UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRIGAO
CURSO DE GRADUAGAO EM NUTRIGCAO

Williane Miranda de Sena Reis

DIETA CETOGENICA DURANTE A LACTACAO: avaliacdo do
crescimento, perfil bioquimico e microbiota intestinal na prole de

ratos jovens

Recife-PE
2022



WILLIANE MIRANDA DE SENA REIS

DIETA CETOGENICA DURANTE A LACTAGAO: avaliacao do crescimento,

perfil bioquimico e microbiota intestinal na prole de ratos jovens

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduagao em
Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para obtengao
de bacharel em Nutrigao.

Area de concentracdo: Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof2. Dr2. Giselia de Santana Muniz.

Recife
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragéo automatica do SIB/UFPE

Reis, Williane Miranda de Sena.

Dieta cetogénica durante a lactago: avaliagdo do crescimento, perfil
bioquimico e microbiota intestinal na prole de ratos jovens / Williane Miranda
de Sena Reis. - Recife, 2022.

50 : il., tab.

Orientador(a): Giselia de Santana Muniz

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduag@o) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude, Nutri¢do - Bacharelado, 2022.

Inclui referéncias, anexos.

1. Dieta Cetogénica. 2. Microbiota intestinal. 3. Hiperlipidemia. 4.
Gordura abdominal. I. Muniz, Giselia de Santana. (Orientacao). II. Titulo.

610 CDD (22.ed.)




WILLIANE MIRANDA DE SENA REIS

DIETA CETOGENICA DURANTE A LACTAGAO: avaliagao do crescimento,

perfil bioquimico e microbiota intestinal na prole de ratos jovens

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduagao em
Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para obtengao

de bacharel em Nutrigéo.

Area de concentracio: Ciéncias da Saude.

Aprovada em: 26/10/2022

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr2. Giselia de Santana Muniz
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Carlos Augusto Carvalho de Vasconcelos
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Diogo Anténio Alves de Vasconcelos
Universidade Federal de Pernambuco



RESUMO

Durante o periodo da lactagdo, alteragbes na dieta materna, como por exemplo
aumento do teor de gordura podem atuar como estimulo ambiental e assim
modificar o rumo do desenvolvimento dos sistemas do organismo. A dieta
cetogénica € uma alternativa dietética e que pode apresentar relagbes com o
crescimento somatico, composicao corporal, perfil lipidico e microbiota intestinal. O
objetivo geral é avaliar os efeitos que uma dieta cetogénica, rica em gordura
saturada, durante a lactagdo tem sobre o crescimento somatico, bioquimica e a
microbiota intestinal na prole de ratos jovens. Foram utilizadas 11 ratas Wistar,
nuliparas, adultas e 48 filhotes machos provenientes dessas ratas. Apds o
nascimento dos filhotes, as ratas eram direcionadas para um dos grupos
experimentais: o Grupo Controle (GC; n=6) com a dieta controle (3,6cal/g, 18%
proteinas, 63% carboidratos e 19% de lipidios) e Grupo Cetogénico (GK; n=5) com a
dieta cetogénica (5,4cal/g; 19% proteinas, 10% carboidratos e 71% de lipidios).
Cada grupo contou com um numero de 24 filhotes, divididos de acordo com a dieta
ofertada a méae durante a lactagao, tendo o Filhote do Grupo Controle (FGC) e o
Filhote do Grupo Cetogénico (FGK). Ap6s o desmame, as proles de ambos os
grupos receberam a dieta controle até os 60 dias de vida. A prole de ambos os
grupos foi avaliada aos 25° e 60° dia de vida, assim foi feita a analise do peso
corporal, as medidas murinométricas, o consumo alimentar, o perfil bioquimico, peso
de o6rgaos (figado, gordura visceral e retroperitoneal), e a analise quantitativa da
microbiota intestinal fecal. Foram utilizados teste “T” de Student’s, o teste ANOVA
two-way por medidas repetidas e o teste “T” de Student’'s Paread. O nivel de
significancia foi p<0,05. Assim, o FGK quando comparado ao FGC apresentou um
maior peso corporal ao 25° dia de vida, enquanto que aos 60° dia apresentou uma
menor peso corporal. E em ambas avaliagdes, o FGK obteve uma maior quantidade
de gordura abdominal, bem como maiores concentra¢cdes de glicose, colesterol
total, triglicerideos, VLDL-col e LDL-col. Também foram observadas alteragdes na
microbiota fecal do FGK. O consumo de uma dieta cetogénica materna rica em
gordura saturada, durante a lactagdo resultou em disbiose intestinal na prole,
estando também associado a hipercolesterolemia e hipergliceridemia, causando um
maior depdsito de gordura abdominal. Entretanto, ndo foram observadas alteragées
no crescimento somatico dos animais. Os resultados destacam a importancia que a
adequacao nutricional tem para manter um equilibrio dos parametros corporais e
metabdlicos, assim como para a saude da microbiota intestinal.

Palavras-chave: Dieta cetogénica. Hiperlipidemia. Gordura abdominal. Microbiota
intestinal.



ABSTRACT

During the lactation period, changes in the maternal diet, such as an increase in fat
content, can act as an environmental stimulus and thus change the course of
development of the body's systems. The ketogenic diet is a dietary alternative that
may be related to somatic growth, body composition, lipid profile and intestinal
microbiota. The general objective is to evaluate the effects that a ketogenic diet, rich
in saturated fat, during lactation has on somatic growth, biochemistry and intestinal
microbiota in the offspring of young rats. Eleven nulliparous, adult Wistar rats and 48
male offspring from these rats were used. After the birth of the pups, the rats were
directed to one of the experimental groups: the Control Group (CG; n=6) with the
control diet (3.6cal/lg, 18% protein, 63% carbohydrates and 19% lipids) and
Ketogenic Group (GK; n=5) with the ketogenic diet (5.4cal/g; 19% proteins, 10%
carbohydrates and 71% lipids). Each group had a number of 24 pups, divided
according to the diet offered to the mother during lactation, having the pup from the
Control Group (FGC) and the pup from the Ketogenic Group (FGK). After weaning,
the offspring of both groups received the control diet until 60 days of age. The
offspring of both groups were evaluated at the 25th and 60th day of life, thus
analyzing body weight, murinometric measurements, food consumption, biochemical
profile, organ weight (liver, visceral and retroperitoneal fat), and quantitative analysis
of the fecal intestinal microbiota. The Student's "T" test, the two-way ANOVA test for
repeated measures and the Student's Paread "T" test were used. The significance
level was p<0.05. Thus, the FGK when compared to the FGC presented a higher
body weight at the 25th day of life, while at the 60th day it presented a lower body
weight. And in both evaluations, the FGK obtained a greater amount of abdominal
fat, as well as higher concentrations of glucose, total cholesterol, triglycerides,
VLDL-chol and LDL-chol. Changes in the fecal microbiota of FGK were also
observed. The consumption of a maternal ketogenic diet rich in saturated fat during
lactation resulted in intestinal dysbiosis in the offspring, being also associated with
hypercholesterolemia and hyperglyceridemia, causing a greater deposition of
abdominal fat. However, no changes were observed in the animals' somatic growth.
The results highlight the importance of nutritional adequacy for maintaining a
balance of body and metabolic parameters, as well as for the health of the intestinal
microbiota.

Keywords: Ketogenic diet. Hyperlipidemia. Abdominal fat. Gut microbiota.
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1 INTRODUGAO

O periodo critico do desenvolvimento €& caracterizado como janelas
fisioloégicas, como durante a gestacgao, lactagdo e primeira infancia, onde os tecidos
e 0s orgaos estdo susceptiveis a danos (MORGANE et al., 1993; MORGANE;
MOKLER; GALLER, 2002). Assim, quando o ser vivo recebe nesta fase uma
agressao ambiental este organismos pode se adaptar pelo instinto de sobrevivéncia,
e ser afetado metabolicamente de forma irreversivel (PAPALIA; OLDS; FELDMAN,
2006; LEITAO; NEVES, 2017).

Estas adaptacbes estéo relacionadas as alteragdes morfoldgicas, fisiologicas
e comportamentais, permitindo a persisténcia a vida da populacéo e das espécies. A
selecdo genética e a plasticidade fenotipica podem explicar estes mecanismos. A
selegcao genética corresponde ao aumento da frequéncia de alelos favoraveis ao
longo das geragdes a medida que os desfavoraveis tendem a diminuir (GRENIER,;
BARRE; LITRICO, 2016). Ja a plasticidade no periodo critico permite que o
organismo modifique sua trajetéria de crescimento e desenvolvimento através de
processos adaptativos, podendo ser alterado sua forma, estado, movimento ou
padrdao de atividade (WEST-EBERHARD, 1989). Sendo assim, a plasticidade
durante o periodo critico permite que os organismos possam ter seus processos de
desenvolvimento modificados a depender do estimulo ambiente ao qual for exposto
(BRADSHAW, 1965).

