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RESUMO

Introdugao: A obesidade é resultado de um desequilibrio energético e tem sido
considerada uma epidemia devido ao seu numero crescente nos ultimos anos.
Classificada como uma doenca inflamatéria crénica de baixo grau, a obesidade possui
comorbidades associadas. Assim, estratégias nutricionais sdo utilizadas com a
finalidade de perda de peso, destacando as dietas low carb, dieta cetogénica e jejum
intermitente. Essas estratégias podem levar a adaptagdes metabdlicas e
comportamentais, estimulando diferentes vias bioquimicas. No entanto, ndo se tem
estudos dos efeitos dessas estratégias no sistema nervoso central, sendo necessarios
novos estudos a respeito dessa tematica. Objetivo: Avaliar parametros
neuroinflamatorios e neuroquimicos em camundongos submetidos a dieta low carb,
dieta cetogénica e jejum intermietente. Métodos: Camundongos machos da linhagem
Swiss, com 60 dias de vida, foram divididos em 4 grupos: grupo controle, grupo low
carb, grupo dieta cetogénia e grupo jeum intermitente. O experimento teve duragéo
de 15 dias. O peso corporal foi mensurado semanalmente e o consumo alimentar a
cada 48h. Apds a morte dos animais, a gordura visceral foi removida e pesada, bem
como o cérebro foi isolado para analise inflamatodria e bioquimica. Resultados: O uso
das estratégias low carb, dieta cetogénica resultaram no ganho de peso, acumulo de
gordura mesentérica, epididimal e retroperitonial, sem diferengas significativas para
jejum intermitente. Quanto aos parametros inflamatoérios avaliados nas estruturas
cerebrais, houve reducdo de IL-1B e IL-16. Com relacdo a dano oxidativo houve
aumento de fluorescéncia de difluoresceina (DCF) e carbonil, assim como, niveis
elevados de superoxido dismutase (SOD) e glutationa (GSH). Conclusdo: Os
resultados encontrados mostram que o uso das estratégias low carb, dieta cetogénica
e jejum intermitente ndo levam a dano neuroinflamatério, mas apresentam dano a

nivel de estresse oxidativo.

Descritores: Obesidade; Estratégias nutricionais; Dieta low carb; Dieta cetogénica;

Jejum.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is the result of an energy imbalance and has been considered
an epidemic due to its increasing number in recent years. Classified as a low-grade
chronic inflammatory disease, obesity has associated comorbidities. Thus, nutritional
strategies are used for the purpose of weight loss, highlighting low carb diets, ketogenic
diet and intermittent fasting. These strategies can lead to metabolic and behavioral
adaptations, stimulating different biochemical pathways. However, there are no studies
on the effects of these strategies on the central nervous system, and further studies
on this topic are needed. Objective: To evaluate neuroinflammatory and
neurochemical parameters in mice submitted to a low carb diet, ketogenic diet and
intermittent fasting. Methods: Male Swiss mice, 60 days old, were divided into 4
groups: control group, low carb group, ketogenic diet group and intermittent jeum
group. The experiment lasted 15 days. Body weight was measured weekly and food
consumption was measured every 48 hours. After the animals died, visceral fat was
removed and weighed, and the brain was isolated for inflammatory and biochemical
analysis. Results: The use of low carb strategies, ketogenic diet resulted in weight
gain, accumulation of mesenteric, epididymal and retroperitoneal fat, with no significant
differences for intermittent fasting. As for the inflammatory parameters evaluated in the
brain structures, there was a reduction of IL-1f and IL-16. Regarding oxidative
damage, there was an increase in difluorescein (DCF) and carbonyl fluorescence, as
well as high levels of superoxide dismutase (SOD) and glutathione (GSH).
Conclusion: The results found show that the use of low carb strategies, ketogenic diet
and intermittent fasting do not lead to neuroinflammatory damage, but present damage

at the level of oxidative stress.

Descriptors: Nutrition; Nutritional strategies; Low carb diet; Ketogenic diet; Fast.



15

LISTAS

Lista de abreviaturas:

AgRP — Proteina relacionada a Agouti (do inglés: Agouti-related protein)
ANOVA — Analise de variancia

ARQ — Nucleo Arqueado

ATP — Adenosina Trifosfato

BHE — Barreira hematoencefalica

BIA — Bioimpedancia elétrica

CART - Transcrito e Regulado por Cocaina e Anfetamina (do inglés: cocaine- and
amphetamine-regulated tran- script)

CAT - Catalase

CEUA — Comissao de Etica no Uso de Animais

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
DBCA — Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao de Animais em Atividades
de Ensino ou de Pesquisa Cientifica

DCNT — Doengas Crdénicas Nao Transmissiveis

DM2 — Diabetes Mellitus tipo 2

DCF - Fluorescéncia de difluoresceina

DCFH-DA - Diacetato de diclorohidrofluoresceina 2’7’

DNA — Acido Desoxirribonucleico (do inglés: desoxyribonucleic acid)
ELISA — Ensaio de Imunoabsorgao Enzimatica (do inglés: Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

ERO — Espécies Reativas de Oxigénio

GPx — Glutationa Peroxidase

HDL — Lipoproteina de Alta Densidade (do inglés: high density lipoprotein)
IBGE - indice Brasileiro de Geografia e Estatistica

IL- 2 — Interleucina 2

IL- 6 — Interleucina 6

IL-10 — Interleucina 10

IL-1B — Interleucina 1 beta

IMC — indice de Massa Corporal

LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade (do inglés: low density lipoprotein)
NPY — Neuropeptideo Y



16

OMS - Organizacado Mundial da Saude

PCR — Proteina C Reativa

POMC — Pré-opiomelanocortina

RCQ — Relagao Cintura Quadril

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superoxido Dismutase

TBARS — Substancias Reativas ao Acido tiobarbiturico (do inglés: thiobarbituric acid
reactive substances)

TCM — Triglicerideos de cadeia média

TG — Triglicerideos

TNF-a — Fator de Necrose tumoral alfa (do inglés: tumor necrosis factor-a)

UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina

UNISUL — Universidade do Sul de Santa Catarina

VCT — Valor caldrico total da dieta

VIGITEL - Vigilancia de Fatores de Risco e prote¢cao para Doencas Crénicas por

Inquérito Telefbnico

Lista de quadros:

Quadro 1 - Distribuicao dos macronutrientes nos diferentes tipos de dieta

(03] (oT0 1= o [ Tox= PSSP 32
Quadro 2 - Protocolos de jejum intermitente...........cccocvevevieninininiciceeeeeee 34
Quadro 3 - Componentes e porcentagem das dietas utilizadas. .........cccccevcvevvecirnennee. 38
Quadro 4 - Variaveis de eStUdO..........ccccvirieiiiniicrcc e 40

Lista de figuras

Figura 1 - Inflamacéao crénica na obesidade e sua relagdo com ERO e disfuncao

a1 e oTe] gTo [ =1 OO UP USRS 26
Figura 2 - Geragao de espécies reativas de oxigénio na mitocondria. ...........ccceeuee.... 27
Figura 3 - Vias de suporte energético na dieta low carb. .........cccoecvevvecieceviccecceceeee 29

