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RESUMO

Introducgao: Modificagbes dietéticas em periodos criticos de desenvolvimento, como
0 aumento no alto teor de gordura e baixo teor de carboidrato, a exemplo da dieta
cetogénica no periodo lactacional, pode associar-se a mudangas na preferéncia
alimentar na fase adulta. Objetivo: Avaliar os efeitos da dieta cetogénica durante a
lactacdo sobre peso corporal, consumo e preferéncia alimentar e parametros
bioquimicos na prole fémea adulta. Materiais e Métodos: Foram utilizadas 16 ratas
Wistar nuliparas obtidas na colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os grupos experimentais foram formados de
acordo com a dieta ofertada durante a lactagdo das ratas nutrizes: Grupo Controle
(GC, n=8) no qual as ratas lactantes receberam dieta AIN-93G (GC;3,6cal/g, 18%
proteinas, 63% carboidratos e 19% de lipidios) e o Grupo Cetogénico (GK, n=8) no
qual as ratas lactantes receberam dieta cetogénica (5,4cal/g; 19% proteinas, 10%
carboidratos e 71% de lipidios).Os filhotes dos grupos foram designados: Grupo
Controle Fémea (GCF, n=15) e Grupo Cetogénico Fémea (GKF, n=15). Apds o
desmame, a prole de ambos os grupos receberam dieta comercial até os 120 dias
de vida. Nos filhotes fémeas in vivo, foram quantificados o peso corporal € o
consumo alimentar. Aos 90 dias de vida os filhotes foram submetidos aos testes de
tolerancia a glicose (GTT) e testes de tolerancia a insulina (ITT). Aos 120 dias de
vida poés-natal, os filhotes foram submetidos a um teste de preferéncia alimentar com
trés tipos de dietas: hiperlipidica, hiperglicidica e hiperproteica. ~ 130 dias pds-natal
os filhotes foram eutanasiados e foram analisados o peso umido dos drgaos e
composi¢cdo bioquimica do soro sanguineo. Para as analises estatisticas os
resultados foram expressos em média e desvio padrdo, considerou-se p<0,05.
Resultados: Nao houve alteracao de peso entre os grupos GCF E GKF durante o
periodo da lactacional, como também nao houve diferenca no peso nas idades de
30, 60 e 90 dias e apos o teste de preferéncia alimentar. No teste de preferéncia
alimentar, foi observado um menor consumo de dieta hiperglicidica no grupo GKF.
Nos testes de tolerancia, o GKF apresentou maior concentracdo de glicose
plasmatica no ponto de tempo de 60’; No ITT o GKF apresentou maior concentragcao
de glicose plasmatica nos pontos de tempo 0’ e 30, o que acarretou uma maior area
sob a curva glicémica para este grupo. Acerca dos pesos umidos dos 6rgaos, o GKF
apresentou maior peso da gordura visceral.Conclusao: A exposi¢cao materna a dieta
cetogénica rica em gordura saturada durante a lactagdo levou a alteracédo da
glicemia mediante testes de tolerancia a glicose e a insulina na prole, um aumento
de gordura visceral, assim como uma diminuigdo consideravel no consumo da dieta
hiperglicidica no teste de preferéncia alimentar.

Palavras-chave: Dieta cetogénica ; Lactagao; Preferéncia alimentar.



ABSTRACT

Introduction:Dietary modifications in critical periods of development, such as an
increase in high fat and low carbohydrate content, such as the ketogenic diet in the
lactation period, can be associated with changes in food preference in adulthood.
Objective: To evaluate the effects of the ketogenic diet during lactation on body
weight, food intake and preference and biochemical parameters in adult female
offspring. Materials and Methods: 16 nulliparous Wistar rats obtained from the
colony of the Nutrition Department of the Federal University of Pernambuco (UFPE)
were used. The experimental groups were formed according to the diet offered during
lactation to the nursing rats: Control Group (CG, n=8) in which the lactating rats
received the AIN-93G diet (CG; 3.6cal/g, 18% proteins, 63% carbohydrates and 19%
lipids) and the Ketogenic Group (GK, n=8) in which lactating rats received a
ketogenic diet (5.4cal/g; 19% proteins, 10% carbohydrates and 71% lipids). puppies
from the groups were designated: Female Control Group (GCF, n=15) and Female
Ketogenic Group (GKF, n=15). After weaning, the offspring of both groups received a
commercial diet until 120 days of age. In female pups in vivo, body weight and food
consumption were quantified. At 90 days of age, the puppies were subjected to
glucose tolerance tests (GTT) and insulin tolerance tests (ITT). At 120 days of
postnatal life, the puppies were subjected to a food preference test with three types
of diets: high-fat, high-glycemic and high-protein. ~ 130 postnatal days the pups were
euthanized and the wet weight of the organs and biochemical composition of the
blood serum were analyzed. For statistical analyses, the results were expressed as
mean and standard deviation, considering p<0.05. Results: There was no change in
weight between the GCF and GKF groups during the lactation period, as well as no
difference in weight at ages 30, 60 and 90 days and after the food preference test. In
the food preference test, a lower consumption of a high-glycemic diet was observed
in the GKF group. In tolerance tests, GKF showed higher plasma glucose
concentration at the 60' time point; In the ITT, GKF showed a higher concentration of
plasma glucose at time points 0' and 30', which resulted in a greater area under the
glycemic curve for this group. Regarding the wet weights of the organs, the GKF
presented a greater weight of visceral fat. Conclusion: Maternal exposure to a
ketogenic diet rich in saturated fat during lactation led to changes in glycemia through
glucose and insulin tolerance tests in the offspring, an increase of visceral fat, as well
as a considerable decrease in the consumption of the high-glycemic diet in the food
preference test.

Keywords: Ketogenic diet ; Lactation; Food preference.
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1. INTRODUGAO

O periodo perinatal € comumente divido em quatro estagios: implantagao,
organogénese, desenvolvimento fetal e periodo neonatal. E os processos celulares
que se manifestam nesse momento de perifertilizagdo (meiose, ovulagdo e
fertilizacdo) sdo semelhantes em roedores e em humanos (Castro, 2004). Neste
periodo inicial de desenvolvimento, a mae e sua prole sdo mais sensiveis a
determinadas mudancas exteriores, como por exemplo, a alimentagdo materna
(Alfaradhi; Ozanne, 2011).

A nutricdo € uma variavel ambiental que permite ao organismo um adequado
crescimento e desenvolvimento. Este fato é confirmado quando a oferta é
inadequada ou exacerbada de nutrientes nos periodos da gestagcdo e lactagao,
podendo desenvolver alteracbes estruturais e funcionais ao embrido, feto ou
neonato, como a redugdo no tamanho encefélico, alteragbes na migracdo e
diferenciacao celular e em processos como neurogénese, diferenciacdo neuronal e
sinaptogénese, e outras mudangas adaptativas na trajetéria de crescimento e
desenvolvimento (Morgane, et al., 1993; Manhaes-de-Castro et al, 2001; Bloomfieldl,
et al., 2013). Além disso, a alimentagdo e outros estimulos ambientais durante o
periodo perinatal podem gerar determinadas alteragdes no hipotalamo, ocasionando
modificagdes no comportamento alimentar mais tarde na vida adulta (Levin;
Dunn-Meynell, 2000; Bilbol; Tsan, 2010).

O comportamento alimentar pode ser definido como os aspectos
psicobioldgicos relacionados ao tempo das refeicoes, a frequéncia e a preferéncia
alimentar, como também, outras interagdes associados a mecanismos
homeostaticos e prazerosos em relagdo ao ambiente (Gahagan, 2012; Liu, Kanoski,
2018). A ingestao de alimentos € um dos componentes do comportamento alimentar,
e a regulacado dessa ingestdo é realizada através do hipotalamo. O hipotalamo é
uma estrutura composta por nucleos formados por subpopulagdes de neurdnios
orexigenos e anoréticos que controlam o balanco energético (Redinger, 2007). As
células hipotalamicas agem como sinalizadores nutricionais em resposta ao estado
energético do corpo, desempenhando um papel crucial na fisiopatologia da

obesidade (Elizondo-Vega; Recabal; Oyarce, 2019).
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O alto consumo de alimentos processados ricos em gordura saturada,
acucares refinados e soédio, apesar de serem considerados alimentos palataveis,
esta associado ao aumento da prevaléncia da obesidade. Esse tipo de alimentagao
auxilia no surgimento precoce de doengas crénicas como diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo e obesidade que representam potenciais programadores de efeitos
deletérios a saude dos descendentes (Marquez-Valade et al., 2018; Jones et al.,
2012).

