid (DHA) 5 : 1 Eicosapemic Acid (EPA) (Naturalis

SA, Porto Alegre, Brazil.)
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Table 2: Serum biochemistry of rats fed control Retbgenic diets for 8 weeks

Control s-KD w3-KD
(mg/dL)
Protein 1,76 0,17 1,76 £0,18 1,74 £ 0,20
HDL 1,08 + 0,06 0,93 +£0,03 0,74 £ 0,07
(g/dL)
Albumin 2,44 + 0,06 2,47 £ 0,06 2,51 +0,08
(mmol/L)
Glucose 7,0 + 066 7,89 + 0,40 8,18 + 0,59
Triglycerides 0,24 £ 0,04 0,27 £ 0,04 0,26 £ 0,03
Cholesterol 1,28 + 0,05 1,14 + 0,04 1,08 £ 0,10
B-Hydroxybutyrate 0,14 + 0,01 0,25+0,04 * 0,29,84 *
Urea 4,84 +0,18 3,94 +£0,29 * 4,08 + 0,23
Uricacid 0,35+ 0,04 0,34 + 0,04 0,28 + 0,02

1values are means + S.E.Nk 10.

* Statistically significant from control by one-w@®NOVA (p < 0.05).
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Figure 3
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Figure 4

S100B (ng/pg)

0.8

0.6

=
=

)

Hippocampus

JV

Striatum

O control
Es-KD
H»n3-KD

47



Figure 5
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ll. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a dieta cetogénica a partir da segunda
semana diminui a velocidade de crescimento do animal quando comparada
com animais que consumiram dieta balanceada. Entretanto, deve-se ressaltar
gue os animais ndo apresentaram desnutricdo nem deixaram de ganhar massa
corporal ao longo das oito semanas de tratamento. Os animais tratados com as
diferentes dietas cetogénicas apresentaram a mesma taxa de crescimento. E
importante mencionar que 0 nosso tratamento DC reproduz alteracdes
previamente observadas no desenvolvimento do peso corporal (Baranano &
Hartman 2008; Kim do & Rho 2008; Ziegler et al 2002).

Através da analise bioquimica do soro, podemos observar que 0s niveis
de albumina, proteina total, triglicerideos, acido urico e glicose nao se
alteraram nos diferentes tratamentos. A quantidade de uréia na dieta
cetogénica classica (s-DC) diminuiu em relagdo aos outros grupos. Sabe-se
que a glicemia dos ratos submetidos a dieta cetogénica sem nenhuma fonte de
carboidrato pode ser controlada pelas reacbes de gliconeogénese e que a DC
ndo provoca degradacdo de proteinas (Hartman et al 2007; Westman et al
2003). Em nosso trabalho demonstramos que 0s niveis séricos de proteina
total e albumina ndo possuem diferenga entre os grupos, sendo que inclusive
nos individuos tratados com s-DC houve reducdo da concentracdo de uréia
sérica.

Em relacdo & HDL e colesterol, houve uma tendéncia a diminuicdo nos
niveis séricos tanto da lipoproteina quanto do colesterol em ambas DCs, sendo

que a maior reducao ocorreu nos animais tratados pela DC enriquecida com w3
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(w3-DC). Quanto a quantidade de [-hidroxibutirato, ambas as dietas
cetogénicas apresentaram maiores niveis.

Interessantemente, observou-se que todos 0s animais tratados com
ambos tipos de DCs tornaram-se cetogénicos, isto é, houve aumento
significativo dos niveis de B-hidroxibutirato no soro, corpo cetdnico que pode
ser usado pelo SNC como combustivel energético a fim de manter a atividade
neuronal (Melo et al 2006).

Portanto, ndo foram observadas alteragbes significativas em parametros
bioquimicos séricos, como proteinemia, glicemia e lipidemia, ocorrendo um
aumento da cetonemia em ratos DC. Curiosamente, uma reducdo do nivel de
uréia foi observado apenas em ratos s-DC confirmando resultados anteriores
(Ziegler et al 2002), mas esta diminui¢do nao foi significativa em w3-DC.