Figura 4 - Vias simplificadas do metabolismo das cetonas durante uma dieta
(o= (oo 11 o1 {7 TSNS 31

Figura 5 - Estagios metaboliCOS NO JEJUM........cceiiiiiiiiiie e 33



17

Figura 6 - Desenho metodoldgico do experimento. Descrigdo grafica da metodologia

UIZAAA. ..ottt ettt bbbt 37
SUMARIO
1. INTRODUGAOD ...ttt eaennanas 19
1.1 REFERENCIAL TEORICO ..ot 21
1.1.1 Obesidade: conceito, epidemiologia e diagnéstico ......................ccuvunnnneee 21
1.1.2 Fisiopatologia da obesidade ....................ccccuiiiiiiiiiiie 22
1.1.3 Estratégias nutricionais para obesidade...........................cccciiiiii 28
1.1.4 Dieta low Carb .............oooiiiiiii 28
1.1.5 Dieta CEtOgENICA ...........uuiiiiiiiiiiiiii e 30
1.1.6 Jejum intermitente..................uuiiiiiiiiiii 32
2. OBUETIVOS ...ttt e e e et e e e e e e e e e e et e e e e ansaeeeeeanneneeaeaan 35
2.1 OBJETIVO GERAL ...ttt e e e e e 35
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
B.METODOS ...ttt n et n et en s 36
3.1 TIPO DE ESTUDO ...ttt ettt e e e et e e e e nnnneeeeeenees 36
3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS ... 36
BL3 ANIMALS ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nees 36
3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....ociiiiiiiiee e 37
3.4.1 Consumo alimentar e peso corporal ..............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 38
3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS .....oooieoeeeeeeeeee e 38
3.5.1 Remogao e armazenamento dos tecidos ...................ocooiiii i 38
3.5.2 Pesodagordura visceral.................ooiiiiiiiiiii 39
3.6 PARAMETROS INFLAMATORIOS E BIOQUIMICOS .......coooirieieeiiniiincicieeenns 39
3.6.1 Parametros de inflamagao...................oooo o 39
3.6.2 Dano oXidatiVo.............oooiiiiiiii 39

3.6.3 Atividade de enzimas antioXidantes ...........c.coooviiiieii i 40



18

3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO........ootiuiieeeeeeetce ettt eees e 40
3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS.........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenans 41
3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA ......cooviiieieeeeeieietee e 41
4. ARTIGO ... e 43
5. CONSIDERAGOES FINAIS ...........cooooiitiiiieeeiieeeteeeteee e 45
REFERENCIAS ..ot n e, 46

ANEXOS e 58



19

1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doencga crénica nao transmissivel que tem afetado uma
grande fracdo da populacdo mundial'. E considerada uma epidemia global que
prejudica, consideravelmente, a saude publica, pois estd associada ao
desenvolvimento de uma série de outras doencgas, impactando na qualidade de vida
e longevidade?3.

Considerada uma doenga complexa e multifatorial, a obesidade envolve fatores
genéticos, comportamentais, socioeconémicos e ambientais. Apesar da ampla
variedade de fatores etioldgicos, a obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido
adiposo, proveniente do consumo exacerbado de calorias, levando a um desequilibrio
entre a ingest&o e o gasto de energia*®.

Nesse sentido, quando existe o consumo excessivo de calorias, essas sao
armazenadas em forma de gordura no tecido adiposo, podendo culminar em um
processo inflamatoério continuo, por consequéncia, estimulando a producao elevada
de citocinas pro-inflamatérias. Dessa forma, alteragdes na secregcao dessas citocinas
podem afetar varios sistemas e 6rgaos, potencializando a resposta inflamatdria,
ocasionando o surgimento de diversas complicagdes relacionadas a obesidade®.

A inflamagao em individuos com obesidade pode comprometer a sinalizagao de
hormonios moduladores do apetite tais como: insulina, leptina e grelina, provocando
a desregulagdo da ingestao alimentar e reconhecimento da saciedade, como ainda
um maior armazenamento de gordura’. No entanto, a obesidade n&o acarreta em
alteragdes apenas nos tecidos periféricos, mas também no Sistema Nervoso Central
(SNC) resultando em neuroinflamagao, que afeta inicialmente o hipotalamo e,
posteriormente, se estende a outras estruturas cerebrais, como hipocampo, estriado
e cortex pré-frontal®.

Nesse sentido, a inflamacao presente na obesidade leva a produgao excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO), resultando no desequilibrio entre a produgao
de ERO e sua eliminagao, tendo como consequéncia a geragao do estresse oxidativo,
capaz de influenciar na sobrevivéncia dos neurénios dando origem a disturbios
neurologicos associados ainflamagéo®'%. As mitocondrias sdo organelas que
fornecem energia celular''. No entanto, sdo as mitocondrias a principal fonte de ERO,
produzido devido ao vazamento de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial'2.

Dessa forma, no tecido adiposo, a obesidade induz o estresse oxidativo por meio da
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fosforilagdo oxidativa mitocondrial disfuncional, agravando o estado inflamatorio
presente na obesidade®.

Considerando que a perda de peso esta relacionada ao balango energético
negativo, as intervengdes nutricionais como dieta low carb , dieta cetogénica e jejum
intermitente estédo sendo adotadas como estratégias para redugdo do peso corporal’3-
5. Nesse sentido, a dieta low carb é uma estratégia nutricional baseada na restrigéo
do consumo de carboidratos, tendo como consequéncia a redugao dos niveis de
glicose no sangue e a baixa liberagao de insulina, induzindo a produgéo de energia
através dos estoques de gordura armazenados no corpo'®. Ja a dieta cetogénica é
uma estratégia alimentar rica em gordura, com restricdes drasticas no consumo de
carboidratos (menos de 50g/dia), induzindo a grande produgao de corpos cetdnicos,
que servem como combustivel de energia alternativo, reduzindo os niveis de insulina
no sangue e, consequentemente, perda de peso'’. Por outro lado, o jejum intermitente
€ um protocolo alimentar que intercala periodos de ingestdo com periodos de jejum.
O objetivo desta estratégia € fazer com que o corpo utilize gordura como fonte de
energia. Sendo assim, uma janela de alimentacao reduzida dificulta a ingestao de um
volume alimentar excessivo. Resultando em um déficit calérico e promovendo a perda
de peso’®.