As alteragdes nos padrbes dietéticos sao consideradas uma forma de
estimulo ambiental, aos quais o0s organismos s&o expostos e que podem
desencadear modificagbes no crescimento e no desenvolvimento (MOST; TOSTI;
REDMAN; FONTANA, 2017). O periodo da gestacao e/ou lactagao correspondem a
uma fase critica importante para os individuos, e alteragdes tanto restritivas quanto
excessivas em calorias e nutrientes podem gerar modificagées no desenvolvimento
dos organismos até a vida adulta (KILLEEN et al., 2022).

A dieta materna rica em lipidios tem sido associada as doencas de carater
metabdlico e comportamental na prole quando adulta (KANG; KURTI; FAIR; FRYER,
2014). Alguns estudos com a utilizagdo das dietas hiperlipidicas durante o periodo
perinatal estdo associando a prole quando adulta a maiores prevaléncias de
obesidade e riscos associados (BONEY; VERMA; TUCKER; VOHR, 2005),



12

resisténcia a insulina, aumento da leptina plasmatica (SAMUELSSON et al., 2008;
KIRK et al., 2009), alteracbes no desenvolvimento de sistemas, como o cardiaco
(ESPIRITO-SANTO et al., 2022).

A dieta cetogénica (DC) esta classificada nos modelos de dietas
hiperlipidicas, mas também como dieta com baixissimo teor de carboidratos. Assim,
a dieta cetogénica é categorizada como composi¢cdes nutricionais com baixo teor de
carboidratos (aproximadamente 10%), alto teor de lipidios (cerca de 60 a 80%), e
adequada em proteina em relagdo ao valor caldrico. Os baixos percentuais de
carboidratos nao sao suficientes para as demandas metabdlicas e isso faz com que
o organismo faga uma troca na sua fonte primaria de energia, cargo antes ocupado
pela glicose, e agora passando a ser desempenhada pela gordura (VEECH, 2004,
PEREIRA et al., 2010; AMORIM; PADILHA; ACCIOLY, 2013).

Essa diminuicdo da disponibilidade adequada de glicose como fonte de
energia, faz com que o figado converta a gordura em acidos graxos e produza
corpos cetdnicos (cetonas), substituindo a glicose como fonte de energia primaria. O
aumento das cetonas € conhecido como cetose nutricional. Embora a resposta
individual seja variavel, a cetose geralmente é desencadeada pela restricdo da
ingestdo de carboidratos a menos de 50 gramas por dia com algum grau de
restricao proteica, evitando a neoglicogénese das proteinas. A utilizagado da gordura
como fonte de energia, a partir dos corpos ceténicos formados ndo permite que a
neoglicogénese hepatica a partir das proteinas seja ativada, evitando assim a
diminuicdo da massa magra (MORENO-SEPULVEDA; CAPPONI, 2020).

Durante a ingestao cronica de alta quantidade de lipidios e baixa quantidade
de carboidratos, o metabolismo sofre alteracbes semelhantes ao que ocorre em
jejum, como o aumento da lipdlise, gliconeogénese e sintese de corpos cetdnicos a
partir de lipidios para consumo energético (VIZUETA, 2012). Por conta dessas
alteracbes metabdlicas, a DC também é em relatada para perda de peso corporal
em humanos (MCKENZIE et al., 2017), visto que a producéo de corpos cetbnicos
produzidos e utilizados durante o consumo da DC sao oriundos da gordura corporal,
promovendo um balango energético negativo e otimizando a perda de peso
(MORENO-SEPULVEDA; CAPPONI, 2020).
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A primeira descricao do uso da DC foi na década de 1920, sendo utilizada
como tratamento alternativo para criangas que possuiam epilepsia de dificil controle
como as epilepsias refratarias, e que ndo apresentavam algum tipo de reagdo aos
medicamentos utilizados na época (WILDER, 1921 apud INUZUKA-NAKAHARADA,
2008). E devido as novas tecnologias para o tratamento de tais condigbes, a dieta
cetogénica como uma forma de tratamento foi perdendo espago, mas na atualidade
segue sendo tema de estudos que buscam compreender melhor a associagao que
existe entre esses dois fatores (RAMOS, 2001; RAIMANN et al., 2007; MARTIN;
JACKSON; LEVY; COOPER, 2016). Precisa-se de mais estudos para que os efeitos
do uso da DC possam ser estabelecidos, mas sabe-se que os principais efeitos
colaterais apresentados estdo relacionados com o periodo de instalagdo do habito
da utilizacdo da dieta (ARMENO et al., 2014).

Atualmente a literatura vem discutindo sobre a interacdo entre a nutricdo e
alimentacao sobre o desenvolvimento e equilibrio da microbiota intestinal. E que os
protocolos dietéticos ricos em lipidios podem influenciar na microbiota intestinal (HE
et al., 2018). Assim, a alimentagcdo durante a gestagcdo e/ou lactagdo das ratas
parece influenciar esta microbiota intestinal (FRESE; MILLS, 2015; MEROPOL;
EDWARDS, 2015).

Sabe-se que o trato gastrointestinal dos humanos é colonizado por bilhdes de
microrganismos representados por diversos tipos de bactérias. Nao existindo uma
composicao ideal e/ou especifica para a microbiota intestinal, pois existe uma
variagdo de individuo para individuo, que sofre de interferéncias quanto as
transicdes infantis, uso de antibidticos, habitos de vida, dieta, cultura e
individualidade de cada um (RINNINELLA et al., 2019).

A composicdo da microbiota intestinal inicia antes e durante o parto, possui
uma intima relagdo com a microbiota materna, e segue evoluindo durante as outras
fases da vida. Fatores como parto cesareo, uso de antibidticos de forma exacerbada
durante a infancia e padrbes alimentares desequilibrados sao grandes
influenciadores da colonizagao e equilibrio da microbiota intestinal. Entretanto, o
aleitamento materno é considerado um alimento completo para os recém-nascidos,
sabe-se que este leite pode promover a colonizagdo de bactérias e fungos que

compdem a diversidade de microbiota, e esta microbiota intestinal pode ser formada
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de acordo com a “memodria intestinal” da mae - Isto explica o contato que ocorre
com a microbiota intestinal da mae por via enteromamaria (HONEYMAN; RIOS;
DIEZ, 2016; PAIXAO; CASTRO, 2016).

Em estudo realizado com criangas, avaliando a eficacia da dieta cetogénica
por 6 meses no tratamento da epilepsia refrataria, foi observado que este modelo
dietético promoveu mudangas na composi¢cao da microbiota intestinal, alterando a
riqueza e diversidade das espécies existentes. Neste estudo foi evidenciado
aumento na quantidade de Bacteroides, e uma redug¢ao da quantidade de Firmicutes
e Actinobacteria (ZHANG et al, 2018). Resultados similares foram observados em
estudos experimentais realizados com ratos, onde os mesmos associaram a
utilizagcdo da dieta cetogénica com alteragdo na diversidade dos microrganismos da

microbiota intestinal destes animais (PAOLI et al., 2019).

Alguns estudos associaram a disbiose da microbiota intestinal com alguns
danos a saude dos individuos como doencga inflamatéria intestinal (BIEN;
PALAGANI; BOZKO, 2013; WEN; DUFFY, 2017), resisténcia a insulina (WEN;
DUFFY, 2017), doencas alérgicas (VERNOCCHI; DEL CHIERICO; PUTIGNANI,
2016) e autoimunes (CHU et al.,, 2017), assim como as doengas cronicas nao

transmissiveis, como a diabetes e obesidade.

Povoa (2002) evidencia que existe um desequilibrio intestinal associado a
obesidade, explicado pelo ganho excessivo de peso corporal, ao desequilibrio
dietético e principalmente pelo alto consumo de acgucares simples, esta
correlacionado com o aumento da permeabilidade intestinal destes individuos
obesos, desencadeando uma microbiota intestinal pobre em microorganismos.
Assim, ha uma intima relagdo entre a obesidade e a microbiota intestinal gerando
alteragbes em suas composi¢des microbioldégicas devido ao quadro de obesidade
dos individuos (ZHAO, 2013).