Acredita-se que o acréscimo de 6mega-3 na alimentagdo promova uma
qualidade cardiovascular, diminuindo a agregacdo plaquetaria e por
consequéncia a formacado de placas ateroscleroticas dos individuos (Cunnane
et al 2009), melhorando o perfil lipidico sérico. Entretanto, no nosso trabalho,
através da andlise bioguimica sérica, ndo podemos visualizar esta alteracdo
em relacdo a s-DC e w3-DC.

Nés também mensuramos o0s niveis de B-hidroxibutirato no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (figura 1, em anexos) e observamos que em ambas as
dietas DCs os niveis do CC estéo reduzidos. Sabe-se que os CCs conseguem
atravessar a BHE devido a presenca de MCT 1 nas células endoteliais e sdo
captados por astrocitos e neurdnios via MCT 4 e MCT2, respectivamente
(Hartman et al 2007; Pierre & Pellerin 2005). O nivel reduzido de B-

hidroxibutirato nos animais submetidos a ambas DCs sugere que este CC esta
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sendo altamente captado e consumido pelas células do SNC e indicam a
substituicdo parcial de glicose por CCs como combustivel energético, evento
conhecido na cetogénese promovida pela dieta (Hartman et al 2007; Westman
et al 2003).

As mudancas induzidas pela DC podem afetar os niveis cerebrais de
neurotrofinas e citocinas. Para investigar esta hip6tese medimos o conteddo no
SNC de BDNF, TNF-alfa e S100B, em ratos tratados com dois diferentes tipos
de DCs, contendo proporc¢oes diferentes de PUFAs, w3 e w6.

O BDNF ¢é amplamente expresso no cérebro de roedores, e, é
especialmente, abundante no hipocampo, cértex cerebral, cerebelo, estriado e
amigdala (Kawamoto et al 1996). BDNF modula a transmissdo sinaptica,
plasticidade, sobrevivéncia de diferentes tipos de neurbnios (Noble et al 2011),
resultando na regulacdo do desenvolvimento, manutencdo e fungcédo de
multiplas redes neuronais (Balietti et al 2010). Nosso trabalho confirmou que o
imunocontetdo de BDNF no hipocampo é maior do que no estriado em ratos
Wistar. As diferentes dietas DCs ndo alteraram o conteuddo de BDNF no
hipocampo, contudo, inesperadamente, houve diminuicdo de BDNF no
estriado.

Varios estudos tém sugerido que alteracdes metabolicas periféricas
podem alterar a expresséo e liberacdo de BDNF no cérebro. Por exemplo, o
exercicio fisico € capaz de induzir um aumento da regulacdo do BDNF no
hipocampo e poderia, portanto, desempenhar um papel importante na melhoria
das funcgdes cognitivas em modelos de roedores e de humor em humanos
(Zoladz & Pilc 2010). A restricdo calodrica (CR) também aumenta os niveis de

BDNF em estruturas cerebrais como hipocampo, cortex cerebral e estriado de
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ratos, aumentando a qualidade de vida e a longevidade de roedores (Duan et al
2001). E, acredita-se, que a DC promove alteracdes de BDNF similares com
as que ocorrem na CR (Maalouf et al 2009).