Embora o uso de estratégias nutricionais demonstre resultados positivos na
perda de peso, pelo fato de restringir o consumo de alguns nutrientes, pode interferir
significativamente na homeostase do organismo, além de causar sérios transtornos
alimentares. Salienta-se ainda que grande parte dessas estratégias ndo possuem
estudo a longo prazo sobre alteragbes a niveis cerebrais’®2",

Por fim, este estudo busca elucidar quais as possiveis alteracdes
neuroinflamatdrias e neuroquimicas no uso das estratégias low carb, cetogénica e
jejum intermitente, visto que, a restricdo alimentar e ndo oferta de alguns nutrientes
podem acarretar em consequéncias para o SNC, havendo necessidade de ampliar os

estudos nesta tematica.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade: conceito, epidemiologia e diagnéstico

A obesidade é reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
uma epidemia mundial e um problema de saude publica, acometendo as diversas
faixas etarias??. Definida pelo acimulo de gordura corporal, a obesidade possui
etiologia multifatorial, incluindo fatores genéticos, ambientais, psicolégicos e sécio
econdmicos, condicionada principalmente pelo desequilibrio do consumo alimentar e
gasto energético?3?’. Além disso, por ser considerada uma Doenga Crbnica Nao
Transmissivel (DCNT), a obesidade pode ser causa ou consequéncia de outras
doencas, tais como: Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, hipertensao, doengas
cardiovasculares, esteatose hepatica ndo alcodlica, entre outras doengas a nivel de
SNC, que levam ao comprometimento cognitivo?82°.

Mundialmente a obesidade € uma das doengas que mais tem crescido, tanto
em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento3. Cerca de 33% da
populagdo mundial estd com sobrepeso ou obesidade?'. A projecdo para 2025 é que
mais de 2,3 bilhdées de individuos adultos estejam acima do peso (sobrepeso), sendo
que desses, 700 milhdes de pessoas estardo com diagnostico de obesidade®2. No
Brasil, segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude, publicado pelo Instituto
Nacional de Geografia e Estatistica (IBGE), o percentual de pessoas com obesidade
teve um aumento expressivo passando de 12,2%, entre 2002 e 2003, para 26,8% em
201933, A pesquisa de Vigildancia de Fatores de Risco e protegdo para Doengas
Crbénicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) demonstrou que mais da metade da
populagao (55,7%), se encontra com excesso de peso, sendo 19,8% obesos. Quando
comparado o género, os homens apresentam maior percentual de excesso de peso,
em contrapartida, as mulheres apresentam maior indice de obesidade, com 20,7%,
em relagdo aos homens 18,7%34.

O excesso de peso pode ser verificado por meio do indice de Massa Corporal
(IMC), método mais utilizado para o diagnéstico precoce de sobrepeso e obesidade,
obtido por meio do peso corporal, aferido em quilogramas, dividido pela altura ao
quadrado, medida em metros (kg/m?). Valores entre 25,0 e 29,9 sao considerados
sobrepeso, acima de 30,0 se enquadram como diagndstico de obesidade. No entanto,

o IMC nao distingue a massa de gordura da massa muscular, assim como também
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nao reflete o grau de gordura das diferentes faixas etarias, devido as diferentes
proporcdes corporais. Apesar de suas limitagdes, trata-se de um bom indicador e facil
de ser aplicado nos individuos®.

Além do IMC, existem outras estratégias que avaliam a composig¢ao corporal do
individuo, como a medigdo de pregas cutaneas, Relagdo Cintura/Quadril (RCQ) e
exames de Bioimpedancia elétrica (BIA), sendo esses praticos e de baixo custo36-38,
Em alternativa, exames como ultrassonografia, tomografia e ressonancia magnética
também s&o capazes de mensurar a composigao corporal, porém, sao métodos de

alto custo, mas que sdo capazes de demonstrar resultados mais precisos3°4°,

1.1.2 Fisiopatologia da obesidade

A obesidade € uma doenga decorrente de um desequilibrio energético entre a
ingestdo e o gasto caldrico, resultando no armazenamento de energia em forma de
gordura, capaz de promover uma inflamagao cronica de baixo grau*'. Contudo, ndo
se pode limitar a etiologia desta doenga apenas ao comportamento alimentar, é
preciso considerar as questdes ambientais, genéticas e estilo de vida do individuo*?.

Nesse sentido, sdo crescentes os estudos a fim de aumentar o conhecimento
acerca da fisiopatologia da obesidade, possibilitando promog¢ao e prevengcao da
saude*®. Portanto, uma alimentagdo nutricionalmente adequada rica em frutas e
hortalicas, ajustada em micronutrientes e macronutrientes, contribuem para a
homeostase do organismo. Em contrapartida, o consumo de alimentos
industrializados levam ao consumo de elevadas quantidades de calorias, resultando
no desequilibrio energético, podendo comprometer os mecanismos de fome e
saciedade, favorecendo o consumo excessivo dos alimentos e aumentando o risco de
obesidade*.

A ingestao elevada de alimentos pode estar relacionada a alteragdes dos niveis
hormonais, tais como: insulina, leptina e grelina*®. Os horménios sdo considerados
mensageiros quimicos que regulam as muitas fungbes do organismo, como o
processo de apetite, armazenamento de gordura e os niveis de glicose no sangue’. O
desequilibrio e a desregulagado desses horménios podem comprometer a homeostase
energética do corpo®.

A insulina € um hormdnio responsavel por gerar energia através da captagao

da glicose?*’. Secretada pelas células B pancreaticas, a insulina é liberada na corrente
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sanguina apos o aumento pos-prandial de glicose no sangue, acessando todos os
tecidos do corpo, incluindo o cérebro*®. No entanto, a resisténcia a agéo da insulina é
uma condi¢cdo patologica presente na obesidade, no qual os tecidos-alvos nao
conseguem responder a insulina em niveis fisiolégicos, devido ao comprometimento
da sinalizagdo deste horménio. Nesse sentido, a obesidade ndo induz apenas
resisténcia periférica a insulina, mas também a resisténcia a insulina no cérebro.
Desse modo, a obesidade compromete a sensibilidade e a entrada de insulina no
cérebro via Barreira Hematoencefalica (BHE)*%-°0,

Por outro lado, produzida e secretada pelo tecido adiposo, a leptina € um
hormonio que desempenha papel crucial na homeostase do peso corporal, atuando
em células neuronais do hipotalamo, promovendo a redugao da ingestao alimentar e
o aumento do gasto de energia®'. No entanto, com o aumento da adiposidade em
individuos com obesidade, os niveis de leptina circulantes encontram-se elevados,
podendo culminar no desenvolvimento de resisténcia a leptina central, ao nivel do
transportador especifico via BHE. Dessa forma, uma quantidade menor de leptina
chegara ao cérebro, com consequente redugdo na via de sinalizagdo, que
compromete o controle do peso corporal via centro da saciedade®%°3.