A exposicdo materna a uma dieta rica em gordura durante o periodo da
gestacdo e lactagdo tem potencial para alterar o comportamento alimentar da prole
quando adulto. A nivel experimental com ratos, filhotes alimentados com dieta rica
em gordura no periodo perinatal, quando jovens apresentaram um aumento na
ingestao alimentar, no entanto, sem mudangas na ingestao calérica em curto prazo.
Porém, nesses animais houve uma preferéncia maior por alimentos palataveis a
longo prazo. Ademais, estes filhotes apresentaram baixo peso ao nascer, mas
quando chegaram a idade adulta a prole apresentou aumento do peso corporal e
uma deposigao de tecido adiposo branco (TAB) (Chaves et al., 2020).

A Dieta Cetogénica (DC) é classificada como rica em lipidios, e € um tipo de
composi¢cao formulada com uma menor quantidade de carboidratos e uma maior
concentragcédo de lipidios, podendo apresentar cerca de 10% em carboidratos, 20%
de proteinas e 60 a 80% de lipidios (Vargas et al., 2018; Veech, 2004).
Determinados modelos experimentais com a dieta cetogénica podem ofertar até
90% de lipideos em sua composigao.(Grandl et al., 2018).

A DC foi utilizada inicialmente para tratamento de epilepsia refrataria em
criangcas que nao respondiam aos farmacos. E apesar da utilizacdo dessa conduta
existir ha um tempo consideravel, ainda continua sendo associada ao tratamento
desta condigdao (D’andrea Meira et al., 2019; Sadeghifar; Penry, 2019). A dieta
cetogénica vem ganhando destaque ao ser associada a melhoria do rendimento em
pessoas fisicamente ativas e atletas, por ser associado a mudangas no metabolismo
ao aumentar a utilizagdo de gordura nos musculos e a capacidade aerdbica (Cao et
al., 2021). Outros pesquisadores associam ao planejamento dietético para a perda
de peso, e melhorar os niveis de glicemia em jejum, insulina e lipidios (Paoli et al.,
2019; Rondanelli et al., 2021). e prevenindo esteatose hepatica (Jani et al., 2022).
Em modelos animais a dieta cetogénica esta sendo associada a diminuigdo da
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tolerancia a glicose e resisténcia hepatica a insulina (Garbow et al., 2011; Grandl et
al., 2018). Sendo necessarios mais estudos para compreensao das vias
metabdlicas, visto que ha maior percentual de gorduras em relacdo as dietas
hiperlipidicas disponiveis na literatura (Garbow et al., 2011; Grandl et al., 2018; Paoli
et al., 2019; Rondanelli et al., 2021).

Entretanto, quando associam estudos com a dieta hiperlipidica no inicio da
vida, os estudos experimentais em ratos alimentados com este tipo de dieta
evidenciam que pode afetar o desenvolvimento fetal e pds-natal. E os resultados
variaram de acordo com o periodo e duragcédo da exposicéo a dieta (Christians et al.,
2019; Nadareli, 2001). Segundo Nadarelli et al (2001), a administracado de dieta rica
em gordura no periodo de 12 semanas em modelo experimental de roedores jovens
levou a alteragcées no metabolismo de glicose e lipidios e na fungao endotelial, mas
nao necessariamente no peso corporal do animal.

Considerando as informagdes supracitadas, este trabalho se propds a
investigar o efeito tardio na prole fémea sob o consumo da dieta cetogénica
submetida as maes durante a lactagdo. Com isso, a pergunta que conduziu a
pesquisa consiste em: "Como a dieta cetogénica durante a lactagdo pode interferir
na preferéncia alimentar com diferentes percentuais de macronutrientes, na
composi¢cao corporal e nos parametros bioquimicos dos na prole de ratos quando

adultos?”

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dieta cetogénica

2.1.1 Dieta cetogénica: Composigao nutricional e metabolismo corpéreo

A composigao nutricional da dieta cetogénica é caracterizada por proporcionar
alto teor de gordura, baixo teor de carboidratos e quantidade de proteina adequada
de acordo com a idade. A dieta cetogénica pode ser iniciada com composigao de

macronutrientes na propor¢do 2:1, ou seja, para cada 2 gramas de gorduras
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ofertadas é fornecido 1 grama de carboidratos mais proteinas e, posteriormente, o
consumo pode aumentar para as proporcgdes 3:1 ou 4:1, conforme a estabilizagdo da
cetose urinaria, sendo a proporcéo 4:1 a forma mais utilizada (Lee & Kossof, 2011).
E geralmente apresenta como composi¢ao ~ 10% de carboidratos, 20% de proteinas
(1-1,5g/kg de peso corporal/ dia a depender do nivel de atividade fisica do individuo)
e 60 a 80% de calorias advindas de lipidios (Batch et al, 2020; Vargas et al., 2018).
Em particular, essas dietas muito baixas em carboidratos (normalmente =50 g/dia)
causam algumas alteragbes no metabolismo humano (Paoli et al., 2015). Dado o
grande numero de variagbes das dietas cetogénicas, podemos considera-las como
uma categoria composta por diversas dietas e estratégias diferentes, mas com um
objetivo comum, induzir um estado de cetose, ou um menor grau de cetose (Amato,
2022).

O catabolismo da gordura é a principal fonte de energia desse padrao
alimentar, sendo portanto responsavel pela produgao de corpos cetdnicos, devido a
niveis elevados de degradagdo de acidos graxos e atividade de enzimas
cetogénicas e gerando um estado metabdlico conhecido como cetose fisiologica
(Lee & Kodssoff, 2011; Merra et al., 2017). Na cetose fisiologica, ha sintese de trés
corpos cetdnicos: B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona. Os corpos cetbnicos séo
produzidos pelo figado, primeiro o acetoacetato, depois a acetona e o
beta-hidroxibutirato, este ultimo circulando principalmente no sangue. Os niveis de
corpos cetdnicos sdo normalmente baixos (<3mmol/l) e podem ser aumentados de
~0,5-3mmol/l até um nivel fisioldgico maximo de 7-8mmol/l no consumo de uma
dieta cetogénica (Gershuni; Yan; Medici, 2018).

A produgao de corpos cetbnicos esta relacionada com a concentragao de
glicose no sangue e também da disponibilidade de glicogénio hepatico para
distribuicado celular. Quando ha menor concentragédo de glicose e glicogénio do que
as células precisam, os corpos cetbnicos sao formados para continuar as funcoes
fisioldgicas de quase todas as células do corpo. Este processo ocorre primeiro em
jejum, durante o consumo de dietas restritas em carboidratos por exemplo a DC, em
individuos em intenso treinamento ou por falta de insulina circulante, como no
diabetes tipo 1 ndo tratada (Danial et al., 2013; Gershuni; Yan; Medici, 2018).

Com o aumento das concentragées do hormédnio glucagon e a diminui¢gao das

concentragbes do hormoénio insulina no organismo na cetose fisiolégica, a via
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lipolitica no tecido adiposo é ativada, favorecendo a liberagdo de acidos graxos e a
degradacdo dos estoques de glicogénio no tecido hepatico (Gershuni; Yan et al.
Medici, 2018). Consequentemente ha aumento dos acidos graxos livres circulantes
que sao conduzidos para o figado; nas mitocoéndrias hepaticas eles serao
beta-oxidados, produzindo assim um excesso de acetil-CoA. E a partir do pool de
acetil-CoA que sao sintetizados os corpos cetdnicos (Fukao; Lopaschuk e Mittchell,
2004). Esses efeitos sao compativeis em diminuir a quantidade de gordura
(triglicerideos) no figado pois promovem a eliminagdo de acidos graxos que entram
neste 6rgao, limitando a disponibilidade de substrato para a sintese de triglicerideos.
Na verdade, foi demonstrado que a indugao da cetogénese previne a lesdo hepatica

gordurosa e a hiperglicemia induzidas pela dieta (Jani et al., 2020).