Todos esses estudos tém sugerido um papel neuroprotetor do BDNF,
inclusive em neurdnios dopaminérgicos (por exemplo, Peng et al, 2011).
Portanto, neste momento, aparentemente, a DC nao seria benéfica para as
células do estriado. Este aparente efeito prejudicial da DC em regides
especificas do cérebro ja foi relatado anteriormente. Por exemplo, o estresse
oxidativo é reduzido pela DC no hipocampo, mas é agravado no cerebelo
(Ziegler et al 2003). Alteracbes morfolégicas e moleculares, envolvidas em
processos de plasticidade sinaptica, induzidas por DC foram benéficas na
regido CAl do hipocampo, mas ndo no giro dentado (Balietti et al 2010). Em
nosso estudo, a DC também promoveu efeitos antagdnicos, no hipocampo
nenhuma alteracdo de contetdo de BDNF foi observada, enquanto que no
estriado, a dieta inibiu a expressdo de BDNF. Sabe-se que BDNF modula a
expressdo de MCT 2 no botdo terminal no hipocampo (Robinet & Pellerin
2011). Podemos supor que a captacdo de CCs na regido do estriado pode
estar comprometida acarretando um desbalanco energético nesta regido. No
entanto, investigamos apenas o efeito basal da DC e mais estudos devem ser
feitos a fim de investigar as mudancas induzidas pela DC no estriado e
hipocampo em condi¢cdes de leséo, tais como, modelos de epilepsia ou de
doenca de Parkinson a fim de saber se esta reducédo € benéfica ou maléfica
para o estriado.

Além disso, ndo se observou alteragcbes de conteddo de TNF-a no

hipocampo, estriado, soro e LCR (figura 3, em anexos). Citocinas sao proteinas
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potentes, multifuncionais e de acao pleiotrépica, capazes de ativar células e de
realizar a comunicagdo célula-a-célula do sistema imunoldgico (Vitkovic et al
2000). As citocinas foram identificadas no SNC por imunoistoquimica ( (Breder
et al 1988; Plata-Salaman et al 1988) e hoje sdo vistas como mediadores da
comunicacado bidirecional entre 0 SNC e o sistema imune periférico (Wilson et
al 2002).

Acreditava-se que a expressao das citocinas no SNC sé ocorria em
resposta a uma infeccéo, insulto ou outras perturbacdes a fim de desencadear
uma interacdo entre sistema nervoso e sistema imune a fim de proteger os
neurdbnios de danos promovidos pelo ambiente  (Vitkovic et al 2000).
Entretanto, crescentes evidéncias, suportam as citocinas como mediadores do
SNC saudavel e muitas vezes sinalizando como fatores neurotréficos para a
funcionalidade das células neuronais e gliais (McCoy & Tansey 2008; Vitkovic
et al 2000; Wilson et al 2002; Yirmiya & Goshen 2011).

TNF-a é uma potente citocina pré-inflamatéria que no cérebro é
principalmente up-regulada e liberada pelas células gliais incluindo astrécitos e,
principalmente, a microglia. TNF-a desempenha papel no inicio das reacdes
inflamatodrias do sistema imune inato. Em condi¢des de lesdo ha um aumento
da producédo e da liberacdo de TNF-a, mediador que ativa a microglia e os
astrocitos (McCoy & Tansey 2008; Nishioku et al 2010; Wilson et al 2002). No
entanto, niveis crbénicos elevados de citocinas podem desenvolver uma
exposicdo cronica ao estresse oxidativo, alterar a permeabilidade da barreira
hemato-encefalica e incrementar a neuroinflamacdo e  doenca
neurodegenerativa (Eskandari et al 2003; Krause & Muller 2010; McCoy &

Tansey 2008; Stoll & Jander 1999).
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Outro estudo sugere que TNF-a pode ser um agente neuroprotetor ao
induzir a expressao de BDNF e pré-condicionar os neurdnios a fim de ampliar
sua resisténcia a neurotoxinas ou lesdes futuras (Saha et al 2006).