Ainda nao estdo estabelecidos mecanismos e as consequéncias que uma
dieta cetogénica durante a lactacdo pode trazer a microbiota intestinal e o
crescimento e desenvolvimento dos lactentes. O que se conhece é o fato de que
uma reducdo dos carboidratos da dieta sera acompanhada também por uma
reducao significativa na quantidade de fibras dietéticas consumidas. E as fibras

desempenham um papel bastante importante no trato gastrointestinal, como: na
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manutencao da funcédo de barreira do tecido, na manutengdo da integridade da
mucosa e ajuda na diminuicdo da inflamagéo, assim como contribuem para uma
melhora no transito intestinal e na saciedade, e todos esses fatores quando
modificados possuem interferéncias diretas ou indiretas na saude dos individuos,
relatadas anteriormente. A partir de um estudo experimental, busca-se avaliar e
estabelecer relagdes entre 0 uso de uma dieta pobre em carboidratos e rica em
gordura saturada durante a lactagdo - dieta cetogénica - sobre o crescimento

somatico, o perfil bioquimico e a microbiota intestinal de ratos jovens.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O periodo critico do desenvolvimento

O periodos critico do desenvolvimento é caracterizado por ser um periodo de
tempo em que determinados processos sdo afetados de forma irreversivel e que
estdo relacionados com a aquisigdo de aspectos relacionados com a biologia dos
seres vivos, ou seja, englobam mudangas no nivel de crescimento, maturagéo e
desenvolvimento (PAPALIA; OLDS; FELDMAN, 2006; LEITAO; NEVES, 2017). Este
termo é utilizado de varias perspectivas, visto que todos os sistemas apresentam
suas especificidades quanto aos seus periodos criticos de desenvolvimento, sendo
utilizado pela embriologia, neurobiologia e até mesmo por um viés etolégico. Sendo
esses periodos criticos correspondentes principalmente ao periodo pré-natal e a
primeira infancia (MORGANE et al., 1993; MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

Este periodo critico permite que os mamiferos possam passar por variagoes
com o tempo em resposta a diferentes condigbes ambientais, ou seja, é
caracterizado como a capacidade de organismos geneticamente idénticos
responderem a estimulos ambientais de maneiras distintas (BRADSHAW, 1965;
SCHEINER, 1993; NOVOPLANSKY, 2002). Sendo um sistema de grande relevancia
para a garantia da sobrevivéncia (BARKER; BAIER, 2013).

De acordo com estes conceitos sobre os periodos criticos surgiu a hipétese
da plasticidade fenotipica. Segundo Bradshaw (1965), a plasticidade fenotipica foi
entendida como respostas de organismos a diferentes condigbes ambientais ou
estimulos, em outras palavras, seria a capacidade de um gendtipo de manifestar
diferentes fendtipos em resposta a um estimulo ambiental. Desta forma, o genétipo
nao gera fenotipos especificos, pois as mudangas s&o diferentes de acordo com o

tipo de interagdes dos genes com as cadeias bioquimicas, celulares e teciduais.

A plasticidade fenotipica deve considerar diferentes niveis hierarquicos: o
celular, o fisiolégico e o de desenvolvimento, existindo uma continuidade de
respostas entre esses niveis. Assim, sinais no nivel celular podem resultar em
mudancas de niveis fisiologicos e de desenvolvimento; normalmente as respostas

de nivel celular e fisiolégico podem ser revertidas em escalas de tempo curto,
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enquanto que a de desenvolvimento tende a ser irreversivel ou leva mais tempo
para ter algum tipo de reversdo (SCHLICHTING; SMITH, 2002).

O tipo especifico e o nivel de plasticidade € algo que possui uma
individualidade, ou seja, uma certa caracteristica de um organismo passa a ser
flexivel como resposta a mudangas de temperatura, mas pode também ser estavel
em relacdo a variagao de nutrientes ou vice-versa. Tendo isso como base, pode-se
afirmar que existe uma vasta variagdo genética para as respostas de plasticidade
em populagdes naturais, tornando possivel a evolugao da plasticidade por selecao
natural e outros mecanismos (WEST-EBERHARD, 2003).

Temos que a plasticidade € expressa por tragos que apresentam ligagdes
diretas ao desenvolvimento, sob selegdo natural, determinadas por condigdes
ambientais (SULTAN; BAZZAZ, 1993). Mas é preciso entender que nem toda a
variagao fenotipica em resposta a condicdoes ambientais é resultado da selecao
natural. Por vezes, as caracteristicas de plasticidade ocorrem devido a restricdes

inevitaveis impostas pelos niveis hierarquicos ja citados (WEST-EBERHARD, 2003).

A nutricdo € um dos fatores ambientais que pode desencadear respostas
adaptativas em varias espécies. O padrao dietético desequilibrado mostra-se como
um estimulo capaz de gerar mudangas no desenvolvimento dos organismos como
uma resposta as condigbes ambientais (MOST et al., 2017). Uma das pesquisas
sobre o tema relaciona-se o consumo alimentar da populagcéo de Okinawa antes da
década de 1960 com as mudangas em seus habitos alimentares devido ao aumento
das redes de ‘fast food” nesta regido. Antes a alimentagdo destes individuos era rica
em vegetais frescos, frutas, batata-doce, soja e peixe. Apds a introdugdo de
alimentacao tipo “fast food” houve um aumento no indice de massa corporal e
também da taxa de mortalidade (MOST et al., 2017).

Ha relatos na literatura sobre os impactos ocorridos nos primeiros 1000 dias
de vida, periodo este que compreende desde a concepgédo até os 24 meses de
idade em humanos, que podem alterar fisiometabolicamente a fase adulta dos
individuos. Por exemplo, descobriu-se que 0 baixo peso ao nascer e/ou desnutricao
aos dois anos de idade apresenta associacdo com uma menor estatura nos adultos
(ALDERMAN et al., 2017). E estudo evidencia a associacado da dieta hiperlipidica

materna com repercussdes para a prole até a vida adulta, como alteragdes no
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comportamento alimentar e na composicédo corporal (CHAVES et al., 2021), assim
como pode alterar os niveis de colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos, VLDL e
glicemia, o que por sua vez pode atuar como contribuicdo para o desenvolvimento
de doengas metabdlicas no futuro (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Dietas hiperlipidicas na gestacgao e lactagcao

Durante a gestagdo ocorrem inumeras mudangas em todos os sistemas do
corpo materno, o que possibilita o desenvolvimento e a protegao fetal, preparo para
o parto e lactagao, e compensacao das novas demandas tanto materna quanto fetal
(TAN; TAN, 2013; SOMA-PILLAY et al., 2016; KOHLHEPP et al., 2018).

As alteragbes restritivas ou excessivas podem afetar os sistemas e gerar
adaptagdes em mamiferos. Killeen (2022) relaciona a nutricdo com relagdo mée e
feto. Este autor ainda descreve que os excessos e restricdes durante a gestacao
aumentam o risco de doengas crbnicas nao transmissiveis no feto. Assim, o
consumo excessivo de carboidratos pode gerar uma hiperglicemia materna que por
sua vez aumenta o acesso do feto a glicose, aumentando também seu crescimento
fetal; e tragando um caminho mais longo esse aumento no crescimento fetal pode

aumentar a predisposi¢cao a obesidade e aos seus riscos associados.

Investigacdo também mostra associacdo entre uma dieta materna rica em
gordura e os impactos na vida adulta, como exemplificado em pesquisas
experimentais com ratos, as dietas obesogénicas consumidas pela genitoras
promovem uma prole obesa e com maiores predisposicdo a desenvolverem
hipertensao arterial; além disso estes ratos apresentam fendétipo com resisténcia a
insulina e aumento da leptina plasmatica (SAMUELSSON et al., 2008; KIRK et al.,
2009). Segundo Boney et al. (2005), ao desenvolverem pesquisa com seres
humanos observaram que criancas aos 11 anos de idade que foram expostas a
obesidade materna durante a gestagcdo apresentam alto fator de risco para
desenvolverem sindrome metabdlica. Além desses, é possivel citar associagdo com
alteragdo no desenvolvimento cardiaco da prole, gerando uma hipertrofia desse
6rgao (ESPIRITO-SANTO et al., 2022).



19

2.3 Dieta cetogénica

A dieta cetogénica é classificada como dieta hiperlipidica. Entretanto, a dieta
cetogénica apresenta percentuais mais elevados em lipidios. Assim, geralmente,
caracteriza-se como dieta cetogénica as que possuem 60 a 80% de lipidios,
percentuais adequados de proteinas (15 a 20%) e baixo teor de carboidratos (até
10%) (VEECH, 2004; PEREIRA et al., 2010; AMORIM; PADILHA; ACCIOLY, 2013).