2.1.2 Dieta cetogénica e sua utilizacao na pratica clinica e na resposta

metabdlica

Criada em 1921 pelo Dr Russell Wilder, a dieta cetogénica foi elaborada
através da observacdo de pacientes com epilepsia que quando submetidos a jejum
apresentaram controle melhor de suas crises. Analisando esse contexto, originou-se
uma dieta que simulasse os efeitos metabdlicos induzidos pelo estado de jejum
(Lee & Kossof, 2011). Assim, pacientes que ndo respondiam ativamente ao
tratamento farmacologico tradicional (drogas antiepilépticas) para epilepsia refrataria
percebia na DC uma alternativa para diminuir os efeitos negativos desta situagao
(Lee & Kossof, 2011).

Para D’ andrea Meira et al., (2019), a DC é vista como uma conduta
terapéutica de ultimo recurso, ou seja, quando criangas ou adultos ndo respondem
aos tratamentos convencionais farmacologicos. Entretanto alguns estudos tém
associado a dieta cetogénica como uso terapéutico para a melhoria de uma
multiplicidade de estados clinicos, como a obesidade, diabetes, epilepsia, disturbios
convulsivos e doengas malignas do sistema nervoso central (Merra et al., 2017;
Meira et al., 2019) e emergiu também como uma intervengcdo ndo farmacolégica
eficaz para o tratamento da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica e outros

disturbios metabdlicos em individuos obesos (Watanabe et al., 2020).
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A literatura descreve evidéncias benéficas em pacientes portadores de
doencgas cardiovasculares (DCVs), seu efeito positivo esta relacionado ao colesterol
LDL, pois a DC modula o tamanho das particulas de colesterol LDL, tornando-as
mais flutuantes no plasma, reduzindo assim seu risco aterogénico (Volek; Sharman;
Forsythe, 2005). Além disso, a DC também foi relatada como benéfica no tratamento
de diabetes tipo 2 (DM2), estando associada ao melhor controle metabdlico e efeitos
positivos na sensibilidade sistémica a insulina (Choi, Jeon e Shin, 2020; Paoli et al.,
2013).

Atualmente é associado a DC a perda de peso em humanos (Mckenzie et al.,
2017). Estudo relata que pessoas que seguiram a dieta DC com ingestdo maxima de
carboidratos de 50 gramas por dia apresentaram maior perda de peso (como
desfecho primario) e tiveram efeito nos parametros de risco cardiovascular (como
desfecho secundario). Estes pacientes apresentaram niveis mais baixos de
triglicerideos plasmaticos em comparagao com uma dieta pobre em gordura (Bueno
et al., 2013). Em humanos, as dietas cetogénicas sao consideradas baixas em
calorias, condicdo que pode auxiliar a perda de peso (Gardner et al., 2018). Além
disso, grande parte dos individuos que utilizam a DC com essa finalidade também
praticam exercicio fisico, e alguns sdo submetidos a acompanhamento psicolégico
para acompanhamento de possiveis alteragdes no padrao de alimentagao (Ohsiek;
Williams; Dean, 2011; Swift et al., 2018).

Entretanto, Grandl| e colaboradores (2018) afirmaram que quando alimentados
com a DC os animais apresentaram diminuigdo na tolerancia a glicose, associado
ao quadro de resisténcia a insulina hepatica (Grandl et al., 2018). Estes efeitos
citados anteriormente demonstram que o consumo da DC em longo prazo pode
estar associado a efeitos nocivos a saude (Garbow et al., 2011).

Ja o consumo da DC em curto periodo (21 dias) ndo ocasiona maiores
alteragdes no estado nutricional, perfil hepatico, renal e lipidico (Colica et al., 2017).
No entanto, estudos comprovam a seguranga no uso da DC por até dois anos
(Broom; Shaw; Rucklidge, 2018; Ma, 2019), apesar de haver encontrado maiores
vantagens em seu uso ap6s um ano (BATCH et al., 2020). Ja a utilizagdo da dieta
cetogénica por 8 semanas em ratos machos Wistar foi capaz de atenuar a esteatose
a e sensibilidade da insulina no figado, o que apoia o uso desta intervengao dietética

para tratar as doengas hepatica ndo alcodlicas (Jani et al, 2020). Assim, ainda séo
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necessarios mais estudos para avaliar a utilizacdo deste modelo dietético que

comprove a sua eficacia nos padrdes fisiometabdlicos.

2.2 Dieta rica em gordura durante o periodo perinatal

O tipo de gordura da dieta materna desempenha papel importante no
desenvolvimento fetal e pds-natal dos filhotes, bem como na adipogénese e no
desenvolvimento cerebral (Mendes-da-Silva et al., 2013). A quantidade do tipo de
acidos graxos ingeridos pode interferir nas respostas metabdlicas, alterar a
composi¢cdo de acidos graxos dos fosfolipidios na membrana plasmatica, causar
danos estruturais e funcionais as células levando a alteragbes permanentes no
controle do apetite, metabolismo energético e na fungdo neuroenddcrina da prole
(Kabaran; Besler, 2015).

A condugédo dos acidos graxos de cadeia longa (poliinsaturados) na dieta da
genitora para os filhos, ocorre através da placenta, e no momento da lactagdo o
transporte dos acidos graxos € realizado através do leite materno. (Brett et al., 2001;
Elias; Innis, 2001). E na alimentacdo materna deve-se considerar o fornecimento dos
acidos graxos essenciais, pois sdo passados aos filhos através do leite materno. Os
acidos graxos essenciais (bmega 6 e 3) sdo necessarios para o desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso central. Um desequilibrio na ingestdo de
Omega-6 e bmega-3 é um fator de risco para a programagao metabdlica que pode
levar ao baixo peso ao nascer na prole ou a um risco aumentado de doencas como
a obesidade na vida adulta (Kabaran, Besler, 2015).

Para roedores em crescimento e desenvolvimento, como durante a gestagao
e lactacao, a dieta AIN-93G fornece aproximadamente 4,8 g de 6mega-3 e 37,5 g de
Omega-6 por kg de dieta, suficientes para esses periodos (Reeves et al., 1997).
Sendo assim, esses AGs sdo cruciais para a diferenciagao celular e o aparecimento
de sinapses no sistema nervoso central durante os primeiros estagios de
desenvolvimento (Cadena-Burbano, 2018). Em estudo experimental em roedores, foi
observado que uma dieta rica em acidos graxos linoléico, linolénico e oleico durante
a gravidez e lactagdo garante o desenvolvimento adequado do tecido cerebral com
énfase nos processos de memoria, aprendizagem e desenvolvimento locomotor
(Nascimento, 2016).
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O tipo de acidos graxos presentes na dieta durante o periodo critico € um
fator chave para o crescimento fetal e pés-natal adequado (Mennitti et al., 2015),
principalmente o consumo de acidos graxos poliinsaturados devido a sua facilidade
de transporte através da placenta durante a gravidez e lactagao (Brett et al., 2001 ;
Elias; Innis, 2001). Porém, dietas ricas em gordura saturada no periodo gestacéo e
lactacdo aumentam as chances da prole na vida adulta desencadear alteracbes na
funcdo hepatica, hiperglicemia, resisténcia insulinica, obesidade, hipertensao arterial
e diabetes (Liang; Oest; Prater, 2009), como também, uma maior propor¢ao de acido
graxo saturado na dieta materna afeta a memoaria e os processos de aprendizagem
da prole (Page; Jones; Anday, 2014).