Atuando juntamente com a leptina na homeostase energética, a grelina € um
hormonio secretado pelo estbmago na corrente sanguinea. Logo, € transportado para
o cérebro, chegando até a regiao hipotalamica responsavel pela regulagcédo do apetite
e de outros processos metabdlicos®-%6. Sendo assim, os niveis circulantes de grelina
aumentam nos periodos de jejum, reduzindo imediatamente apdés a ingestédo
alimentar. Dessa forma, em individuos com obesidade os niveis plasmaticos de
grelina sdao menores e as flutuagcdes relacionadas as refeicbes sdao anuladas na
obesidade, em resposta a altas ingestdes alimentares. No entanto, a falta de
supressdo da grelina apdés uma refeicdo pode fornecer um impulso orexigénico
consistente, capaz de levar ao desequilibrio na ingest&o alimentar®”:58,

Neste contexto, os hormdnios insulina, leptina e grelina influenciam diretamente
no nucleo arqueado (ARQ), presente no hipotalamo. Assim, os neurdnios pré-
opiomelanocortina (POMC) e transcrito e regulado por cocaina e anfetamina (CART)
possuem efeitos anorexigenos, acelerando o processo metabodlico e reduzindo o
apetite. Com efeitos antagonistas, o neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionado a
Agouti (AgRP) agem como orexigeno, estimulando o apetite e desacelerando o gasto

energético®60,
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Dessa forma, a insulina e a leptina modulam a atividade de subconjuntos
neuronais especificos, inibindo a atividade de neuropeptideos orexigenos NPY e a
proteina AgRP, ativando POMC e CART, reduzindo o apetite e aumentando o gasto
de energia®' 2. Em contrapartida, a grelina aumenta apetite pela ativagdo de
neurdnios orexigénos como AgRP e NPY, inibindo POMC e CART estimulando a
ingestdo de alimentos. No entanto, em condi¢des obesogénicas a sinalizagdo da
insulina, leptina e grelina tornam-se prejudicadas, comprometendo a funcionalidade
desses hormonios®263,

Nesse sentido, levando em consideracdo as alteragdes hormonais,
complicacdes relacionadas a obesidade estdo associadas ao desequilibrio no centro
da saciedade, resultando na maior ingest&o alimentar e no ganho de adiposidade®45%,
Portanto, a elevacdo da massa adiposa que ocorre na obesidade € determinada via
hipertrofia e/ou hiperplasia. Uma vez que a hipertrofia representa o excesso de
gordura armazenado dentro do adipdcito, a hiperplasia corresponde a proliferagéo de
células adiposas®®.

No entanto, essas alteragbes causadas tanto por hipertrofia quanto por
hiperplasia, levam ao comprometimento da vascularizagdo, que reduzem a chegada
de oxigénio no tecido, resultando em hipdxia celular®’-°. Dessa forma, em condigdes
obesogénicas, a hipoxia esta associada a inflamacado cronica de baixo grau,
caracterizada pela transformagdo de mondcitos em macrofagos no tecido adiposo,
que estimulam a secregao de citocinas pré-inflamatdrias tais como Interleucina 1 beta
(IL-1B), Interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF- a)88.70.71,

A inflamacéao crénica e de baixo grau presente na obesidade pode se tornar
sistémica, estendendo-se dos tecidos periféricos para o cérebro’?. O balango
energético positivo durante a obesidade promove um estado inflamatério no SNC,
comprometendo a homeostase cerebral’3. Considerado um 6rg&o imunoprivilegiado,
o SNC possui a presenga da BHE, uma barreira que controla rigorosamente as trocas
de substancias do sangue da periferia para o SNC. No entanto, em individuos com
obesidade ocorre o aumento da permeabilidade da BHE, permitindo que citocinas proé-
inflamatdrias adentrem o SNC, assim como, a infiltragdo de mondécitos periféricos no
cérebro’™, desencadeando o processo de neuroinflamagéo’’6. Dessa forma, a
neuroinflamacado induzida pela obesidade pode culminar em prejuizos no
hipotalamo’’, estendendo-se a outras areas cerebrais como hipocampo’8, estriado e

cortex pré-frontal’®.
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No SNC, o hipotalamo é a estrutura cerebral que da inicio ao processo de
neuroinflamacgéo’’.0 desequilibrio nas sinalizagbes no hipotalamo por meio dos
horménios leptina e grelina causam uma fisiopatologia diversa incluindo o
desequilibrio no ganho de peso, levando a homeostase energética inadequada®t. No
hipocampo, a plasticidade sinaptica pode ser conceituada e definida em varios niveis
e funcdes de eventos bioquimicos referente as respostas comportamentais, como
aprendizagem, memoéria e humor’®. Nesse sentido, ha uma série de evidéncias
relacionando obesidade com comprometimento cognitivo, afetando a morfologia e
estruturas das sinapses do hipocampo®. O estriado e o cortex pré-frontal sdo
consideradas regides do SNC responsaveis pelo sistema de recompensa, além de
estarem envolvidos no controle da ingestdo alimentar e da homeostase energética.
Nesse sentido, o comprometimento do estriado e do cortex pré-frontal na obesidade
leva a disturbios alimentares, aumentando a motivagao para recompensa relacionada
a comida®.

Na obesidade, a liberagdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1B e IL-6, sdo responsaveis pela elevada producdo de ERO, produzido
continuamente no corpo via metabolismo oxidativo e bioenergética mitocondrial'282.
As mitocondrias s&o a principal fonte de producdo de ERO, gerado através do
escapamento de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial, devido a uma diminuigao
da taxa de fosforilagdo mitocondrial’®. Desse modo, o aumento na produgdo ERO
mitocondriais esta associado ao agravamento da inflamagéo e ao estresse oxidativo®

(ver Figura 1).
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Figura 1 - Inflamac&o crénica na obesidade e sua relagcdo com ERO e disfungao
mitocondrial.
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Legenda: ERO = Espécie Reativa de Oxigénio; IL-1B= Interleucina 1 beta; IL-6= Interleucina 6; TNF-
a= Fator de Necrose Tumoral Alfa

O estresse oxidativo é oriundo de um desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes, resultante da produgcdo exacerbada de ERO®. Os oxidantes e
antioxidantes desempenham papel fundamental nos mecanismos bioquimicos na
fungéo fisiologica e sinalizagdo celular. O termo antioxidante esta relacionado a
substancia que doa elétrons, enquanto um oxidante refere-se a uma substancia que
aceita elétrons®*. Dessa forma, o desequilibrio entre os agentes oxidantes e
antioxidantes presentes na obesidade pode estar associado a dano celular pela
oxidacdo de constituintes celulares, como lipideos, proteinas e acido
desoxirribonucleico (DNA), comprometendo a funcionalidade celular®>. Embora a
producao de ERO seja um processo fisioldgico, sua superproducao pode causar
riscos a saude quando associado a diminuicdo dos mecanismos de defesa efetuados
pelas enzimas antioxidantes tais como, superoxido dismutase (SOD), calatase (CAT)
e glutationa peroxidade (GPx). Essas enzimas atuam como sequestradores de
oxidantes e, por consequéncia, fazem a neutralizagéo dos radicais livres82:85.86,

Considerando que o estresse oxidativo leva a danos lipidicos e proteicos, e a

mitocéndria é formada por fosfolipidios, o estresse oxidativo pode levar a funcao
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mitocondrial prejudicada, uma vez que sdo responsaveis por processos metabalicos
energéticos, sobrevivéncia e morte celular®’. As mitocondrias s&o organelas
intracelulares que desempenham fung¢des de produzir energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP), via metabolismo oxidativo de nutrientes usando duas etapas
principais, oxidagdo de NADH e/ou FADH2 produzidos durante a degradacédo de
carboidratos, lipidios e proteinas, por meio da acdo combinada no ciclo de Krebs e

fosforilagdo oxidativa na cadeia respiratéria mitocodrial® (ver Figura 2).