De acordo com os achados na literatura, existem diversos protocolos para a
composicdo da dieta cetogénica. Assim temos: 1) Dieta Cetogénica Classica:
caracterizada por ter cerca de 90% das calorias totais diarias advindas das gorduras
e os 10% restantes é resultado de um somatdrio de carboidratos e proteinas, mas o
percentual de carboidratos n&o deve ultrapassar 5% das calorias totais diarias. 2)
Dieta cetogénica com triglicéridos de cadeia média (MCT): a maior parte das
gorduras ofertadas sado de cadeia média, sendo estas mais cetogénicas do que as
de cadeia longa. Assim € possivel que haja a oferta de uma propor¢ao maior de
carboidratos e proteinas, diferente da proporgao 4:1 da dieta classica que a torna de
dificil adesao, e essa mudanga na propor¢gao dos macronutrientes nao afeta a
evolugdo da cetose fisiologica. 3) Dieta Atinks modificada (DAM): relagcao de 1:1 de
LIP: ndo LIP, tendo uma maior proporcao de proteinas na dieta, o que vai melhorar a
palatabilidade e adesdo a dieta. Mesmo com essa propor¢ao, a ideia € manter a
restricdo de carboidratos em até 5%. A caracteristica de uma maior quantidade de
proteinas na dieta pode interferir no processo de cetose, visto que muitos
aminoacidos séo gliconeogénicos e podem ser utilizados na produ¢ao endbégena de
glicose. 4) Dieta Cetogénica de baixo indice glicémico (Dbaixo |IG): esse tipo de
dieta mantém a maior oferta de proteina e pouco carboidrato encontrado na DAM,
sendo a diferenga na oferta obrigatéria de carboidratos de absor¢do lenta e
gradativa, tendo baixos indices glicémicos e baixa carga glicémica (SCHOELER,;
CROSS, 2016; GINER et al., 2017).

Mesmo com essas diferentes definicdes, todos os estudos concordam que
uma dieta cetogénica apresenta uma restricdo de carboidratos, apresentando
menos de 50 gramas de carboidratos por dia (ou 5 a 10% do total da ingestao
caldrica diaria) e gordura até 90% do Valor Energético Total (VET) (PAOLI; RUBINI

et al., 2013). Outros autores defendem que a composi¢ao deve ter menos de 50g de
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carboidratos por dia, independente da gordura, da proteina ou da ingestao caldrica
(WESTMAN et al., 2003 apud WILSON; LOWERY, 2017). Outros achados literarios
descrevem que a dieta cetogénica deve ser composta por: 1) Quatro vezes mais
gordura do que carboidratos, com a proteina adequada para que 90% das calorias
sejam providas pela gordura (SWINK et al., 1977 apud WILSON; LOWERY, 2017).
2) Menos de 50g de carboidratos por dia ou 10% do total de calorias diarias de
carboidratos, ou seja seriam 200g de carboidratos numa dieta de 2000kcal/dia
(ACCURSO et al., 2008 apud WILSON; LOWERY, 2017). 3) Alto teor de gordura,
baixo teor de carboidratos e proteinas (FREEMAN, 1998 apud WILSON; LOWERY,
2017). 4) Uma dieta livre mas que consiste em um consumo inferior a 50g de
carboidratos por dia (GREGORY et al., 2017 apud WILSON; LOWERY, 2017).

Essas mudangas nas proporgdes dos macronutrientes da dieta irdo gerar
alteragdes metabdlicas como diminuigdo da glicose e cetose fisioldgica. Isto ocorre
devido a uma estimulagao dos efeitos metabdlicos do jejum, o que forga o corpo
humano a fazer uma alteragdo quanto o substrato energético utilizado, da glicose
para a gordura, na forma dos corpos ceténicos (VEECH, 2004; PEREIRA et al.,
2010; AMORIM; PADILHA; ACCIOLY, 2013).

Apds consumo da dieta cetogénica a gordura torna-se o nutriente mais
abundante, fazendo com que o organismo retire dela a energia para manter os
processos vitais. A gordura entra na circulacdo sob a forma de acidos graxos (AGs)
que irdo seguir até o figado onde serao clivados pela - oxidagdo formando o
acetil-CoA, que pode ser utilizado e assim oxidado pelo ciclo de Krebs ou pode
formar os corpos cetdnicos. Esse estado cetogénico pode ser interrompido com a
ingestdo de carboidratos, devido a instalagdo de novas reservas de glicose
(MORENO-SEPULVEDA; CAPPONI, 2020).

Além de suas indicagbes, principalmente, em casos de doencgas
neurologicas, na literatura também € possivel encontrar associagdes com outras
disfuncbes, como doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, acne, cancer,
sindrome de ovarios policisticos (PAOLI; RUBINI et al., 2013). Além de sua relagao
como tratamento da obesidade, apesar das controvérsias do seu uso para a perda

de peso, € bastante popular (PAOLI; BIANCO et al., 2013). As evidéncias cientificas
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do uso da dieta cetogénica sobre as dietas convencionais ainda nao sao totalmente

conclusivas.

Apesar dos achados benéficos do uso da dieta cetogénica (PAOLI et al.,
2019), ndo se pode negar a necessidade de novos estudos que demonstrem os
efeitos negativos para o seu uso. Tem-se o conhecimento sobre algumas alteragoes
em decorréncia da utilizacdo da dieta cetogénica, como: as complicacdes
digestivas, que incluem vomitos, diarreia, obstipagao; hipoglicemia; hipercetonemia;
acidose metabdlica; hiperlipidemia e até casos de nefrolitiase, diminuicdo de massa
Ossea, deficiéncia de micronutrientes, doenca cardiaca e atraso do crescimento
(GINER et al., 2017).

Diante dessas alteracbes metabdlicas, surgem os estudos que fazem uma
associacao entre o padrao alimentar adotado, que no caso do presente estudo seria
a dieta cetogénica, e a saude da microbiota intestinal (ZHANG et al., 2018; PAOLI et
al., 2019). Assim como, a influéncia da alimentagdo durante a gestagdo e/ou

lactacao das ratas sobre as repercussodes na sua prole (FREESE; MILLS, 2015).
2.4 Composigao nutricional das dietas e a microbiota intestinal

A microbiota intestinal €& caracterizada por ser um conjunto de
microrganismos, incluindo bactérias, virus e fungos que povoam o trato
gastrointestinal humano e que em condigcdes normais, ndo causam doengas ou
disfungdes, assegurando uma boa qualidade de vida do hospedeiro. Os principais
filos microbianos s&o: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria e Verrucomicrobia, sendo as mais predominantes (cerca de 90% da

microbiota intestinal) os filos Firmicutes e Bacteroidetes (RINNINELLA et al., 2019).

O nascimento e o tipo de parto sdo um dos responsaveis sobre o inicio da
composicdo da microbiota intestinal dos descendentes. E acredita-se que a
microbiota materna influencia diretamente no tipo de microrganismos que irdo
colonizar a flora intestinal dos filhos. Entdo a prépria composicdo do microbioma
materno pode ser um fator e esta atrelado aos habitos alimentares materno, assim
como a duragdo da gestacédo e a via do parto, principalmente o normal, onde vai ser
possivel um contato direto do recém-nascido com microbiota fecal da mae. Sendo

posteriormente, seguido pelo contato com o ambiente, a amamentagdo ou uso de
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formulas, e até mesmo a exposicdo a antibidticos (PAIXAO; CASTRO, 2016;
CHONG; BLOOMFIELD; O'SULLIVAN, 2018).

Quando esta microbiota intestinal € formada sob condi¢gdes favoraveis de
crescimento e desenvolvimento € composta por microrganismos que fornecem
vantagens a saude do hospedeiro. Dentre estes beneficios € possivel observar
permeabilidade intestinal adequada, protecdo contra invasores patogénicos e um
bom funcionamento do sistema imunoldgico (ZHANG et al., 2015). Outros fatores
também podem influenciar a saude da microbiota intestinal do hospedeiro, que vai
desde as transi¢des infantis, habitos de vida, cultura até o seu padréao dietético
(RINNINELLA et al., 2019).

Quanto a relagdo com a dieta, sabe-se que ela € um dos principais
moduladores da composi¢ao da microbiota intestinal. E os nutrientes possuem uma
interacdo com microbiota intestinal, os carboidratos que sao as principais fontes de
fibras dietéticas, que quando fermentaveis produzem os acidos graxos de cadeia
curta (SCFAs) que exercem papéis bem importantes como: manutencao da fungao
de barreira do tecido, regulacdo da expressdao génica e imunorregulagao,
homeostase colbnica, estimulacido da proliferacdo e diferenciacdo das células
epiteliais, a absorgdo de sais e agua, a manutencéo da integridade da mucosa e
diminuigao da inflamacgao. Além disso, atua como inibidores da histona desacetilase,
desempenhando um papel crucial na regulagdo epigenética e atuando como
agentes anticancer; e aumentando o tempo de transito e saciedade (RINNINELLA et
al., 2019).