O maior consumo de gordura saturada em dietas hiperlipidicas esta
relacionado com a resposta na concentracdo plasmatica de lipidios. Em roedores
que consumiram dietas hiperlipidicas e rica em acidos graxos saturados por duas
semanas antes do acasalamento e durante o periodo perinatal, promoveu na prole
maior concentragao de colesterol total e a lipoproteina de baixa densidade (LDL) em
comparagao ao grupo controle e ao grupo que recebeu dieta hiperlipidica rica em
gorduras poli-insaturadas (Kanta Chechi; Sukhinder Kaur Cheema, 2006). Com isso
€ possivel constatar que no periodo do crescimento e desenvolvimento das funcdes
e estruturas do organismo a quantidade de lipidios deve ser fornecida considerando
o padrao internacional, aproximadamente de 18% do valor caldrico total (Reeves et
al., 1997), mas também deve-se observar a qualidade dos lipidios/ acidos graxos
pois podem contribuir de maneira distinta no funcionamento orgénico (Donatella
Gniuli et al., 2008).

2.3 Dieta rica em gordura e preferéncia alimentar

O estudo da alimentagcdo é uma area altamente complexa que envolve
necessidades nutricionais, cultura, regido onde habita e o desenvolvimento dos
processos de introdugao e comportamento alimentar. A alimentagcédo corresponde a
saude como uma necessidade basica para a sobrevivéncia dos seres humanos, e é
através dela que o nosso organismo supre as necessidades energéticas e dos
nutrientes (Nelson e Cox, 2011). Contudo, o organismo € dotado de estruturas que

sinalizam a necessidade da alimentacdo que resultam em sensagdes de fome ou
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saciedade (Havel , 2002; Wynne et al., 2005).

A necessidade fisiologica da ingestdo do alimento, a sensagédo que induz o
individuo a procura e ao ato de comer, de forma a manter a homeostase pode ser
conceituado como a fome (Wynne et al., 2005). Ja a saciedade relaciona-se a um
processo que ocorre durante a alimentagcédo e que resulta com o término da refeicéo
devido a sensagao de plenitude gastrica (Blundell, 2006), através de sinalizagbes
periféricas que sdo enviados ao sistema nervoso central e regulando o balango
energético (Berthoud e Morrison, 2008). Mas quando relacionamos o prazer pela
comida, o desejo de comer algo, ou o prazer em alimentar-se com determinado tipo
de alimento demonstra-se a apetite, e cientificamente relaciona-se ao processo
heddnico da alimentagao (Kelley et. al., 2005).

O ato da alimentagdo € regulado por sinais oriundos dos sistema nervoso
(central e periférico), do sistema endocrino, trato gastrointestinal, figado e as vias
sensoriais periféricas (Plagemann et al., 2000). E os estimulos organolépticos dos
alimentos, a presengca de nutrientes (carboidratos, lipidios, proteinas e
micronutrientes) sao fundamentais para a busca e escolha do alimento (Drewnowski,
1999; Herrera et al., 2011; Mourdo e Bressan, 2009).

A ingestdo alimentar & controlada por mecanismos homeostaticos e nao
homeostaticos que proporcionam o equilibrio energético no organismo (Magalhaes
et al., 2010). E o hipotalamo é uma estrutura cerebral que integra sinais centrais e
periféricos e possui como fungdo a homeostase energética (Reul et al., 1990). No
sistema nervoso central (SNC), esses sinais sdo integrados no tronco cerebral € no
hipotalamo, incluindo a ag¢ao de varios neuropeptideos e neurotransmissores, como
exemplo da serotonina (Chandler-Laney et al., 2007). E os sinais homeostaticos
periféricos incluem diversos fatores secretados pelo sistema gastrointestinal (grelina,
peptideo YY e colecistocinina), pancreas (insulina) e tecido adiposo (leptina) e sinais
de estimulacdo de mecanorreceptores entéricos. Ja os sinais ndo homeostaticos sao
gerados em diversas estruturas cerebrais, como o ntcleo accumbens, utilizando a
serotonina como um dos principais mensageiros (Halford e Blundell, 2000). O nucleo
accumbens também é responsavel pelo mecanismo neural que converte o
“motivacao” em “acgao”, pois recebe sinais das estruturas limbicas e é responsavel

por integrar as propriedades motivacionais do comportamento alimentar e influenciar
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o controle da fome (Mogenson et al, 1980). Um estudo demonstrou que o consumo
materno de dieta de cafeteria, rica em gordura atua nesse sistema, alterando a
sinalizagdo de dopamina e aumentando a ingestao de gordura na prole 90 dias apos
o nascimento (Ong e Muhlhausker, 2011).

Ao relacionar os nutrientes e a ingestdo alimentar, os lipidios e os agucares
sdo fatores determinantes na ingestdo, visto o seu papel associado ao valor
sensorial.(Cynthia; Muniz; Elizabeth Do Nascimento, 2019) O agucar é um gosto
inato, estando relacionado a sobrevivéncia e pode também ser aprendido ao longo
da vida (Drewnowski, 1995). Alguns pesquisadores estao associando a motivagao
ou o desejo por alimentos doces ao atraso no controle do apetite, possivelmente,
devido ao efeito aparente que o gosto doce tem em atrasar a saciedade (Dalton e
Finlayson , 2014). Ja as gorduras sao utilizadas nas preparagdes culinarias para
melhorar o0 sabor e promover maciez, suculéncia aos alimentos, e possuem
propriedades organolépticas associadas a palatabilidade. Os alimentos com alta
densidade energética parecem ser suficientes para indicar uma preferéncia
alimentar ou o excesso de recompensa alimentar (Rio-Lima et al., 2019).

As proteinas estdo relacionadas como um inibidor da ingestao alimentar
(Fromentin et al., 2012). O consumo de proteina esta relacionado a redugdo do
apetite e seu efeito direto sobre a saciedade devido a baixa palatabilidade. Além
disso, alguns estudos relatam que quando ha excesso em seu consumo ha aumento
na oxidagado de aminoacidos gerando substratos para a via de produgao de energia
(Westerp-plantenga et al., 2009; Fromentin et al., 2012). Contudo, o consumo de
aminoacidos é reconhecido por mecanismos durante a digestdo e metabdlicos, e
registrados pelo sistema nervoso central (SNC). A nivel periférico o efeito das
proteinas da alimentagdo em promover a saciedade parece ser mediado por
peptideos intestinais anorexigenos, principalmente colecistocinina, peptideo-1
semelhante ao glucagon e peptideo YY. E a nivel do sistema nervoso central as
dietas ricas em proteinas sao responsaveis por desencadear a ativagao de
neurdnios noradrenérgicos e adrenérgicos no nucleo do trato solitario e de neurénios

de melanocortina no nucleo arqueado (Fromentin et al., 2012; Chleilat et al, 2021).
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Assim, varias substancias periféricas atuam nos neurdnios que produzem
esses peptideos para estimular o comportamento alimentar (Van Oers et al., 1998).
O estresse favorece alteragbes importantes no metabolismo energético. Pessoas
expostas a ambientes estressantes podem apresentar menor consumo alimentar e
peso corporal e maior gasto energético (Hermann; Prewitt; Cullian, 1996). No
entanto, o estresse favorece o aumento do consumo quando os alimentos sao
densos em energia ou palataveis (Curtis; Bethea; Valentino, 2005). Quando
submetidos a um teste de preferéncia alimentar, pessoas estressadas preferem
alimentos gordurosos (Duchense; Dufresne; Sullivan, 2009).

As evidéncias sugerem que, além de comer em excesso, 0 comportamento
alimentar e as escolhas alimentares também s&o afetados pela nutrigdo perinatal
(Chleilat et al, 2021). Foi relatado que criangas obesas apresentam maior
preferéncia por alimentos ricos em gordura, o que esta associado ao aumento da
obesidade parental (Murabayashi et al., 2013).Criangas com um ou ambos 0s pais
obesos apresentam ingestao alimentar elevada em energia advinda de gordura em
comparagao com criangas com pais que possuem peso adequado (Mendes et al.,
2018). No entanto, nestes estudos ndo foi elucidado se a maior preferéncia por
alimentos gordurosos das criangas ocorreu como resultado de uma exposi¢cao
perinatal a DH, a genética ou uma maior disponibilidade de alimentos ricos em
gordura durante a infancia (Mendes et al., 2018).