Figura 2 - Geragao de espécies reativas de oxigénio na mitocéndria.
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Diante do exposto, diversas estratégias nutricionais tem como objetivo melhorar
parametros de composi¢cao corporal, sendo usadas para prevenir e controlar a
obesidade®>?. No entanto, é preciso estar atento aos efeitos colaterais das
intervengdes nutricionais como dieta low carb%, dieta cetogénica® e jejum
intermitente®® | uma vez que essas estratégias tem em comum a restricdo de
carboidratos e o cérebro prioriza a glicose como fonte de energia® 101,

Por fim, o uso das estratégias de dieta low carb, dieta cetogénica e jejum

intermitente trazem evidéncias benéficas associadas a perda de peso, modulagao de
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horménios reguladores de apetite, melhora do perfil lipidico e dos niveis glicémicos.
Entretanto, a restricdo alimentar pode ocasionar déficit de ingestdo de alguns
nutrientes, podendo acarretar consequéncias a longo prazo para o SNC, com

necessidade de ampliar os estudos dessas estratégias.

1.1.3 Estratégias nutricionais para obesidade

O ato de se alimentar é indispensavel para manter as fungdes fisioldégicas do
organismo, envolvendo também conotagdes simbdlicas, sendo influenciada por
fatores psicologicos e socioculturais. No entanto, a ingestédo excedente de calorias
esta vinculada a principal causa de obesidade nos individuos, associada a um estilo
de vida, alimentacdo inadequada e a ma distribuicdo de nutrientes. Atualmente, a
preocupacao com o bem-estar e a saude tem aumentado a procura por mudangas no
estilo de vida através de uma alimentagéo equilibrada’02103,

Intervengdes nutricionais como a dieta low carb, dieta cetogénica, e jejum
intermitente tem sido bastante usadas para redugcédo do peso corporal. No entanto,
essas estratégias além de serem consideravelmente restritivas, podem apresentar
déficit de vitaminas e minerais em sua composi¢ao, ocasionando possiveis alteracoes
fisioldgicas, riscos nutricionais e transtornos alimentares'%3,

Nesse sentido, ampliar os estudos sobre a efetividade das dietas restritivas no
tratamento da obesidade é fundamental, tendo assim um embasamento cientifico e
responsavel em relacdo aos efeitos dessas estratégias nutricionais. Dessa forma,
estimulando mudanga nos habitos alimentares, assim como, prevenindo e

promovendo satde 04105,

1.1.4 Dieta low carb

A dieta low carb é uma estratégia nutricionalmente baseada na reducéo do
consumo de carboidratos, especialmente os agucares refinados, aumentando o
consumo de gorduras insaturadas. Usualmente, as recomendagdes sobre o consumo
de carboidratos sdo de 45% - 60% das necessidades energéticas diarias.
Considerando uma dieta com baixo teor de carboidratos, recomenda-se que seja
consumido <45% de calorias derivada de hidratos de carbonos, com valores abaixo
de 130g/dia'%6.107,
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Os mecanismos envolvidos na perda de peso na dieta low carb estdo
associados a uma reducédo do consumo de carboidratos, com aumento do consumo
de proteinas e gorduras'®. A restricdo de carboidratos diminui a disponibilidade de
glicose e concentragéo de insulina no sague'%, reduzindo as reagdes de glicdlise e a
degradagao de acido piruvico no ciclo de Krebs, culminando menor produgao de ATP
na cadeia respiratéria mitocondrial onde se da a fosforilagdo oxidativa''®. Dessa
forma, a producéo insuficiente de ATP pela oxidagédo da glicose promove o0 aumento
na circulagao de acidos graxos livres, utilizados como reserva na produgao de energia
pela oxidagao lipidica'®. Este processo estimula o organismo a intensificar a oxidagéo
de gordura e aumentar o gasto energético, resultando na perda de peso '%(ver Figura
3).

Figura 3 - Vias de suporte energético na dieta low carb.
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Diante do exposto, a dieta low carb quando executada corretamente gera perda

de peso. No entanto, apesar dos resultados serem positivos, € preciso estar atento,
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buscando sempre manter a homeostase corporal, a fim de trazer resultados
promissores na perda de peso e suprindo as necessidades nutricionais de forma

individualizada'".

1.1.5 Dieta cetogénica

A dieta cetogénica € uma estratégia amplamente conhecida no tratamento de
varias doengas, demonstrando eficacia para perda de peso, com resultados positivos
a curto e médio prazo no combate a obesidade''2. Diferente da dieta low carb, a dieta
cetogénica tem uma redugao no consumo de carboidratos ainda mais expressiva, com
ingestdo menor de 50g por dia, e um aumento relativo nas proporgdes de gordura.
Essa restricdo de carboidratos induz o organismo a gerar energia pela oxidagdo de
gordura, aumentando a produgéo de corpos ceténicos 06113,

Os corpos cetdnicos sdo compostos organicos que possuem em sua estrutura
um grupo carbonila. Produzidos principalmente pelas mitocondrias nos hepatocitos,
os corpos cetbnicos podem ser divididos em trés tipos: acetoacetato, acetona e B-
hidroxibutirato. Os niveis circulantes de cetonas s&o controlados pelos horménios
insulina e glucagon, uma vez que glucagon induz a cetogénese, enquanto a insulina
retarda a formacg&o de cetonas''*. O processo de cetogénese inicia-se com a lipolise
de acidos graxos em acidos graxos livres, que sao transportados dos adipdcitos para
os hepatécitos e oxidados em acetil coenzima A (CoA). No entanto, para obter energia
através de corpos cetdnicos, o acetil CoA oriundo da cetélise de B-hidroxibutirato e
acetoacetato, passa pelo ciclo de Krebs e é posteriormente oxidado na formacao de
ATP. Dessa forma, por serem capazes de ultrapassar a BHE, os corpos cetdnicos
tornam-se uma fonte de energia alternativa para os tecidos, incluindo o SNC'°® (ver

Figura 4).
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Figura 4 - Vias simplificadas do metabolismo das cetonas durante uma dieta
cetogénica.