Diversas condicbes do metabolismo periférico, tais como aterosclerose,
obesidade, diabetes tipo 2 e exercicio fisico crbnico, alteram as citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, na periferia (Hotamisligil et al 1995; Hotamisligil &
Spiegelman 1994; Spranger et al 2003; Woods et al 2009). Em alguns
trabalhos j& foi demonstrado que mudancas do metabolismo promovidas por
dieta podem alterar a expresséo e liberagdo de citocinas no SNC (Galic et al
2011). Por exemplo, dieta rica em colesterol aumenta a expressao de citocinas
pro-inflamatoérias em ratos (Lewis et al 2010) e a CR em roedores envelhecidos
regula negativamente a expressdo de citocinas inflamatérias (Wilson et al
2002). Além disso, pré-tratamento com DC reduz os niveis de citocinas pro-
inflamatoérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a), diminuindo a neuroinflamacdo e
promovendo uma maior sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos em
modelo da doenga de Parkinson com MPTP em camundongos (Yang & Cheng
2010).

Em nossas condi¢des, a DC nao alterou os niveis basais de TNF-a no
hipocampo e estriado e com nossos dados ndo podemos relacionar a
modulacdo de TNF-a sobre a expressdo de BDNF nas diferentes estruturas
cerebrais em virtude de os niveis desta citocina ndo alterarem no estriado,
enguanto que, o conteudo de BDNF foi reduzido no estriado.

Deve-se ressaltar a importadncia de se avaliar o efeito da dieta em
condicdes de lesdo na modulagéo de TNF-a e a baixa sensibilidade do kit que

utilizamos para as amostras do soro e LCR.

55



S100B é uma proteina ligante de Ca™, predominantemente expressa e
secretada pelos astrécitos no SNC (Donato 2001). Atualmente, sabe-se que
sua expressdo nao € exclusiva de astrocitos, sendo identificada em
oligodendrocitos em maturagdo e certas populacbes neuronais, como
neurdnios colinérgicos do rombencéfalo (Donato et al 2009; Yang et al 1995).
Além dessas células, foi também identificada a expressao de S100B em outras
células de tecidos ndo-neuronais, como adipécitos,condrécitos e células de
melanoma (Goncalves et al 2010).

A S100B no meio intracelular pode regular o metabolismo da glicose,
plasticidade do citoesqueleto e da proliferacdo celular (Donato et al 2009). A
S100B secretada pode desempenhar diferentes papéis dependendo da sua
concentracdo (Van Eldik & Wainwright 2003). Em concentragbes baixas a
S100B atua como fator tréfico sobre células gliais e neurdnios, nos quais
promove crescimento de neuritos, modulagdo sinaptica e sobrevivéncia
neuronal (Van Eldik & Wainwright 2003). Em concentragbes mais elevadas, a
S100B sinaliza que a injuria tecidual e torna-se um mediador da resposta
inflamatoria e de apoptose (Donato et al 2009; Goncalves et al 2008). Esta
proteina também é secretada in vitro e in vivo em resposta a sinais
inflamatdrios como a presenca de interleucina IL-18 e LPS em meio de cultura
(de Souza et al 2009; Guerra et al 2011). Sua elevada concentragdo no LCR
tem sido observada como resposta a condi¢cdes de lesdo agudas (Goncalves et
al 2008).

S100B também € regulada por alteracdes no metabolismo periférico. Por
exemplo, ratos diabéticos apresentam niveis elevados de S100B no LCR e

quando, submetidos a exercicio fisico, ha reducdo da concentragdo de S100B
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ao mesmo nivel dos animais controles (de Senna et al 2011). Entretanto, ratos
submetidos a CR ndo sofreram altera¢cdes do imunocontetdo de S100B tanto
no hipocampo quanto no soro desses animais (Ribeiro et al 2009).

No nosso estudo, também ndo encontramos alteracdes do contetudo de
S100B induzida pelas diferentes DCs no hipocampo e estriado quando
comparados com ratos alimentados com dieta controle. No entanto, uma
comparacao direta entre s-DC e w3-DC sugere uma diferenca de expresséo
dessa proteina no estriado. O significado funcional deste achado né&o é claro,
mas é possivel conceber que PUFAs sdo moduladores da expressao de S100B
particularmente no estriado. Ja foi descrito que o acido arundico é capaz de
inibir a expressdo de S100B, mas o mecanismo de transcricdo envolvido é
desconhecido (Asano et al 2005).