Estudos experimentais com animais estdo demonstrando que dietas
desequilibradas em energia e nutrientes podem estar associadas ao excesso de
peso e ao desequilibrio da ingestao e preferéncia dos alimentos (Walker et al, 2008,
Hooijimas et al., 2014; Kim et al, 2014). A prole dos animais quando adultos
submetidos a dietas hiperlipidicas ou ao padrao junk food durante a fase perinatal
fornecem evidéncias para maior preferéncia por alimentos gordurosos, doces e
salgados (Walker et al, 2008, Hooijimas et al., 2014; Kim et al,2014).

Os fatores ambientais, como a nutricdo, no inicio da vida podem programar os
descendentes aos riscos de doengas crénicas na vida adulta por atuar nos habitos
alimentares. Assim, Portella et al (2012) através de evidéncias clinicas e
experimentais demonstraram que o0 ambiente fetal pode impactar no
desenvolvimento e a regulagao das preferéncias alimentares (vias homeostaticas e

heddnicas, o papel do paladar/olfato e da recompensa/prazer), na vida quando
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adulto. Contudo, pesquisa demonstrou que o aumento da preferéncia por alimentos
com alto teor de sacarose e gordura e o aumento da ansiedade apds a retirada de
dietas palataveis com alto teor de gordura foram acompanhados por uma redugao
na expressao de tirosina hidroxilase (TH) e fosfo-CREB (pCREB) na amigdala
(Sharma et al, 2012).

A fonte de gordura na dieta perinatal influencia a programacdo das
preferéncias alimentares. Os filhotes das méaes alimentadas com dietas hiperlipidicas
com banha ou 6leo de peixe apresentaram diferengcas nas preferéncias por
alimentos. A prole que as maes se alimentaram com dieta a base de banha como
principal fonte de gordura apresentaram maior preferéncia pela dieta hiperlipidica,
enquanto que a prole submetida a dieta a base de 6leo de peixe ndo demonstraram
o mesmo efeito (Hooijmans et al., 2014). Assim, em roedores, ha evidéncias de que
a ingestdo materna de dieta hiperlipidica altera os sistemas dopaminérgicos
associados ao valor da recompensa alimentar em animais adultos, como o nucleo

accumbens e a area tegmental ventral (Yang et al., 2016).

Em pesquisa experimental foi demonstrado que ratos nascidos de maes
alimentadas com dieta hiperlipidica, padrdo ocidentalizado, desenvolveram uma
preferéncia exacerbada por alimentos gordurosos, agucarados e salgados em
comparacgao a filhotes de ratas alimentadas com uma dieta balanceada na gestagéo
e lactagao (Bayol et al., 2007). Isso nos remete que ndo sé aumento do teor de
gordura, mas também a mudanga na composi¢cdo de acidos graxos da dieta pode
acarretar alteracbes no paladar e controle do apetite, além de mudangas no
metabolismo energético e na fungdo neuroenddcrina da prole (Kabaran & Besler,
2015; Bayou et al., 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos da dieta cetogénica durante a lactagdo sobre peso corporal,

consumo e preferéncia alimentar e parametros bioquimicos na prole fémea adulta.

3.2 Objetivos Especificos:

e Quantificar o peso corporal, peso umido dos 6érgdos e consumo

alimentar da prole;
e Analisar os parametros bioquimicos séricos, os niveis de tolerancia a

glicose e a insulina da prole;
e Avaliar a preferéncia alimentar (dietas hiperlipidicas, hiperproteicas e

hiperglicidicas) da prole.
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizadas 16 ratas Wistar nuliparas obtidas na colénia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos
0s animais foram mantidos em ambiente com ciclo invertido de luz (20:00 as 8:00) e
escuridao (08:00 as 20:00 h), temperatura 22 + 2°C e com livre acesso a agua e
ragdo, mantidos em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) coberta com
maravalha estéril. O projeto seguiu as normas do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, e as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals e foi submetido & Comissao de Etica
em Uso animal (CEUA) da UFPE, tendo inicio apds aprovagao (CEUA - processo
0053/21). (Anexo A)

Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas
nuliparas (proporcéo 1:2), ndo consanguineos, com idade entre 90 e 120 dias. O
diagndstico de possivel fertilizagdo foi realizado através do teste de esfregaco
vaginal com constatacdo do espermatozéide na secrecdo vaginal. A gestacao foi
confirmada por acompanhamento da evolugao ponderal (Costa et al., 2018). Com a
confirmagdo da gestagcédo, as ratas foram separadas dos machos e alojadas

individualmente em gaiolas, e passaram a ter livre acesso a agua e a ragao.

Durante a lactagao as ratas foram divididas em grupos de acordo com a dieta
administrada ad libitum. Apds o nascimento, as ninhadas foram compostas por 8
filhotes (machos:fémeas). O desmame ocorreu aos 21 dias de nascidos, e os filhotes
foram alojados em gaiolas coletivas (3 ou 4 animais por gaiola), separados de
acordo com o sexo e formando grupos de acordo com a dieta recebida pelas
genitoras. Neste estudo, apenas a prole fémea continuou no estudo e passou a

receber dieta padrdo de biotério (dieta comercial Nuvilab — Tabela 1).
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4.2 Dietas experimentais:

Foram utilizadas as dietas AIN-93G, padrdo para roedores em fase de
crescimento, e cetogénica (Reeves et al., 1997). A dieta experimental, dieta
cetogénica, foi elaborada para conter baixo teor de carboidratos e alto teor de
lipidios. Sua formulagdo apresenta 5,4 calorias/g e baseada nos produtos e
composigdo nutricional da dieta AIN-93G e com alteragdo quantitativa dos
ingredientes e da proporgao dos macronutrientes, com acréscimo de fontes lipidicas,
ricas em acidos graxos saturados — Tabela 3 (Carboidratos -10% do valor calérico
total, proteinas - 19% do valor caldrico total, e lipidios -71% do valor caldrico total).
Apos o desmame todos os filhotes passaram a receber dieta padrao de biotério
(dieta comercial Nuvilab — Tabela 1).

Porém, aos 120 dias de vida a prole fémea foi submetida ao teste de
preferéncia alimentar no qual foi ofertado diferentes composi¢cdes de dieta
(hiperlipidica, hiperglicidica e hiperlipidica). As dietas foram confeccionadas de

acordo com a composi¢ao nutricional e ingredientes da na AIN 93-M — Tabela 2.

Tabela 1. Composi¢cdao de Macronutrientes segundo o Valor energético total
(VET) da dieta AIN-93G, Cetogénica e Nuvilab®

DIETAS* Proteinas Carboidratos Lipidios VET
(% kcal VET) (% kcal VET) (% kcal VET) (kcal/g)
AIN-93G 18 63 19 3,6
Cetogénica 19 10 71 5,4
Nuvilab® ** 24 66 10 3,6

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

Tabela 2.Composi¢cao de macronutrientes segundo o Valor energético total
(VET) das dietas aplicadas no teste de preferéncia alimentar.

Proteinas Carboidratos | Lipidios (% VET
Tipos de dietas*/** (% kcal VET) (% kcal VET) kcal VET) | (kcall/g)
HIPERGLICIDICA (CHO) 12 78 10 3,5
HIPERPROTEICA (PTN) 35 53 1 3,5
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HIPERLIPIDICA (LIP) 13 47 41 4,2

*Os célculos da composigao centesimal foram baseados nas informagdes nutricionais enviadas
pela empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos
(TACO).(TACO)

** Dietas baseadas na AIN-93M

4.3 Grupos experimentais:

Os grupos experimentais foram formados de acordo com a dieta ofertada
durante a lactagcdo das ratas nutrizes. Os grupos experimentais foram: Grupo
Controle (GC, n=8) no qual as ratas lactantes receberam dieta AIN-93G (GC; 3,6
cais/g) durante a lactagdo, Grupo Cetogénico (GK, n=8) no qual as ratas lactantes
receberam dieta cetogénica durante a lactacdo. Apos o desmame, os filhotes
fémeas receberam dieta comercial (Nuvilab), permanecendo nos mesmos grupos
das dietas recebidas pelas genitoras, assim: Grupo Controle Fémea (prole fémea —
GCF, n =15); Grupo Cetogénico Fémea (prole fémea — GKF, n=15).