Acido graxo livre
N2
\,Vv \ ) A><
— | acil-CoA graxo |‘>| Acil-CoA graxo B-Oxidagdo, Acetil-CoA
Adipdcito l
Acetoacecil CoA

B-hidroxibutirato |<—| Acetoacetato |—>| Acetona

Mitocondria

Hepatécito
CETOGENESE
|[5—hidroxibu1irato| | Acetoacetato |
Sangue J
| B-hidroxibutirato | | Acetoacetato

| \ Acetoacecil

CoA

Q Ciclo de Krebs Acetil-CoA /

Célula ndo hepatica

CETOLISE
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Diante do exposto, a dieta cetogénica tem sido usada como terapia para
diversos disturbios metabdlicos, tais como obesidade, DM2 e algumas doencas
neurologicas''®. No entanto, surgiram diferentes tipos de dietas cetogénicas ao longo
dos anos, sao elas: dieta cetogénica classica, dieta cetogénica com triglicerideos de
cadeia média, dieta de Atkins modificada e dieta de baixo indice glicémico. Com intuito
de melhorar o cumprimento da dieta, essas modificacées tém por objetivo deixa-las
mais palataveis e diversificadas. Essas variagdes podem ser melhor observadas no

quadro 199,



32

Quadro 1 - Distribuicdo dos macronutrientes nos diferentes tipos de dieta cetogénica.

Lipideos TCM Proteinas  Carboidratos
Tipo de dieta
% VCT %VCT %VCT % VCT
Cetogénica Classica 90 - 10 10
Cetogénica com
11 60 10 19
TCM
Cetogénica Atkins 60-70 - 20-30 6
Cetogénica com
Alimentos
carboidratos de 35-40 - 15-20
IG <50
baixo IG

Fonte: Adaptado de Nutricia, 2017%. IG: indice Glicémico. TCM: Triglicerideos de cadeia média. VCT:
Valor caldrico total da dieta.

Apesar das variagbes de composicao da dieta cetogénica, muitos estudos
demonstram seu efeito positivo para perda de peso'”-'17:118_ Diante do exposto, a dieta
cetogénica pode ser uma estratégia eficaz na perda de peso, além de melhorar

paradmetros bioquimicos e possuir efeitos neuroprotetores’*?:120,

1.1.6 Jejum intermitente

O jejum intermitente constitui uma estratégia de intervengdo nutricional
caracterizada pela diminuigdo da ingestdo alimentar. Esta estratégia € utilizada por
milénios pelos mulgumanos durante os periodos de Ramada que, por 30 dias
consecutivos, jejuam do amanhecer até o poér do sol, totalizando apenas duas
refeigdes por dia. Alguns estudos observaram que, ao final desse periodo do Ramada,
havia uma melhora no perfil lipidico, com aumento de lipoproteina de alta densidade
(HDL), diminuigao de lipoproteina de baixa densidade (LDL), assim como, diminui¢ao
da massa gorda e melhora da frequéncia cardiaca'3121.

Os mecanismos envolvidos no jejum intermitente estdo associados a oxidagao
de gordura como fonte principal de energia. De maneira geral, as pessoas alimentam-
se trés ou mais vezes por dia, dessa forma, cada vez que ¢ feita a ingestao alimentar
ocorre um pico na liberagao de glicose, uma vez esgotado este suprimento, a glicemia
€ mantida via glicogendlise hepatica, perdurando de 4 a 12 horas'?2123, No entanto,

em um estado de jejum quando ocorre a diminuicdo de glicose na circulagao
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sanguinea, a demanda de energia é suprida pela gliconeogénese via oxidagao de
fontes n&o derivadas de carboidratos, com objetivo de poupar a glicose limitada para
tecidos que s&o usuarios exclusivos, incluindo especialmente o SNC'?4125 Nesse
sentido, uma das principais respostas ao jejum é a mobilizagdo das reservas de
triglicerideos (TG) no tecido adiposo, aumentando a disponibilidade de acidos graxos
livre que serdo usados como fonte de energia para os tecidos. Além disso, através da
lipélise de TG ocorre o aumento na liberagao de glicerol, um precursor fundamental
da gliconeogénese no figado, que contribui para manutengdo de glicose

circulante'?5(ver Figura 5).

Figura 5 - Estagios metabdlicos no jejum.
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Fonte: Marzzoco, Torres, 201523,

Devido a crescente epidemia da obesidade, a estratégia do jejum intermitente
tem ganhado popularidade como uma estratégia voltada a redugédo de calorias e
gordura corporal. Nesse sentido, varios protocolos de jejum intermitente surgem como
alternativas para perda de peso, uma vez que essa estratégia alimentar restringe
calorias e/ou o tempo de ingestdo dos alimentos, de maneira que o individuo sofra
periodos repetitivos de jejum. No entanto, existem diferentes protocolos para realizar
o jejum intermitente como: jejum de dia alternativo, jejum do dia inteiro e alimentacgao

com restricdo de tempo, descritos no quadro 2126.127,
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Quadro 2 - Protocolos de jejum intermitente.
PROTOCOLOS DESCRIGAO

Jejum com alternancia de dias, durante os quais
Jejum do dia _ . . _ _ B
calorias ndo sao ingeridas e os dias de alimentacao,
alternativo . . o
com consumo de alimentos e bebidas ad libitum.
Jejum completo por um a dois dias por semana, com
] o somente ingestao de agua e alimentagdo ad libitum nos
Jejum do dia inteiro _ _ . B
) ] ] outros dias. Alguns programas, permitem a ingestéo de
(Jejum intermitente) . . .
25% de calorias relativas ao gasto total de energia
diaria em dias de jejum.
Nao modifica a rotina de alimentacdo diaria, com
Alimentagao com periodos (em horas) do dia em jejum, designando
restricao de tempo janela de jejum (caracterizado por restricdo alimentar)
e horas restantes como janela de alimentagao.

Fonte: Adaptado de Lima et al., 2019127,

Essas variagdes de conduta, frequéncia, horario e duragdo do jejum possuem
efeitos diferentes. No geral, os beneficios do jejum para saude foram demonstrados
tanto em ensaios clinicos randomizados quanto em estudos observacionais. Os
resultados da restricdo caldrica induzida pelo jejum esta associada a longevidade,
assim como demonstrou ser uma estratégia efetiva para perda de peso’?812°,

Nesse sentido, de maneira geral a restricado caldrica e os diferentes tipos de
jejum demonstram ter efeitos fisioldgicos importantes, com beneficios para a saude
associado ao envelhecimento saudavel. Nao obstante, os efeitos a longo prazo do
jejum intermitente precisam ser melhor elucidados, uma vez que os beneficios e os
riscos podem levar meses e anos para aparecer ou serem totalmente realizados 213,

Diante do exposto, este estudo torna-se relevante, uma vez que busca elucidar
quais as possiveis alteracdes neuroinflamatérias e neuroquimicas sobre o uso das

estratégias low carb, cetogénica e jejum intermitente a nivel de SNC.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros neuroinflamatorios e neuroquimicos em camundongos

submetidos a diferentes estratégias nutricionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar o consumo alimentar de camundongos submetidos a dieta low carb, dieta
cetogénica e jejum intermitente;

e Avaliar o peso corporal de camundongos submetidos a dieta low carb, dieta
cetogénica e jejum intermitente;

e Avaliar o peso da gordura epididimal, mesentérica e retroperitoneal de
camundongos submetidos a dieta low carb, dieta cetogénica e jejum intermitente;

e Avaliar parametros inflamatoérios (niveis de IL-1B, IL-6 e IL-10) no cérebro
(hipotalamo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado) de camundongos
submetidos a dieta low carb, dieta cetogénica e jejum intermitente;