A quantidade e a qualidade de gordura da dieta também mostram-se como
um fator de grande importancia como contribuinte para a disbiose intestinal. A dieta
€ composta por acidos graxos, que sao divididos entre os saturados (SFAs), os
monoinsaturados (MUFAs) e os poliinsaturados (PUFAs); estudos mostram que o
consumo de dietas ricas em gordura (HFD), em especifico os SFAs, descrevem uma
diminuicdo das Bacteroidetes e Bacillus bifidus, e um aumento das Firmicutes e
Proteobacteria. Esta composigdao de microrganismos caracteriza-se como uma
alteragdo da composicdo da microbiota intestinal, e assim um desequilibrio da
mesma. Além disso, as dietas ricas em lipidios estdo associadas com uma

estimulagdo da producédo de bactérias redutoras de sulfato (SRB), o que leva a



23

defeitos na camada de muco e a um aumento da inflamacgao intestinal (RINNINELLA
et al., 2019).

Assim, o presente projeto, busca aprofundar o entendimento acerca da
associacdo desse tipo de dieta rica em lipidios com baixos percentuais de
carboidratos na lactagdo com o crescimento, parametros bioquimicos e a
composi¢cao da microbiota intestinal, por meio da analise da microbiota intestinal

fecal dos animais.
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3 HIPOTESE

A dieta cetogénica foi muito utilizada e comentada, principalmente por ter
mecanismos anticonvulsivantes, sendo assim, torna-se uma opg¢ao para controlar ou
prevenir convulsdes ou no tratamento de diferentes tipos de crises epilépticas.
Atualmente vem sendo muito utilizada no esporte e por individuos que buscam uma
rapida perda de peso. Assim, individuos que fazem uso desse tipo de estratégia,
tém uma dieta rica em lipidios com maior propor¢ao de acido graxo saturado, com a
substituicdo de uma grande parcela do percentual de carboidrato, e quanto as

recomendacgdes para as proteinas encontra-se dentro do percentual descrito.

Os carboidratos, as principais fontes de fibra alimentar da nossa alimentacgao,
e esses elementos possuindo um papel de grande importancia quando se fala da
saude da microbiota intestinal e funcionamento do trato gastrointestinal dos
individuos, o quanto uma dieta pobre em carboidratos e com um grande acréscimo
de gordura saturada interferiria na microbiota intestinal dos individuos que a
utilizam, como também afetaria a promogao de um maior crescimento corporal, as
possiveis alteracdes no perfil bioquimico e na quantidade de gordura corporal.
Sendo assim, € esperado que os modelos animais, que apresentam uma fisiologia
bem semelhante a fisiologia humana, possam ajudar na identificacdo dessas
alteragdes frente a mudanca de uma alimentacao padrao para uma dieta cetogénica

rica em gordura saturada.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos que uma dieta cetogénica, rica em gordura saturada,
durante a lactacdo tem sobre o crescimento somatico, bioquimica e a microbiota

intestinal na prole de ratos ao desmame e quando jovens.

4.2 Objetivos especificos
e Determinar o crescimento somatico e peso dos 6rgaos;
e Analisar a microbiota intestinal fecal;

e Quantificar os parametros bioquimicos sanguineos.
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5 METODOLOGIA
5.1 Quanto aos animais

Foram utilizadas 11 ratas Wistar nuliparas da colonia do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), todos os animais sao
mantidos em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm) coberta com maravalha
estéril, em um ambiente de ciclo invertido de luz (20hr as 8hr) e escuridao (8hr as
20hr), numa temperatura de 22+ 2°C e com acesso livre tanto a racdo quanto a
agua. O projeto seguiu as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, assim como as normas estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, sendo submetido a Comissao
de Etica em Uso Animal (CEUA). O projeto foi aprovado sob n° 111/2019 pela CEUA
da UFPE (Anexo A).

Os neonatos foram obtidos a partir do acasalamento entre animais machos e
as fémeas nuliparas (propor¢ao 1:2), ndo sdo consanguineos, com idade entre 90 e
120 dias. A possivel fertilizacdo foi avaliada através do teste de esfregaco vaginal
com a visualizacdo do espermatozoide, e de acordo com a evolugao ponderal das
fémeas. Quando a gestacdo era confirmada, as fémeas foram separadas dos
machos e colocadas em gaiolas individuais, onde tiveram livre acesso a agua e a

ragcao comercial Presence (Purina do Brasil).

Apds o nascimento da prole, as ninhadas foram compostas por 8 filhotes na
propor¢cao de machos:fémeas de 4:4 ou 5:3; sendo divididas em grupos de acordo
com a dieta administrada ad libitum para as ratas durante o periodo da lactagéo
(Figura 1). Desta forma seguiu-se até o desmame, que aconteceu aos 25 dias de

nascidos, sendo o experimento finalizado aos 60 dias de vida dos filhotes.
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Grupo Controle Grupo Cetogénico |
(GC) (GK)
N de ratas =6 Nderatas=5
N de filhotes = 24 M de filhotes = 24

Figura 1. Desenho da divisdo dos grupos experimentais expostos as dietas controle e
cetogénica.

5.2 Manipulagao dietética e grupos experimentais

Os grupos experimentais foram formados a partir da dieta administrada para
as fémeas (maes) apds o parto até o final da lactacao, ou seja, aos 25 dias de vida.
ApoOs o desmame, metade dos animais foram eutanasiados (12 animais de cada
grupo experimental) e a outra seguiu no projeto até 60 dias de vida. Para estes
animais a dieta ofertada foi a comercial (Presence). Assim, foram os seguintes
grupos: 1) Grupo Controle (FGC, n=24 filhotes de méaes que receberam dieta
AIN-93G durante a lactagao - 3,6kcal/g, 18% de proteinas, 63% de carboidratos e
19% de lipidios) (REEVES,1997); 2) Grupo Cetogénico (FGK, n=24 filhotes de maes
que receberam dieta cetogénica durante a lactagao - 5,4kcal/g; 19% de proteinas,
10% de carboidratos e 71% de lipidios) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao de macronutrientes, segundo o valor energético total
(VET) das dietas AIN-93G, Cetogénica e Presence.

DIETAS* Proteinas Carboidratos Lipidios VET
(% kcal VET) (% kcal VET) (% kcal VET) (kcall/g)
AIN-93G 18 63 19 3,6
Cetogénica 19 10 71 5,4
PRESENCE** 26 63 11 3,6

* Os calculos da composicdo centesimal foram baseados nas informagdes nutricionais enviadas pela
empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composigéao de Alimentos (TACO).
** Determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.
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A dieta cetogénica foi desenvolvida a partir dos ingredientes e composigéo da
AIN-93G, com alteragbes quantitativas e inclusdo de alguns ingredientes. Para
aumento do teor de lipidios e de acidos graxos saturados foram adicionadas banha
de porco e manteiga (Tabela 2). Assim, a DC apresentava cerca de 33,9% de

gordura saturada em sua composigao.

Tabela 2. Distribuicao de nutrientes da dieta cetogénica desenvolvida a partir
da AIN-93G.

INGREDIENTES g/100g de dieta

Amido de milho (87%) 9,63
Caseina (80%) 29,00
Sacarose 5,00
Manteiga sem sal 1,00
Banha de porco 21,61
Oleo de soja (0,929) 7,00
Fibra dietética 5,00
Mix mineral 3,50
Mix vitaminico 1,00
Metionina 0,61
Bitartarato de colina 0,64
TBHG 0,01
TOTAL 100,00

O desmame dos filhotes ocorreu com 25 dias de vida. Nesta idade, metade
dos filhotes machos (n=24 nos dois grupos) e as genitoras foram eutanasiados para
coleta de amostras bioldgicas. A outra metade seguiu no projeto até completar 60
dias de vida (n=24 nos dois grupos), idade que foram também eutanasiados para

coleta de novas amostras de acordo com os procedimentos do projeto.
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Figura 2. Detalhamento dos grupos experimentais expostos as dietas controle e cetogénica
durante a lactag¢ao e no pés-desmame.