Periodo Lactacional Desmame 21 (dias) 30 e B0 (dias) 90a 100 (dias) 120a 128 Eutanasia
Teste de Coleta de
Grupo Controle (GC) Prole (GC)= 15N Peso corporal Amostras
Dieta AIN-93G Prole (KC)= 15N || Pes0 co®oral || g7 e T iashotinl
Ratas Genitoras N-8 {Dietas ) Andlise
Grupo Ketogenic Hiperlipidicas bioquimica
(GK) Hiperglicidicas
Hi bei

Dieta Cetogénica S
Ratas Genitoras N -8

Peso corporal
-Filhotes

Figura 1. Desenho experimental de acordo com os grupos, analises e dietas utilizadas.

5.5 Analises nos filhotes:
5.5.1 Analises nos filhotes in vivo

5.5.1.1 Peso corporal e consumo alimentar:

Os filhotes foram pesados nas idades 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21° dia
de vida durante a lactacdo. Apos o desmame a quantificacdo do peso dos animais

foi obtida aos: 30, 60 e 90° dia de vida. O peso corporal também foi quantificado
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durante o teste de preferéncia alimentar (120 dias de vida). Foi utilizada uma
balanga eletrénica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g

(menor divisdo 0,001g) para a realizagado da pesagem.

5.5.1.2 Testes de tolerdncia a glicose e a insulina:

Na idade de 90 dias de vida, os animais foram submetidos a dois testes de
tolerancia: teste de tolerancia a glicose (GTT) e teste de tolerancia a insulina (ITT),
respectivamente, conforme protocolo de FINGER (2014), houve um intervalo de 5
dias entre os testes. Para o primeiro teste os animais foram mantidos em jejum por
um periodo de 12h, entao foi administrada uma solucédo de glicose 50% conforme
peso corporal (2g/kg) via intraperitoneal, posteriormente foi medida a glicemia em
diferentes pontos de tempo: 0’, 30, 60°, 90’ e 120’. Para o segundo teste os animais
foram mantidos em jejum por 4 horas, entdo foi administrada insulina regular
conforme peso corporal (1,5 U/kg) via intraperitoneal, posteriormente foi medida a
glicemia em diferentes pontos de tempo: 0’, 15°, 30, 45’, 60’. As amostras de sangue
para determinacdo da glicemia foram coletadas da veia caudal dos animais com
auxilio de uma agulha estéril. Para a determinacao da glicemia, foi utilizado um teste

colorimétrico especifico (Glicose Bioliquid, Laborclin, Curitiba, Parana, Brasil).

5.5.1.3 Realizacao do teste de preferéncia alimentar:

Aos 120 dias de vida pods-natal, os filhotes dos diferentes grupos foram
submetidos a um teste de preferéncia alimentar com os trés tipos de dietas:
hiperlipidica, hiperglicidica e hiperproteica (Tabela 2). Com isso, os animais foram
alojados em gaiolas individuais e receberam simultaneamente os trés tipos de dieta
por oito dias consecutivos. Durante o teste foi quantificado o consumo dos trés tipos
de dietas ofertadas para determinacdo da preferéncia. Para tal, os dados foram
coletados no periodo da manha durante os 8 dias de duragao do teste, entre 7:00h e
10:00h, e para quantificacdo diaria foi subtraida a quantidade de cada ragao
(hiperlipidica, hiperglicidica ou hiperproteica) colocada na gaiola de cada animal no
dia anterior pela quantidade remanescente de ragdo na gaiola no momento da

coleta. Em seguida, para determinagcdo do consumo total de cada dieta, foram



28

somados os dados de ingestdo dos dias de coleta de cada rag&o por animal, e por
fim foi feito o calculo do consumo total de cada dieta por grupo. Foi utilizada uma
balanga eletrénica digital, marca Marte XL 500, classe Il, capacidade maxima 500g
(menor divisdo 0,001g) para a realizagado da pesagem.

5.5.2 Analises nos filhotes post mortem

5.5.2.1 Coleta de amostras:

Aproximadamente aos 130 dias pds-natal, os animais foram eutanasiados. Na
idade pontuada no estudo os animais foram mantidos em jejum de 10 a 12 horas e
decapitados por guilhotina (resolugdo normativa CONCEA n° 37, de 15.02.2018).
Foram coletadas amostras sanguineas, com auxilio de um funil, sendo
acondicionadas em tubos tipo falcon estéril e identificados. As amostras de sangue
coletadas foram centrifugadas a 3500rpm durante 20 minutos. Posteriormente, o
soro obtido foi congelado em freezer -80°C para analises bioquimicas. Além disso,
também foram retirados e pesados os seguintes 6rgéos: figado, gordura abdominal
e gordura retroperitonial. Foi utilizada uma balanga eletrénica digital, marca Marte XL
500, classe Il, capacidade maxima 500g (menor divisao 0,001g) para a realizagao da

pesagem. Para os resultados foi considerado o peso umido dos 6rgaos.

5.5.2.2 Analise do perfil bioquimico:

Neste estudo foi analisada a concentragdo sérica de colesterol total e
triglicerideos. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e através de ensaio
colorimétrico de ponto final, seguindo as recomendagdes do fabricante (Spinelli et
al.,, 2014). A mensuragdo da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro de
microplacas modelo EPOCH™ (BioTek®). Posteriormente foi obtida uma média
entre as absorbancias de cada amostra, quando foram convertidos em mg/dL,
conforme indicado pelo fabricante. Para tais procedimentos, foram utilizados o Kit de
Colesterol Liquiform (REF. 76) e o Kit Triglicérides Liquiform (REF. 87),

respectivamente (Labtest, Lago Santa, Minas Gerais, Brasil).

5.6 Analises estatisticas:
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Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad
Prism 5® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Para analisar a distribuigdo
normal dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-wilk. Os dados foram apresentados
em meédia + desvio padrao. A analise estatistica do peso corporal (variaveis dieta e
idade) e da preferéncia alimentar das ratas foi utilizado no teste ANOVA two-way por
medidas repetidas conforme as variaveis avaliadas e normalidade, seguido do
pos-test de Tukey. Para analises entre os grupos controle (GCF) e cetogénicos

(GKF) foi utilizado o teste T. O nivel de significancia foi mantido em 5% (P<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Anadlises na prole durante e apés a lactagao:

O peso corporal dos filhotes durante a lactacdo nao foi diferente (Figuras 2A).
E na analise do peso corporal nas idades de 30, 60 e 90 dias também n&o foram
encontradas diferengas (Figura 2B). Como também nao foi encontrada diferenga no
peso corporal entre os grupos antes e apos a realizagdo do teste de preferéncia
alimentar (Figura 3).
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Figura 2. Evolugdo de peso dos filhotes fémeas durante e apés o periodo
lactacional submetidos a dieta cetogénica Ketogenic. (A) durante a lactagéo e
peso corporal dos filhotes fémeas dos grupos Controle e Ketogenic (B) no periodo
pos-lactacao. GCF- Grupo Controle - Prole Fémea (n=15), GKF- Grupo Cetogénico - Prole
Fémea (n= 15). Valores foram expressos em média + desvio padrdo. ANOVA-two way
medidas repetidas seguidas do pds-test de Tukey, p>0,05.
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Figura 3. Peso corporal das fémeas quando adultas antes e apés o teste de
preferéncia alimentar. GCF- Grupo Controle - Prole Fémea (n=10), GKF- Grupo
Cetogénico - Prole Fémea (n=9). Valores foram expressos em média + desvio padrao.
ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pds-test de Tukey, p>0,05.