Em relagdo ao contetdo de S100B no tecido adiposo também n&o houve
alteracdo da expressdo desta proteina nas diferentes dietas (figura 2, em
anexos). O tecido adiposo expressa e secreta diversas adipocinas como
resposta as alteracbes do metabolismo periférico (por exmplo, TNF-a, IL-6)
(Wang et als, 2007). Este tecido também € capaz de expressar e secretar
S100B na periferia e acredita-se que devido a grande quantidade de tecido
adiposo no organismo, este seria a principal fonte de S100B no soro
(Goncalves et al 2010). Em um estudo em humanos, demonstrou-se correlacéo
entre indice de massa corporal (IMC), niveis séricos de S100B e duas
proteinas derivadas do tecido adiposo, a leptina e a proteina ligante de acido
graxo derivada de adipécitos (A-FABP), em individuos sem histéria prévia de

distarbios neurol6gicos ou psiquiatricos (Steiner et al 2010).
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Em modelo de diabets mellitus tipo | induzido por estreptozotocina em
ratos, ha aumento de expressdo de S100B no tecido adiposo (Zimmer et al
1997). Além disso, alteragBes no metabolismo lipidico promovem alteracdes na
regulacdo dos adipdcitos, aumentando a expressdo de citocinas no tecido
(Wang et al 2007). A DC aumenta consideravelmente o tecido adiposo no
organismo (Ribeiro et al 2008) e altera 0 metabolismo de adipdcitos, elevando
a taxa de lipdlise, reagcdo que se acredita estar relacionada com a secrecéo de
S100B pelo tecido adiposo (Goncalves et al 2010). Esperavamos que as DCs
modulassem positivamente a expresdo e liberacdo de S100B. Entretanto,
apenas observamos uma tendéncia de elevacao de S100B no tecido adiposo
(figura 2, em anexos) em ambas DCs. Esta tendéncia pode ter sido resultado
do protocolo de experimentacdo que utilizamos para eutanasia dos animais,
pois para analise bioquimica todos os individuos estavam em jejum.

N&o observamos diferengas nos niveis de S100B no soro dos animais
submetidos as diferentes dietas. Talvez isso tenha ocorrido por uma medida
compensatoria, pois, no protocolo de experimentacdo, submetemos os ratos a
8h de jejum.

No LCR, h& reducdo do nivel de S100B nos animais submetidos as
diferentes DCs, esse efeito ja havia sido relatado anteriormente pelo nosso
grupo (Ziegler et al 2004). A alteragdo dos niveis de S100B no LCR pode ser
resultado da modulacdo dos CCs sobre os astrocitos e a secre¢do da proteina.
Leite em 2004 observou em cultura de astrécitos expostos a uma concentragéo
de 5 mM [B-hidroxibutirato por 24h, que CCs podem modular a secrecédo de
S100B, diminuindo os niveis desta proteina no espaco extracelular (Leite et al

2004). Esta alteracdo no LCR poderia ser desencadeada por e/ou ser um
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indicativo de alteracdes do metabolismo energético, ou seja, um decréscimo de
utiizacdo da glicose. De fato, em ratos submetidos a administracido
intracerebroventricular de estreptozotocina (Rodrigues et al 2009) ou
hipoperfusao cerebral cronica (Vicente et al 2009), duas condi¢des associadas
com a reducdo do consumo de glicose, é observado um decréscimo de S100B
no LCR.

Esta reducao isolada poderia ser interpretada como uma diminui¢cao da
acao extracelular de S100B como fator neurotréfico e, portanto, acarretaria um
prejuizo ao SNC. Entretanto, niveis elevados de S100B em culturas séo
potencialmente prejudiciais pois induzem a morte celular e, em algumas
condig¢bes, a reducao da S100B extracelular pode ser concebida como um sinal
benéfico para o organismo (Donato et al 2009; Goncalves et al 2008).