5.3 Procedimentos

5.3.1 Peso corporal da prole durante a lactacdo e apos o desmame

O peso corporal dos animais de ambos os grupos foi estimado nos dias 1°,
5°, 11°, 17°, 21° e 25°, periodo esse que corresponde a lactacdo; e nos dias 30° e
60° periodo apés o desmame. E para isso, uma balanga eletrbnica semi-analitica
com precisdao de 0,01g foi utilizada (modelo BL3200H, Marte). Também foram
avaliados o percentual de ganho de peso nos periodos: 1° aos 25° dias de vida e do
30° ao 60° dias de vida.

5.3.2 Medidas murinométricas da prole durante a lactacdo

Foram mensuradas medidas murinométricas: eixo latero-lateral (ELLC), eixo
antero-posterior (EAPC) do cranio e o eixo longitudinal (EL) do corpo. Sendo assim,
o ELLC representa a linha perpendicular ao EL, dividindo ao meio os pavilhdes
auditivos; para o EAPC considera-se a linha média entre o focinho e a regiao
externa da crista occipital; e para o EL considera-se a distancia entre o focinho e o
anus do animal. Para essas avaliagdes foi necessario a utilizacdo de um paquimetro
digital com precisdo de 0,01mm (SILVA et al., 2005). Todas as avaliagbes ocorreram
num periodo entre as 9hr e 10hr dos dias indicados e por um unico pesquisador. As
avaliagcbes desta categoria ocorreram nos mesmos dias nos quais a avaliagdo do

peso corporal da prole foi realizada.
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5.3.3 Eutanasia e testes post mortem

Todas as eutanasias foram realizadas por decapitagdo por guilhotina,
segundo consta na resolugdo normativa do CONCEA n° 37 de 15/02/2018, e
seguindo as idades pontuadas pelo estudo (metade ao 25° dia de vida e a outra
metade ao 60° dia de vida). Os animais passaram por um periodo de jejum de
aproximadamente 10 a 12 horas. A partir desse procedimento ocorreu a coleta de
amostras sanguineas e fezes localizadas na por¢ao do intestino grosso, assim como
também foram coletados e pesados, o figado e as gorduras retroperitoneal e

visceral.

5.3.4 Coleta e homogeneizacdao do sangue e dos tecidos

O sangue foi coletado com auxilio de um funil e assim acondicionado em um
tubo para coleta de sangue a vacuo e estéril e com identificagao; e as amostras de
sangue passaram por um processo de centrifugacdo a 250rpm durante 20 minutos,
e o soro obtido foi congelado em freezer a -80°C para as analises bioquimicas.
Foram extirpados o figado, gordura retroperitoneal e visceral e pesados em uma
balanga semianalitica com precisdo de 0,01g (modelo BL3200H, Marte). Para os

resultados foram considerados os pesos umido e relativo dos érgédos em questao.

5.3.5 Analise dos parametros bioquimicos

A dosagem dos parametros bioquimicos dos animais aos 25 e 60 dias de
vida, foram analisados os niveis séricos de glicose, triglicerideos, colesterol total,
HDL, alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase; sendo os niveis de
LDL E VLDL calculados de acordo com Friedewald et al. (1972). Em busca de
resultados mais precisos, as analises foram realizadas em triplicata e através de
ensaio colorimétrico de ponto final, segundo as recomendacbes do fabricante.
Quanto a medicdo da absorbancia, foi realizada em um espectrofotdbmetro e assim
feita uma média entre as absorbancias encontradas, apds serem convertidas em

mg/dL; para esse procedimento foram utilizados kits comerciais da marca Bioclin.
5.3.6 Analise da microbiota intestinal

Foram coletadas as amostras de fezes dos animais com 25 e 60 dias de vida

para que o numero de microrganismos vivos pudesse ser contabilizado. Sendo
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assim, as amostras foram homogeneizadas em agua peptonada (1 mg peptona por
mL), e a partir disso foram diluidas em série no mesmo diluente (seis diluigdes).
Uma parte do conteudo das diluigdes em aliquotas (10uL) e em seguida foram
inoculadas pela técnica de microgotas em placas de Petri estéreis contendo Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) agar (HiMedia, india) possibilitando assim que uma
contagem de Lactobacillus spp fosse ser realizada; foi utilizado MRS + cisteina
(0,05g por 100mL, Sigman-Aldrich, Mildo, Italia) (cMRS) para a contagem de
Bifidobacterium spp.; ja no caso da contagem de Enterobacteriaceae foi utilizado
MacConkey &gar (HiMedia, India) e para a contagem de Bacteroides spp. foi
utilizado o Bacteroides Bile Esculina (BBE) agar (Acumedia, EUA). Devido as
caracteristicas dos microrganismos em questdo, a incubagao apresentou condi¢des
de anaerobiose para a contagem de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. e
Bacteroides spp. e condi¢gdes de aerobiose para a contagem de Enterobacteriaceae;
o periodo de incubacdo durou cerca de 24 a 48 horas, e apos esse periodo, o
numero de colbnias viaveis em cada meio seletivo foi contabilizado e os resultados
foram expressos como log UFC/g, sendo utilizado no teste um limite de deteccéo de
2 log UFC/g (DA SILVA et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2020).

5.4 Andlise estatistica

Para toda a analise estatistica e construgao grafica, foi utilizado como recurso
o software Graphpad Prism® 5.0, e assim os resultados obtidos foram expressos
em meédia + desvio padrdo, sendo a normalidade dos dados verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. O teste “T” de Student's ndo pareado foi utilizado para as
analises do grupo controle com grupo cetogénico, enquanto para as analises dos
grupos experimentais em idades diferentes foi utilizado o teste ANOVA two-way por
medidas repetidas conforme as variaveis avaliadas e normalidade, seguido pelo
pos-teste de Bonferroni se determinada diferenga entre os grupos. E o nivel de

significancia manteve-se em 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

Na figura 3A, é possivel constatar que os filhotes do grupo cetogénico (FGK)
apresentaram um maior peso corporal nos dias 17° e 25° quando comparado aos
filhotes do grupo controle (FGC). Os animais ndo apresentaram diferenga no peso
corporal aos 30 dias de vida, entretanto aos 60 dias, o FGK apresentaram maior
massa corporal que o grupo controle (Figura 3B). Ao avaliar o ganho de peso em
diferentes periodos de vida dos animais, no intervalo 30 a 60 dias de vida o FGK
apresentou menor percentual de ganho de peso. Nos outros periodos avaliados néao

apresentaram diferengas (Figura 3C).
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Figura 3. Peso corporal dos filhotes e o percentual de ganho de peso durante a lactagédo e no
poés-desmame. FGC - Filhotes do Grupo Controle; FGK - Filhotes do Grupo Cetogénico. A - peso
corporal durante a lactagdo; B - peso corporal no pés-desmame; C - percentual de ganho de peso
durante a lactacdo e no pés-desmame. A, B e C: ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do
pos-teste de Bonferroni, *p<0,05.

Analisando as medidas murinométricas, o FGK apresentou menor ELLC e EL
nos 5° e 11° dias de lactagdo, como mostra na Figura 4A e 4C, e EAPC inferior no 5°
dia de lactagao (Figura 4B), quando comparado ao FGC. E no periodo apés o
desmame, os grupos nao apresentaram diferengas significativas quanto aos

paréametros analisados (Figura 4).
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Figura 4. Medidas murinométricas analisadas no periodo da lactagdo. FGC - Filhotes do Grupo
Controle; FGK - Filhotes do Grupo Cetogénico. A - ELLC; B - EAPC; C - EL. Valores representam
média *+ desvio padrdo. ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do pds-teste de Bonferroni,
*p<0,05.

A tabela 3 apresenta os resultados quanto ao peso umido e relativo dos
6rgdos da prole aos 25° e 60° dias de vida. E possivel observar que no 25° dia a
gordura retroperitoneal foi maior no FGK do que no FGC, tanto no peso umido
qguanto no relativo. O mesmo aconteceu nos animais com 60 dias de vida, com o
acréscimo de que a gordura visceral também apresentou-se maior no FGK do que
no FGC. Os grupos nao apresentaram diferengas significativas quanto ao peso do

figado nas idades avaliadas.

Tabela 3. Peso dos 6rgaos da prole aos 25 e 60 dias de vida que foram
submetidos a dieta cetogénica durante a lactagao.