O teste de preferéncia alimentar com dietas com aumento de um tipo de
macronutrientes (hiperlipidica, hiperglicidica e hiperproteica) demonstrou no GKF
menor consumo da dieta hiperglicidica. No entanto, em relagdo ao consumo das

dietas hiperlipidicas e hiperproteicas ndo houve diferenca significativa (Figura 4).
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Figura 4. Preferéncia alimentar de acordo com aumento de macronutrientes na
dieta (hiperlipidica, hiperglicidica e hiperproteica) da prole de ratas fémeas
submetidas a dieta cetogénica na lactagdao. GCF- Prole Fémea do Grupo Controle
(n=10), GKF- Prole Fémea do Grupo Cetogénico (n=9). Valores foram expressos em média
* desvio padrdo. ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pos-test de Tukey, *p<0,05
— Diferencga entre GKF versus GCF no consumo de dieta hiperglicidica.
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A partir dos 90 dias de vida, os filhotes de ambos os grupos foram submetidos
aos testes de tolerancia a glicose (GTT) e a insulina (ITT). No teste de tolerancia a
glicose, o GKF apresentou diferenga estatistica na concentracdo de glicose
plasmatica apenas no ponto de tempo de 60’ (p>0,05), onde o GKF demonstrou
maior concentracdo de glicose em relagdo ao GCF, além disso, ndo houve

diferencgas estatisticas ao analisar a area sob a curva glicémica (p= 0,09) — Figura 5.
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Figura 5. Curva glicémica e area sob a curva (AUC) e referente ao teste de
tolerancia a glicose aplicados aos 90 dias de vida dos filhotes fémeas. GCF-
Prole Fémea do Grupo Controle (n=10), GKF- Prole Fémea do Grupo Cetogénico (n=9).
Valores foram expressdes em média + desvio padrao. Curva glicémica referente ao teste de
tolerancia a glicose aplicado aos 90 dias de vida: GKF vs. GCF. Teste T, *p<0,05.
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Figura 6. Curva glicémica e area sob a curva (AUC) e referente ao teste de
tolerancia a insulina aplicados aos 90 dias de vida dos filhotes fémeas. GCF-
Prole Fémea do Grupo Controle (n=10), GKF- Prole Fémea do Grupo Cetogénico (n=9).
Valores foram expressdes em média + desvio padrdo. Curva glicémica referente ao teste de
tolerancia a glicose aplicado aos 90 dias de vida: GKF vs. GCF. Teste T, *p<0,05.

Acerca do teste de tolerancia a insulina com as analises dos filhotes, o GKF
apresentou maior concentragdo de glicose plasmatica em comparagdo ao GCF em
dois pontos de tempo: 0’ e 30’, sendo essa diferenga significativa para também
acarretar uma maior area sob a curva glicémica (GKF vs, GCF, *p= 0,0134) — Figura
6.

6.2 Analises na prole post mortem:

Na tabela 3 foram descritos 0os pesos umidos dos érgaos da prole do GKF e
GCF, os quais foram analisados apds a eutanasia dos animais. O peso da gordura
visceral apresentou-se maior no GKF em comparagdo ao GCF (p*=0,03), sendo
essa a unica diferenca estatistica encontrada no peso umido dos 6rgaos ao analisar

a prole fémea de ambos os grupos. A mesma tabela descreve a concentracédo de
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colesterol e triglicerideos, ndo foi possivel encontrar diferenga significativa entre os

grupos.

Tabela 3. Parametros bioquimicos e peso dos o6rgaos da prole fémea

submetidas a dieta cetogénica durante o periodo lactacional.

GCF GKF p

Parametros bioquimicos

Colesterol total (mg/dL) 57,10£2,03 61,27+0,76 0,07
Triglicerideos (mg/dL) 35,25+2,03 33,46+2,22 0,56
Peso umido dos 6rgaos

Gordura Visceral (g) 2,95+0,24 4,85+0,88 0,03
Gordura Retroperitoneal (g) 4,30+0,31 4,55+0,75 0,77
Coracao (g) 0,88+0,01 0,92+0,04 0,36
Figado (g) 6,00+0,29 6,22+0,29 0,59
Rim direito (g) 0,87+0,01 0,89+0,01 0,59
Rim esquerdo (g) 0,84+0,01 0,88+0,02 0,35
Baco (9) 0,50+0,01 0,46+0,02 0,39

GCF = Grupo controle (n=10) e GKF = Grupo cetogénico (n=9). Valores foram expressos em
média * desvio padrao. Teste T, *p<0,05.
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7. DISCUSSAO

Esse trabalho avaliou a preferéncia alimentar, peso corporal e parametros
bioquimicos da prole de ratas quando adultos sobre utilizagdo de um modelo de
dieta experimental com padrdo cetogénico durante o periodo lactacional. Nossos
resultados demonstraram que nao houve alteracdo no peso corporal nas idades
avaliadas (periodo da lactagao, aos 30, 60 e 90 dias pos desmame e durante o teste
de preferéncia alimentar). No entanto, houve mudanga na composigao corporal das
ratas GKF por desenvolverem maior quantidade de tecido adiposo visceral.

O modelo de origem desenvolvimentista de saude e doenga (DOHaD) apoia a
ideia de que uma dieta desequilibrada em macronutrientes, micronutrientes e
calorias durante periodos criticos de desenvolvimento, como o periodo lactacional ,
pode levar a doengas a longo prazo, incluindo interferéncia no crescimento fisico,
alteragdes de peso (Gluckman et al., 2010). Estudos demonstraram que o
fornecimento dessas dietas durante o periodo perinatal, pode promover ganho de
peso e crescimento somatico quando a prole apresenta alteragdes no metabolismo
lipidico e nos niveis de glicose no sangue (Cadena-Burbano et al., 2019; Ferro
Cavalcante et al., 2013; Alves, 2021).

Além disso, foi possivel observar em um estudo no qual os filhos de maes
alimentadas com uma dieta rica em gordura (HF) durante o periodo de gravidez e
lactagcdo eram mais pesados em comparagdo com ratas mantidas com uma dieta
padrao. No 21° dia pds-natal, momento em que os filhotes foram desmamados e
passaram a receber a dieta padrdo, os machos de maes que se alimentaram com
alto de teor de gordura, continuaram sendo mais pesados, no entanto, em relagao
as fémeas a diferenca de peso corporal ndo era mais evidente apds 8 semanas de
idade (Treesukosol et al., 2014).

No estudo realizado por Desai e colaboradores(2014), em que houve a
utilizacdo de (60% de lipidio) na dieta foi observado um aumento do peso corporal
dos filhotes, porém ocorreu na idade adulta. No entanto, outro estudo realizado por
Alfaradhi e colaboradores(2016) em que foi utilizado um menor percentual de lipidios

(45 %), nao foi observado alteragdo no peso da prole.

Apesar desses estudos, o que foi possivel analisar € que nos resultados deste
trabalho o efeito ndo ocorreu na prole, mesmo com a utilizagcdo de 71% de lipidios

na dieta, visto que, ndo houve alteragdes significativas relacionado ao peso entre



36

os grupos GCF e GKF nas idades de 30, 60 e 90 dias, como também, apds a
realizagcao do teste de preferéncia alimentar realizado no periodo de 120 dias pés
natal. No entanto, € importante ressaltar que as mudangas no peso corporal dos
filhotes, podem ser relacionadas ao tempo de exposicdo a dieta. Estudos com a
utilizacdo de dietas hiperlipidicas e hipercal6ricas nas maes durante o periodo
perinatal, revelou mudancas no peso corporal dos filhotes, porém, essas alteracdes
s6 foram observadas tardiamente com a idade acima de 150 dias (Desai et al., 2014;
Pillegqil et al., 2016b).

Apesar de sua importadncia a nivel biolégico, as fémeas tém sido pouco
utilizadas nas pesquisas experimentais e geralmente isto ocorre em fungdo das
alteracbes hormonais causadas pelo ciclo estral, que pode ser uma variavel de dificil
controle e interfere nos resultados do estudo (Fernades, 2016; Prendergast, Onish e
Zucker, 2014). Assim, a maior quantidade de tecido adiposo visceral nestas ratas
quando adultas podem estar relacionadas a maior resisténcia a perda de estoques
energéticos (Souza, 2020).

O acumulo de gordura visceral, mais que a gordura subcutédnea esta
associado a RI devido as caracteristicas metabdlicas desse tipo de gordura, como
aumento da propensdo a lipdlise, aumento da atividade do receptor de
glicocorticéides, aumento da secregcdo de citocinas inflamatérias, e reducdo da
secrecao de insulina sensibilizante adipocinas. (Mufioz Contreras; Bedoya Berrio;

Velasquez R, 2013).