Portanto, observamos que S100B né&o se alterou no soro, mas diminuiu
no LCR de ratos submetidos a DC o que pode sugerir acdes independentes de
expressdo e secrecdo do SNC e da periferia. Esta independéncia ja foi
observada em trabalhos anteriores, em modelo de jejum prolongado (Netto et
al 2006) e estimulacao periférica de inflamacao por injecdo intraperitoneal de
LPS (Guerra et al 2011).

Em relacdo ao estado redox, as DCs elevaram o conteudo de GSH
apenas na regidao do hipocampo (figura 4, em anexos). Este efeito ja havia sido
relatado anteriormente na literatura (Jarrett et al 2008). E em outro trabalho do
nosso grupo a DC aumentou a atividade da glutationa peroxidase(Ziegler et al
2003). A expressao de UCP 2 no hipocampo em ratos submetidos a ambas
DCs nao foi aterada (figura 5, em anexos), sendo este dado contrario ao que ja

foi relatado em camundongos na literatura (Sullivan et al 2004). A partir dos
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nossos resultados ndo podemos concluir se a DC age de forma neuroprotetora,
mantendo o estado redox da célula e diminuindo os danos promovidos por
estresse oxidativo. No entanto, investigamos apenas o efeito basal da DC. Mais
estudos devem ser feitos a fim de investigar as mudangas induzidas por DC
também no estriado. Para confirmar o mecanismo da DC na regulacdo da
producdo de EROs e da atividade antioxidante também devem ser feitos

estudos em condi¢des de injuria no SNC, como modelo de epilepsia.
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IV. CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que DC durante 8 semanas foi capaz de alterar
a taxa de crescimento dos ratos submetidos as diferentes DCs. Durante este
perido, a DC foi capaz de induzir cetogénese e ndo promover degradacdo de
proteinas na periferia dos ratos submetidos tanto pela s-DC quanto pela w3-
DC. Podemos concluir que os ratos substituiram parcialmente o consumo de
glicose como combustivel para a manutencédo da atividade do SNC devido a
reducdo de [-hidroxibutirato no liquido cefalorraquidiano. A DC reduziu os
niveis de duas moléculas supostamente com agéo neurotrofica no SNC: BDNF
no estriado e S100B no liquido cefalorraquidiano de ratos. Essas alteracdes
nao foram afetadas pela proporcdo de PUFAs entre as diferentes DCs
ingeridas. Nao foram observadas alteracdes no conteudo de BDNF no
hipocampo, nem no conteddo do TNF-a no hipocampo ou estriado. N&o
ocorreram alteracdes no soro e no contetdo no tecido adiposo de S100B.

Os niveis de GSH aumentaram no hipocampo, enquanto que, no
estriado néo foi observada nenhuma alteragéo. A expresséo de UCP 2 nao foi
alterada no hipocampo de ambas as dietas. Portanto, como nossos resultados
ndo podemos observar a regulacéo do estado redox da célula.

Esses achados reforcam a importancia desta dieta como indutor de
mudangcas do SNC, o que pode contribuir para entender a atividade

neuroprotetora (ou efeitos colaterais) da DC em disturbios cerebrais.
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Figura 1. Nivel de pB-hidroxibutirato ( BHB) no liquido cefalorraquidiano