Peso Umido dos érgaos FGC FGK P
25 dias

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

Peso Relativo dos 6rgaos
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Figado (g/100g) 6,01+1,21 5,14+1,43 0,093
Gordura Visceral (g/100g) 1,04+0,41 0,81+0,44 0,261
Gordura retroperitoneal (g/1009g) 0,39+0,16 0,7210,24* 0,000
60 dias

Figado (g) 10,30+0,87 9,93+1,49 0,490
Gordura Visceral () 2,83+0,49 3,63+0,90* 0,025
Gordura retroperitoneal (Q) 2,7910,85 3,86+0,93* 0,015
Peso Relativo dos 6rgaos

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

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

Ja na tabela 4, temos os resultados quanto aos parametros bioquimicos,

sendo assim, o FGK aos 25 dias de vida quando comparados ao FGC apresentou

uma maior concentragdo nas seguintes taxas: glicose, colesterol total, LDL,

triglicerideos e VLDL. As taxas continuaram apresentando um maior teor no FGK

aos 60 dias de vida, com excecao da glicose que nessa idade apresentou um valor

menor quando comparado ao FGC.

Tabela 4. Perfil bioquimico da prole aos 25 e 60 dias de vida que foram
submetidos a dieta cetogénica durante a lactagao.

Perfil Bioquimico FCG FKG P
25 dias

Glicose (mg/dL) 126,6+4,55 144,8+3,42* 0,003
Colesterol total (mg/dL) 107,5+4,93 127,7+4,74* 0,006
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Triglicerideos (mg/dL) 63,10+6,45 102,1+14,49* 0,020
VLDL (mg/dL) 12,62+1,29 20,43+2,89* 0,020
HDL (mg/dL) 55,96+1,92 55,02+1,08 0,674
LDL (mg/dL) 38,72+4,05 54,82+3,48* 0,006
ALT UI/L 25,23+2,18 20,42+1,32 0,073
AST UI/L 110,30+10,63 107,3049,99 0,847
60 dias

Glicose (mg/dL) 138,5+2,06 125,9+5,14* 0,028
Colesterol total (mg/dL) 70,25+2,90 84,21+6,16* 0,048
Triglicerideos (mg/dL) 50,2314,77 65,27+5,28* 0,046
VLDL (mg/dL) 10,04+0,95 13,05+1,05* 0,046
HDL (mg/dL) 64,11+1,28 61,29+1,67 0,190
LDL (mg/dL) 4,09+1,03 25,2146,02* 0,009
ALT UI/L 32,24+2,25 37,51+3,33 0,213
AST UI/L 71,32+8,77 86,91+9,68 0,249

FGC - Filhote Grupo Controle 25° dia (n=12); FGK - Filhote Grupo Cetogénico 25° dia (n=12); FGC -
Filhote Grupo Controle 60° dia (n=12); FGK - Filhote Grupo Cetogénico 60° dia (n=12). *GC versus

GK na mesma idade, teste estatistico “t” de Student *p<0,05.

Na figura 5 foram descritos os resultados da analise da microbiota intestinal

dos animais de ambos grupos tanto no periodo da

lactagdo quanto no

pos-desmame. E em ambas idades, os animais do FGK apresentaram uma
diminuicdo na quantidade de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. em
comparagao aos animais do FGC, assim como os animais do FGK apresentaram
um aumento de Enterobacteriaceae spp. e Bacteroides spp. em comparagao aos

animais do FGC.
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Figura 5. Efeito da ingestdo de dieta cetogénica nas maes e repercussiao na microbiota
intestinal da prole durante o periodo de lactagao e no pés-desmame. FGC - Filhotes do Grupo
Controle; FGK - Filhotes do Grupo Cetogénico. A - contagem de Lactobacillus spp.; B - contagem de
Bifidobacterium spp.; C - contagem de Enterobacteriaceae.; D - contagem de Bacteroides spp.
Valores representam média + desvio padrdo. ANOVA-two way medidas repetidas seguidas do

pos-teste de Bonferroni, *p<0,05.
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7 DISCUSSAO

Foi utilizado um modelo experimental de dieta cetogénica com um maior
propor¢cao de gordura saturada aplicada em ratas durante o periodo da lactagao
com o objetivo de avaliar por meio da hipétese da plasticidade fenotipica, se ao
consumir dieta com maiores propor¢des de lipidios no periodo critico da vida
poderia promover alteragcbes sobre os padrdes de crescimento, bioquimicos e da
microbiota intestinal da prole ao desmame e quando jovens. Os filhotes do grupo
cetogénico (FGK) apresentaram maior peso corporal no momento do desmame e
uma menor massa corporal aos 60 dias quando comparados aos filhotes do grupo
controle (FGC); e ndo apresentaram alteracbes nas medidas murinométricas, sendo
assim, mostra-se que a dieta cetogénica n&o influenciou o crescimento somatico
desses animais. Mas foi possivel observar altera¢gdes nas quantidades de gordura

visceral e retroperitoneal.

A dieta cetogénica utilizada durante a lactagdo nao alterou os parametros de
crescimento corporal e do cranio da prole no momento do desmame, mas
influenciou a massa corporal durante a fase de aleitamento e de adultos jovens.
Resultados semelhantes foram observados por Franco et al. (2012) e
Cadena-Burbano et al. (2019), onde uma dieta hiperlipidica materna também
promoveu um maior peso corporal e maior porcentagem de ganho de peso na prole
no momento do desmame. Cadena-Burbano et al. (2019) ainda demonstraram
contrastes com o nosso estudo relacionado as medidas murinométricas da prole no
desmame, o estudo apresenta um maior crescimento corporal e do cranio dos

animais.

O nosso estudo mostrou que no momento do desmame, o FGK
apresentavam um maior peso corporal, e segundo as avaliagbes nao apresentavam
nenhum tipo de alteragdo quanto ao crescimento corporal e eixos do cranio; apesar
disso, foi possivel observar alteragdes dos eixos avaliados em dias pontuais durante
a lactacao, o que pode ser visto como uma possibilidade de maior sensibilidade da
prole a dieta cetogénica nesses dias em questdo. Corroborando ao nosso estudo,
Mendes da Silva et al. (2014) ao ofertar dieta hiperlipidica com 52% de lipidios
durante a gestacdo e lactacdo observaram menores dimensdes corporais e

cranianas nos animais ao desmame.
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Pelo fato da dieta cetogénica ter sido ofertada apenas na lactagao, as ratas
deste grupo podem ter armazenado energia durante a lactagdo para a promogéo da
sintese do leite materno. Assim, no periodo perinatal o metabolismo materno é
alterado para maximizar a eficiéncia no armazenamento dos nutrientes e a utilizagao
destes na producdo do leite, garantindo a sobrevivéncia da prole (HERRERA;
AMUSQUIVAR, 2000; HERRERA et al, 2006). Esta maior demanda metabdlica na
producao do leite materno pode ter fornecido maior quantidade de gordura no leite,
garantindo o maior peso corporal do FGK ao desmame. Assim, Butruille et al. (2019)
mostrou que o consumo de gordura é principal fator da programagao metabdlica no
periodo pods-natal relacionado por mudangas drasticas na composicdo do acido
graxo, no leite materno, ocasionando mudanga no peso corporal da prole e aumento

nos depositos de gordura.

Relacionado ao peso dos 6rgaos, ao desmame o FGK além de apresentar
uma maior massa corporal, também apresentava um aumento da deposi¢do de
gordura retroperitoneal. E aos 60 dias, quando os animais deste grupo foram
avaliados novamente, apresentaram um menor peso corporal e elevadas
quantidades de gorduras abdominais. Alguns estudos realizados mostram a relagao
entre o consumo de uma dieta materna rica em gordura e alteragdes quanto o
aumento de peso corporal e tecido adiposo na prole (BAYOL et al., 2008; HOWIE et
al., 2009; ESTADELLA et al., 2011; FRANCO et al., 2012; JACKSON et al., 2012).
Ainda sendo possivel observar casos onde uma dieta materna hiperlipidica gerou na
prole um aumento de gordura abdominal que nao foi acompanhado por aumentos
na massa corporal dos animais (ANGELOCO et al., 2012; POMAR et al., 2017).