O tecido adiposo abdominal é um relevante preditor de risco cardiovascular e
metabdlico e inclui depdsitos de gordura subcuténea e intra-abdominal, que por sua
vez sao subdivididos em visceral (ou intraperitoneal) e retroperitoneal (Frayn, 2000;
Brundavani; Murthy; Kurpad, 2006; Sampaio Al et al.,2007). Esses diferentes
compartimentos predizem riscos diferentes, sendo o tecido adiposo visceral (TAV) o
componente com maiores efeitos adversos nos parametros metabdlicos e

hemodinamicos (Jensen, 2002; Poirier; Despres, 2003; Vasques et al., 2010).

O TAV é definido como a gordura ao redor das visceras, do peritonio, da
borda dorsal do intestino e da parte ventral do rim, que é mais metabolicamente

ativa do que outros componentes do tecido (Jensen, 2002), e mostrou forte
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associagao com resisténcia a insulina e outros fatores de risco cardiovascular (Fox
et al, 2007; Gastaldelli et al, 2007). Por estas razdes, varios estudos foram
realizados para avaliar estratégias de redugcao do TAV e identificar fatores de risco
para a sua acumulagao (Chaston; Dixon, 2008; Christiansen et al., 2009; Gasteyger
et al., 2009; Viljanen et al., 2009; ). Além disso, a realizagdo de modo experimental
de um transplante de gordura subcutanea para compartimentos viscerais, estimulou
diminuicdo do peso corporal e da massa total de gordura abdominal em
camundongos, além de reducdo da glicemia, ficando evidentes os beneficios do
decréscimo da adiposidade visceral (Tran et al., 2008). Com os estudos citados
anteriormente foi sugerida hipétese de que a gordura visceral aumentada no grupo

GKF foi a possivel causa da hiperglicemia, na prole adulta.

As dietas hiperlipidicas perinatais estdo sendo associadas a alteragdo do
metabolismo da glicose e a resisténcia a insulina. Na literatura ha controvérsia a
respeito da ligacdo da dieta cetogénica e mudangas na concentragdo da glicose
plasmatica e sensibilidade a insulina. Contudo, as dietas com grandes quantidades
de energia e gordura, principalmente gordura saturada, que se associa
positivamente ao excesso de peso e diminuicdo da sensibilidade a insulina (Grandi
et al., 2018), além disso, a sensibilidade a insulina também pode ser afetada em

individuos geneticamente predispostos a obesidade (Marshall et al., 1997).

Dado literario sugere que as fémeas, por meio dos estrégenos e de seu
padrdo adiposo subcutédneo, possuem certa protegdo contra a intolerancia a glicose
e a insulina (Souza, 2020). Apesar das fémeas do GKF terem apresentado maior
pico de glicose plasmatica em alguns pontos de tempo durante a aplicagdo dos
testes e maior AUC no ITT, quando comparadas aos machos apresentam menor
predisposi¢cao (dados do nosso grupo de pesquisa ainda nao publicados) ao

desenvolvimento da resisténcia a insulina.

Além disso, outros estudos que analisaram a concentracdo de glicose
plasmatica, por meio de aplicagdes de teste de tolerancia observaram que a dieta
hiperlipidica, principalmente com percentual maior de &acido graxos saturado
(Oliveira, 2010; (Batch et al., 2020; Grandi et al., 2018), associado a uma dieta com

baixa consumo de carboidratos pode diminuir a sensibilidade a insulina e aumentar a
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concentragdo de glicose plasmatica, aumentando principalmente os valores
glicémicos de jejum. (Batch et al., 2020; Grandi et al., 2018; Sinitskaya et al., 2007).
Ademais, o consumo de e gordura saturada esta relacionado a danos na mitocdndria
e nas membranas celulares favorecendo a producdo de malonil-coA, o qual reduz a
eficiéncia do transportador de glicose GLUT-4 (Coelho et al., 2011). Em um modelo
experimental que utilizou dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal, mostrou que
descendentes de ratas alimentadas com uma dieta rica em gordura do tipo saturada
durante toda a gestacdo e lactacdo apresentaram alteragcbes na glicemia e
insulinemia quando adultos, destacando que a composig¢ao da dieta rica em acidos
graxos de cadeia saturada promove um efeito deletério nas células betas
pancreaticas (Oliveira, 2010). Esses estudos estdo de acordo com os resultados
apresentados no nosso trabalho.

A importancia da alimentagdo materna no periodo perinatal na atualidade é
bem conhecida, que nao s6 afeta o crescimento e desenvolvimento do neonato,
mas também, os seus habitos e preferéncias alimentares futuras (Pakhanad et al.,
2019). Estudos evidenciaram que a supernutricao pos-parto leva a hiperleptinemia e
aumenta os niveis de neuropeptideo Y (NPY) e POMC, resultando em aumento da
ingestao alimentar (lkenasio-thorpe et al., 2007). Sullivan et al. (2010) afirma que a
obesidade perinatal ou a ingestdo materna de uma dieta rica em gordura leva a
perturbacdo da regulagdo da homeostase e da deteccédo de nutrientes nos circuitos

hipotalamicos, resultando em hiperfagia.

Ademais, um estudo realizado por Laureano (2013) objetivou expor Ratas
Wistar fémeas adultas a trés tipos de dieta: controle (22% proteina e 4% lipidios),
hipoprotéica (8%proteina) ou hiperlipidica (45% lipidios), de modo a averiguar
possiveis alteragdes no comportamento alimentar em testes com alimentos
palataveis, alimentos esses ricos em acucares simples. Os resultados dos testes
mostraram que 0s animais que ingeriram uma dieta rica em gordura comeram
menos alimentos agucarados. Outros estudos indicaram que o que a alimentacao da
mae durante o periodo lactacional pode afetar o sabor do leite, o que pode adaptar a
prole as preferéncias alimentares da mae (Valle e Euclydes, 2007; Koski et al., 1990;

Rehfeldt,et al.,2012). Esse ultimo estudo se aproxima do nosso, cuja dieta
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hiperglicidica foi consumida em menor quantidade pelo grupo (GKF) em comparagéo
ao grupo (GCF), porém em relagao a hiperfagia, resultado encontrado no estudo
citado anteriormente, ndo foi possivel observar essa condicdo neste trabalho,

necessitando de mais elucidagao para compreensao desse fato.

Os resultados do estudo experimental produzido por Fernandes (2019)
demonstrou na prole de fémeas que a dieta low carb, quando aplicada no periodo
perinatal, interferiu na preferéncia alimentar dos animais, principalmente, em relagao
a nao predilecdo pelo agucar/carboidrato, ainda que nao tenha sofrido influéncia no
peso umido dos 6rgaos. Ja no estudo realizado na prole de ratos machos por
Fernandes (2022) observou que a dieta low carb, quando aplicada também no
periodo perinatal interferiu na preferéncia alimentar dos animais, e a nio predilegcao
por carboidrato continuou, no entanto, neste ultimo estudo foi possivel perceber que
a dieta exerce um certa influéncia no peso umido dos 6rgéaos, pois houve aumento
da gordura visceral nos machos. Demonstrando similaridade com o0s nossos
resultados, foi possivel demonstrar também que, o tipo de dieta ofertada no periodo

perinatal interfere na preferéncia a longo prazo, como ja citado anteriormente.

Em resumo, podemos perceber que a modificacdo na adequacgao da dieta,
como é o caso da dieta cetogénica, utilizada neste trabalho, como também o tipo de
gordura oferecida no periodo lactacional, tém repercussdes no metabolismo da prole

a longo prazo, influenciando também sua preferéncia alimentar.
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8. CONCLUSAO

A exposi¢cao materna a dieta cetogénica rica em gordura saturada durante a
lactacéo levou a alteragdo da glicemia mediante testes de tolerancia a glicose e a
insulina na prole, um aumento de gordura visceral, assim com, uma diminuigdo
consideravel no consumo da dieta hiperglicidica no teste de preferéncia alimentar.
No entanto, o consumo da DC néao alterou o peso da prole, nem seu consumo

alimentar no periodo lactacional e pos lactacional.

Esses dados demonstram a importancia da adequacéao nutricional no inicio da
vida para a saude da prole ao longo da vida. Portanto, as nutrizes devem seguir uma

dieta adequada de macro e micronutrientes para manter a saude de seus filhos.
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