(LCR) em ratos submetidos a diferentes dietas. Ratos Wistar machos foram
submetidos a dieta controle (control), dieta cetogénica classica (s-DC) e dieta
cetogénica enriguecida com 6mega-3 (w3-DC). Apds 8 semanas de tratamento,
os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina e xilasina
(75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente). Apds a observacdo da perda do
reflexo algico na compressao do rabo do animal, os ratos foram submetidos a
coleta de LCR na cisterna magna. Amostra foi congelada a -80°C. Niveis de
BHB foram mensurados através de reacdo espectrofotométrica (Kit Ranbut,
CAT RB1007). Os valores representam a média * erro padrdo. ANOVA de uma

via, seguida de post-hoc Teste de Tukey. * diferencas significativas (p< 0,05).
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- S100B no tecido adiposo
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Figura 2: Conteudo de S100B no tecido adiposo em ratos submetidos a
diferentes dietas. Ratos Wistar machos foram submetidos a dieta controle
(control), dieta cetogénica classica (s-DC) e dieta cetogénica enriquecida com
omega-3 (w3-DC). Apdés 8 semanas de tratamento, os ratos foram
anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina e xilasina (75mg/Kg e
10mg/Kg, respectivamente). Apds a observacdo da perda do reflexo algico na
compresséo do rabo do animal, os ratos foram submetidos a coleta de tecido
adiposo ependimal. Amostra foi congelada a -80°C. Para mensurar S100B, o
tecido adiposo foi preparado através de deslipidacdo O imunoconteudo de
S100B foi mensurado através de técnica imunoldgica de ELISA conforme Leite
et als, (2008). Os valores representam a média + erro padrdo. ANOVA de uma
via, seguida de post-hoc Teste de Tukey (p< 0,05).
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- TNF-a no soro e liquido cefalorraquidiano
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Figura 3: Contetdo de TNF -a no soro e | iquido cefalorraquidiano (LCR) em
ratos submetidos a diferentes dietas. Ratos Wistar machos foram
submetidos a dieta controle (control), dieta cetogénica classica (s-DC) e dieta
cetogénica enriguecida com 6mega-3 (w3-DC). ApGs 8 semanas de tratamento,
os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina e xilasina
(75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente). Apdés a observacdo da perda do
reflexo algico na compressao do rabo do animal, os ratos foram submetidos a
coleta de tecido adiposo ependimal. Amostra foi congelada a -80°C. O
imunoconteido de TNF-a foi mensurado através de técnica imunoldgica de
ELISA (eBioscience, Ref. 88-7340). Os valores representam a média + erro

padrao. ANOVA de uma via, seguida de post-hoc Teste de Tukey (p< 0,05).
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- GSH no hipocampo e estriado
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Figura 4: Conteudo de glutationa (GSH reduzida) no hipocampo e estriado
em ratos submetidos a diferentes dietas. Ratos Wistar machos foram
submetidos a dieta controle (control), dieta cetogénica classica (s-DC) e dieta
cetogénica enriguecida com 6mega-3 (w3-DC). ApGs 8 semanas de tratamento,
os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina e xilasina
(75mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente). Apdés a observacdo da perda do
reflexo algico na compressdo do rabo do animal, fatias de hipocampo de 0,3
mm foram congeladas a -80°C. O contetdo de GSH foi mensurado através de
reacdo espectrofotométrica com adicdo de OPT. Os valores representam a
média + erro padrao. ANOVA de uma via, seguida de post-hoc Teste de Tukey.
(p< 0,05).
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- UCP 2 no hipocampo
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Figura 5: Expressdo de UCP 2 no hipocampo em ratos submetidos a

diferentes dietas. Ratos Wistar machos foram submetidos a dieta controle
(control), dieta cetogénica classica (s-DC) e dieta cetogénica enriquecida com
omega-3 (w3-DC). Apos 8 semanas de tratamento, os ratos foram
anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina e xilasina (75mg/Kg e
10mg/Kg, respectivamente). Apos a observacédo da perda do reflexo &lgico na
compressdo do rabo do animal, fatias de hipocampo de 0,3 mm foram
congeladas a -80°C. A expressao de UCP2 foi mensurada por Western blot
(Anticorpo goat polyclonal IgG UCP2, Santa Cruz, sc-6526). ANOVA de uma
via, seguida de post-hoc Teste de Tukey (p< 0,05).

74