As dietas hiperlipidicas oferecem uma maior oferta de lipidios, o que gera ao
organismo uma maior circulagdo de acidos graxos livres que podem ser oxidados e
assim desencadear uma maior sintese de célula adiposa. Assim, a sobrecarga de
nutrientes, principalmente lipidios, € um grande promotor do aumento das células
adiposas viscerais pois apresentam alta capacidade de replicagcdo deste tecido
(TCHKONIA et al., 2013; FERRARA et al., 2019). Isto pode estar relacionado ao
maior teor de tecido adiposo visceral e retroperitoneal no final do experimento no
FGK.
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Além disso, os diferentes tipos de acidos graxos presentes nas dietas podem
resultar em respostas metabdlicas distintas. O nosso modelo dietético com alto teor
de lipidios também proporcionou maior propor¢ao de acido graxo saturado. Estudo
realizado por Cerf (2010) observou relacdo da dieta rica em gordura saturada e
maiores prevaléncias de resisténcia a insulina e do diabetes tipo Il. Ademais, a
resisténcia a insulina estava relacionada com o maior acumulo de tecido adiposo
corporal (AKAGIRI et al., 2008; SAMUELSSON et al., 2008; FRAULOB et al., 2010).
Os resultados deste estudo evidenciam divergéncias na concentragdo da glicose
nas idades de 25 e 60 dias de vida; o que pode ser explicado pela troca de dieta
que ocorreu apos o desmame dos grupos FGC e FGK, onde os mesmos passaram

a consumir a dieta comercial utilizada no biotério até os 60° dias de vida.

Em relacdo aos parametros lipidicos séricos, o FGK apresentou maior
concentracdo de colesterol total, LDL-col, VLDL-col, triglicerideos em comparagao
ao FGC. Ao utilizar dieta hiperlipidica com 46% de lipidios em sua composi¢ao
durante a gestacao e lactagdo, Oliveira et al. (2011), observaram aumento nos
niveis de colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos, VLDL,; contribuindo assim para o

desenvolvimento de doengas metabdlicas na vida adulta.

Santos et al. (2006) relataram que a gordura saturada é o principal fator
determinante para a elevagao do LDL, promovendo também uma maior entrada de
colesterol nessa lipoproteina. Os acidos graxos saturados sdo um fator que contribui
para a dislipidemia e o desenvolvimento da aterosclerose (KITA et al., 2001; LIMA;
COUTO, 2006). Assim como, existe a possibilidade de uma maior produgédo de
triglicerideos pelo figado junto a um menor catabolismo dessa particula, gerando um
aumento nas concentragdes de VLDL (OLIVEIRA et al., 2004). Benatti et al. (2014)
descreveram a ativacgao das vias pro-inflamatorias a partir do consumo de uma dieta
rica em gordura causando um estresse do reticulo endoplasmatico, uma deposi¢cao
lipidica ectdpica, resisténcia a insulina, além de contribuir para a obesidade e os

riscos associados a mesma.

E possivel encontrar achados literarios que demonstram beneficios no
consumo de uma dieta cetogénica, como: controle da massa corporal, no indice
glicémico e taxas de lipidios dos individuos (BOLLA et al., 2019; LI et al., 2022). E

credita-se essas divergéncias com o nosso estudo a uma possivel resposta aos
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estimulos ambientais (dieta cetogénica) em um periodo critico de desenvolvimento
dos animais (lactacdo), gerando desfechos negativos na prole no momento do

desmame e também quando adultos, validando assim a plasticidade fenotipica.

Quanto aos resultados sobre a composicdo da microbiota intestinal sob o
efeito lactacional da dieta cetogénica foi observado que este modelo promoveu
maior colonizacdo de Enterobacteriaceae spp e Bacteroides spp, € uma menor
concentracdo de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp. Este resultado da
microbiota € compativel com a andlise da microbiota materna (resultado nao
descrito neste trabalho, mas ja& comprovado em estudo do nosso grupo de
pesquisa). Assim, nota-se que a identidade da microbiota fecal das maes pode ser
passada para a prole (PAIXAO; CASTRO, 2016; CHONG; BLOOMFIELD;
O'SULLIVAN, 2018).

Em uma concentracdo normal o Lactobacillus spp e o Bifidobacterium spp
atuam com um probidtico, sendo uma espécie de protegcdo para as superficies
gastrointestinais, conferindo beneficios a saude do hospedeiro (DO CARMO et al.,
2020). Entretanto niveis aumentados de Enterobacteriaceae spp e Bacteroides spp
geram desfechos negativos para a saude dos individuos; a familia
Enterobacteriaceae abrange organismos que podem atuar como patégenos e
quando em maior abundancia relaciona-se a disbiose (WINTER et al., 2013;
DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016), além de possuirem propriedades
pré-inflamatérias, contribuindo para o desencadeamento ou exacerbacdo da
resposta inflamatéria do hospedeiro (MORGAN et al., 2012; JALANKA et al., 2020);
e o filo Bacteroidetes também esta relacionado com a contribuicdo no
desenvolvimento das doencas inflamatdrias (VIGSNAES et al., 2012; ILIAZOVIC et
al., 2021).

Estudos realizados com a dieta cetogénica demonstram alteragbes na
diversidade das espécies existentes na microbiota intestinal tanto em humanos
como em ratos, caracterizando assim uma disbiose intestinal, sendo observado
aumento das bactérias nocivas a saude da microbiota e uma diminuicdo das
bactérias benéficas (ZHANG et al., 2018; PAOLI et al., 2019). Além disso, as dietas
ricas em gordura e a disbiose intestinal estdo associadas a processos inflamatoérios
(PAOLI et al., 2019).
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De acordo com o que foi apresentado por varios estudos, dietas ricas em
gordura ou dieta cetogénica com alto teor de gordura saturada estdo associadas a
processos inflamatorios, disbiose intestinal e também a um aumento da deposi¢ao
de gordura. Entretanto, nao foram realizadas avaliacbes das respostas
inflamatorias, o que por sua vez impossibilita avaliar se as alteragdes na microbiota
intestinal possuem alguma ligagdo com as alteragdes encontradas no perfil
bioquimico e o aumento dos depdsitos de gordura, tornando de grande importancia
que a possibilidade da continuidade de pesquisas que estabelecam uma associagao
mais clara da dieta cetogénica com alto teor de gordura saturada e microbiota

intestinal seja estudada.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base no que foi apresentado, pode-se constatar que a dieta cetogénica
materna, rica em gordura saturada, durante a lactagdo levou a disbiose intestinal
tanto materna quanto da prole, estando também associado a hipercolesterolemia e
hipergliceridemia e alteragées na glicemia da prole. Estas alteragdes bioquimicas,
por sua vez, estdo associadas ao aumento dos depdsitos de gorduras abdominais.
Por outro lado, a dieta cetogénica néo interferiu no crescimento das dimensdes

corporais do FGK no momento do desmame.

Os resultados apresentados pelos filhotes do grupo cetogénico aos 60 dias
de vida evidenciam os efeitos crénicos da utilizagdo de uma dieta cetogénica e rica
em gordura saturada durante o periodo lactagdo, o que por sua vez, evidencia a
teoria da plasticidade fenotipica. O estimulo ambiental (dieta cetogénica) durante o
periodo critico do desenvolvimento (lactagdo) teve a capacidade de gerar alteragbes
no perfil bioquimico, aumentou o depdsito de gordura abdominal e alterou a

composi¢ao da microbiota intestinal, ou seja uma disbiose intestinal, nos animais.

No entanto, fica evidente a importadncia de uma adequagao nutricional,
quando tratamos da oferta e da qualidade dos macronutrientes desde o inicio da
vida para a saude da microbiota intestinal e para parametros corporais e
metabdlicos equilibrados, e sabe-se que esses pontos estdo extremamente ligados

a prevencgao de outros danos a saude em um longo prazo.
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Oficio n® 11319

Da Comissao de Elica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para Prof. Giselia de Santana Muriz

Centro de Ciencias da Salde
Departamento de Nutricao/ UFPE
processo n® 1112019

Certificamos que a proposta intitulada * Dieta cetogénica com alto teor de
gordura saturada na lactagdo: efeito sobre a composicdo corporal,
bioquimica e da microbiota intestinal na prole de ratos jovens.”, registrado
com o 111/2019 sob a sponsabilidade de Prof. Giselia de Santana Muriz 0 que
envolve a produgado, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.809, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO (UFPE). em reunido de 03/12/2019

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

[Vigéncia 0a autonzacso 0371272019 A 031272021

Espécefinhagem/raca Rato heterogénico

N° de animass 1

Pesolidade 90 a 120 dias e filhotes das ratas/225-
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Sexo Macho (160) & (30) Femeas

Origem: Biotério de Criacio Bioterio de criagdo do Departamento
de Nutricdo da UFPE.

Destino: Biotério de Experimentagso Bioténo de cngao do Departamento
de Nutricdo da UFPE




	Dieta Cetogênica durante a lactação: Avaliação do crescimento, perfil bioquímico e microbiota intestinal na prole de ratos jovens
	1623fb20730c05c46abb5d721d153d49b485ccaf5ec34022f0fe168fa41b66d5.pdf
	Dieta Cetogênica durante a lactação: Avaliação do crescimento, perfil bioquímico e microbiota intestinal na prole de ratos jovens