¢ Avaliar o dano oxidativo no cérebro (hipotalamo, hipocampo, coértex pré-frontal e
estriado) de camundongos submetidos a dieta low carb, dieta cetogénica e jejum
intermitente;

e Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e GSH no cérebro
(hipotalamo, hipocampo, cortex pré-frontal e estriado) de camundongos

submetidos a dieta low carb, dieta cetogénica e jejum intermitente;
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esse trabalho é um estudo experimental pré-clinico com submissdo de

camundongos a diferentes estratégias nutricionais.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

As ragdes foram obtidas da empresa PragSolug¢des Biociéncias — PragSolugdes
Comércio e Servigos Ltda, SP, Brazil. Para as analises inflamatdrias e bioquimicas
foram utilizados os seguintes reagentes: Fosfato de potassio, fosfato de sédio, acido
cloridrico, acido sulfurico, tamp&o de lavagem, tampao de bloqueio, diluente, anticorpo
de captura, anticorpo de detecgéo, fotorreagente, albumina bovina, hidréxido de sédio,
carbonato de sodio, sulfato de cobre, tartarato de sédio e potassio, folin, cloreto de
potassio, acido tricloroacético, 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, acido tiobarbiturico,
alcool etilico, acetato de etila, dinitrofenilhidazina, acido aminocético, adrenalina,
catalase, cloreto de sédio, sacarose, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), trizma
base, heparina, acido cloridrico, ferrocianeto, B-nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido, rotenona, etanol, succinato de sddio, azida sédica e 2,6-dicloroindofenol
(DCIP).

Em relagdo aos equipamentos, foram utilizado homogeneizador, freezer,
geladeira, balanca analitica, pHmetro, centrifuga, banho-maria, espectrofotémetro e

espectramax.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem Swiss, com 60 dias,
pesando em torno de 40 a 50g. Os animais foram procedidos do Biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e tiveram livre acesso a agua e ragao,
foram mantidos em ciclos de claro-escuro de 12 horas e temperatura de 23£1°C. Os
camundongos foram alojados em gaiolas coletivas com lotagcdo maxima de 5 animais.

A realizacdo do experimento se deu no biotério e Laboratério de Neurobiologia de



37

Processos Inflamatérios e Metabdlicos, na Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL), Tubarao/SC.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 6 - Desenho metodoldgico do experimento. Descrigdo grafica da metodologia
utilizada.

PROTOCOLO DAS ESTRATEGIAS NUTRICIONAIS

40 a 50g 15

B PESO CORPORAL DIAS CONSUMO ALIMENTAR A
Vo N SEMANALMENTE CADA 48H
|
| \
Dieta Normocalorica n= 20 - Peso corporal
Camundongos > Morte
Swiss Machos Dieta Low Carb n= 20 - Remogdo da Gordura
60 dias Sri
Dieta Cetogénica n= 20 Mesenteérica,
Epididimal e
80 Retroperitoneal
Camundongos Jejum Intermitente n= 20
—~>Remogdo

hipotalamo, hipocampo,
Protocolo cortex pré-frontal e
16/8 estriado

-> Anélises bioquimicas

Inicialmente os animais foram pesados e pareados em 4 grupos para
receberem as estratégias nutricionais por 15 dias. Foram divididos grupos: grupo
controle (n=20), grupo low carb (n=20), grupo dieta cetogénica (n=20) e grupo jejum
intermitente (Protocolo de jejum 16/8; n=20). O consumo alimentar e o peso corporal
foram verificados rotineiramente. A ragdo dos animais (Quadro 3) foi adquirida de
empresa especializada em desenvolvimento e produgao de dietas padronizadas para
experimentagdo animal (PragSolugdes Biociéncias). Todos os animais tiveram livre
acesso a agua durante o experimento. Apds o protocolo experimental, os animais
foram mortos por decapitagdao, método que implica em menores interferéncias aos

parametros avaliados no cérebro dos animais.
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Quadro 3 - Componentes e porcentagem das dietas utilizadas.

Dieta

DIETAS % - Dieta low carb Dieta cetogénica
normocalodrica
Macronutrientes % % %
Gordura 10% 45% 90%
Proteina 21% 25% 7%
Carboidrato 69% 30% 3%

3.4.1 Consumo alimentar e peso corporal

A cada 48 horas o consumo de ragao foi mensurado nos grupos controle, low
carb e cetogénica, e calculado por meio da diferenga entre a ragao ofertada e as
sobras, o valor foi expresso em gramas. Nos animais selecionados para jejum
intermitente, a racao foi pesada e ofertada as 21 horas e retirada e pesada novamente
as 5 horas. Ja o peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente e o valor foi

expresso em gramas.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Remocgao e armazenamento dos tecidos

Os animais foram mortos ap6s 15 dias de aplicagao das estratégias nutricionais,
sendo que a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo das regides epididimal,
mesentérica e retroperitoneal (gordura visceral) foi retirado conforme descrito por
Johnson e Hirsch''. O cérebro dos animais também foi removido e, na sequéncia, as
estruturas cerebrais hipotalamo, hipocampo, cértex pré-frontal e estriado foram
isoladas. O tecido cerebral foi armazenado a -80°C para ser utilizado nas analises de

parametros inflamatérios e bioquimicos.
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3.5.2 Peso da gordura visceral

Para mensurar a gordura visceral, o tecido adiposo das regides epididimal,
mesentérica e retroperitoneal foi pesado em balanga de alta precisdo’®?. Os resultados

da massa de tecido adiposo extraido foram expressos em gramas.

3.6 PARAMETROS INFLAMATORIOS E BIOQUIMICOS

3.6.1 Parametros de inflamacgao

Os niveis de IL-1p3, IL-10 e IL-6 foram determinados pela técnica de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em leitor de microplacas com a utilizagao de kit
comercial, seguindo as recomendagdes do fabricante. Os resultados foram expressos

em picogramas por mililitro (pg/ml).

3.6.2 Dano oxidativo

A oxidacdo do diacetato de diclorohidrofluoresceina 2’7’ (DCFH-DA) através
das células causa fluorescéncia de difluoresceina (DCF), que pode ser faciimente lida
em um espectrofotdmetro. Neste ensaio, 100uL de agua e 75uL de DCFH-DA foram
adicionados a 25uL de homogeneizado de amostra, homogeneizados em vortex e
levados a banho-maria a 37°C no escuro, por 30 minutos. Separadamente, foi
preparada uma curva de calibragdo, que utilizou como padrao o DCFH-DA 0,1uM
diluido em tampao fosfato/EDTA a pH 7,4 em diferentes concentragdes. As amostras
e a curva de calibragao foram processadas em duplicata e protegidas da luz. Apds 30
minutos, os resultados foram lidos no espectrofotdmetro (525nm de excitagdo e
488nm de emissao)'33,

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela determinagédo de grupamentos
carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reagdao com dinitrofenilhidrazina,
conforme método descrito por Levine e colaboraboradores’. Nesta técnica as
proteinas foram precipitadas por adicao de acido tricloroacético a 20% e dissolvidas
em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi avaliada em 340 nm.

As analises de DCF e carbonil foram normalizadas pelo conteudo de proteinas,

que foram determinadas pelo método de Lowry e colaboradores'®. Os resultados
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foram expressos em nmol de DCFH- DA por mg de proteina e em nmol de proteinas

carboniladas por mg de proteina respectivamente.

3.6.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibicao da auto-
oxidagdo da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito por
Bannister e Calabrese'38. A técnica baseia-se na inibigdo da reagéo do radical O2e
com adrenalina, composto que se auto-oxida com variacdo de pH. A oxidagao da
adrenalina leva a formacao de adrenocromo e a atividade da SOD foi determinada
medindo-se a velocidade de formacdo do adrenocromo, determinada
espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de reacédo contendo glicina-NaOH
(50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM.

Os niveis de glutationa (GSH) no hipotalamo, cértex pré-frontal, hipocampo,
corpo estriado e cortex cerebral foram determinados conforme descrito por Hissin e
Hilf 137, A técnica baseia-se no desenvolvimento de cor resultante da reagdo entre
DTNB e tidis com absorbancia lida em 412 nm.

Todas as analises de atividade de enzimas antioxidantes foram normalizadas
pelo conteudo de proteinas, que foram determinadas pelo método de Lowry e
colaboradores'3®. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina para SOD e

em nmol de proteinas GSH por mg de proteina respectivamente.

3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 4 - Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizagao

Consumo alimentar Dependente Quantitativa (g) Média desvio padrao
continua

Dieta low carb Dependente Quantitativa (g) Média desvio padrao
continua

Dieta cetogénica Dependente Quantitativa (g) Média desvio padréao
continua

Jejum intermitente Dependente Quantitativa g) Média desvio padréao
continua

Peso corporal Dependente Quantitativa (g) Média desvio padrao
continua
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Gordura visceral Dependente Quantitativa (g) Média desvio padréao
continua

TNF-a Dependente Quantitativa (pg/ml) Média desvio
continua padrao

IL- 18 Dependente Quantitativa (pg/ml) Média desvio
continua padrao

IL -10 Dependente Quantitativa (pg/ml) Média desvio
continua padrao

IL- 6 Dependente Quantitativa (pg/ml) Média desvio
continua padrao

TBARS Dependente Quantitativa (nmol/mg) Média desvio
continua padrao

Carbonilagao de Dependente Quantitativa (mol/mg) Média desvio

proteinas continua padrao

Atividade de SOD Dependente Quantitativa (U/mg protein) Média
continua desvio padrao

Atividade de CAT Dependente Quantitativa (U/mg protein) Média
continua desvio padrao

Complexo | Dependente Quantitativa (nmol/min x mg) Média
continua desvio padrao

Complexo Il Dependente Quantitativa (nmol/min x mg) Média
continua desvio padrao

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As analises foram realizadas utilizando InStat Statistical Software (GraphPad,
La Jolla, CA, EUA). As comparagdes entre os grupos experimentais foram realizadas
utilizando analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey. Os
resultados foram apresentados em média * desvio padrao e a significancia estatistica

foi considerada para valores de p<0,05.
3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A utilizacdo de animais foi submetida e aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina sob o numero do
protocolo 20.013.4.01.1V. foram seguidos os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratdrio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
EUA, NIH), assim como a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais
em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA (2016), do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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Resumo

A obesidade é uma doenga que tem crescido mundialmente. Assim, estratégias
nutricionais sao utilizadas com a finalidade de perda de peso, destacando as dietas
low carb (LC), dieta cetogénica (DC) e jejum intermitente (JI). Essas estratégias
podem levar a adaptagdes metabodlicas e comportamentais, estimulando diferentes
vias bioquimicas. No entanto, poucos estudos mostram os efeitos dessas estratégias
no sistema nervoso central. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar parametros
neuroinflamatoérios e neuroquimicos em camundongos submetidos a LC, DC e JI.
Utilizou-se camundongos machos da linhagem Swiss, com 60 dias de vida, foram
divididos em 4 grupos: grupo controle, grupo LC, grupo DC e grupo JI. O experimento
teve duracao de 15 dias. O peso corporal foi mensurado semanalmente e 0 consumo
alimentar a cada 48h. Apds a morte dos animais, a gordura visceral foi removida e
pesada, bem como o cérebro foi isolado para analise inflamatéria e bioquimica. O uso
das estratégias LC, DC resultaram no ganho de peso, acumulo de gordura
mesentérica, epididimal e retroperitonial, sem diferencas significativas para JI. Quanto
aos parametros inflamatérios avaliados nas estruturas cerebrais, houve reducao de
interleucina 1 beta (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6). Com relag&o a dano oxidativo, houve
aumento de fluorescéncia de difluoresceina (DCF) e carbonil, assim como, niveis
elevados de superoxido dismutase (SOD) e glutationa (GSH). Em resumo, os
resultados encontrados mostram que o uso das estratégias LC, DC e JI ndo levam a

dano neuroinflamatério, mas apresentam dano a nivel de estresse oxidativo.

Palavras-chave: obesidade, sistema nervoso central, dieta low carb, dieta cetogénica

e jejum intermitente
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Em sintese, com a apresentacdo dos dados do presente trabalho, foi possivel
concluir que o uso das estratégias LC, DC no decorrer de 15 dias leva ao ganho de
peso, assim como, acumulo de gordura mesentérica, epididimal e retroperitonial.
Dessa forma, foi possivel concluir que o tipo de gordura ofertado, a quantidade
presente na dieta e o tempo de experimento contribuiram para os possiveis resultados
nos grupos LC e DC. Com relagédo ao grupo JI, 0 mesmo ndo apresentou diferencas
significativas para consumo alimentar e ganho de peso corporal. Ainda assim, 0 uso
das estratégias LC, DC e JI mostram efeito protetor a neuroinflamagao, uma vez que,
observou-se redugdo de marcadores inflamatérios. Entretanto, o presente estudo
mostrou dano por estresse oxidativo principalmente pelo JI, assim como, um aumento
nos niveis de enzimas antioxidantes sugerindo uma tentativa de neutralizagdo aos
danos oxidativos. Dessa forma, torna-se relevante novos estudos a respeito dessa

tematica e seus efeitos a longo prazo.
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procedimentos & metodologias que houver durante a realizagio do projeto em questio, devera
ger informada imedistaments & Comissdo.

Atencicsamente,

Prof.

Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comissdo

UMISLIL - Campus Grande Floranapols,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 53137-270, Palhoga, SC.
Fone: (48] 2272-1036 / E-mall: ceua@unisul.br
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