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Resumo

SILVA, Clédia Silveira Flores. Comparagao da administragcao ad libitum de dietas
“very low fat” e cetogénica em camundongos e os reflexos fisioléogicos da nao
adesdo. Orientador: Carlos Castilhos de Barros. 2024.110f. Tese (Doutorado em
Nutricdo e Alimentos) - Programa de Pdés-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos,
Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

A obesidade constitui uma ameaca significativa a saude publica, pois eleva o risco de
doencas cronicas nao transmissiveis, impactando negativamente a qualidade de vida,
a produtividade no trabalho e gerando altos custos para o sistema de saude. Essa
condigcao multifatorial decorre de um balango energético cronicamente positivo. Nesse
contexto, alcangar um balango energético negativo é essencial para o enfrentamento
da obesidade, com recomendagdes que combinam dieta e exercicio fisico. Entre as
abordagens dietéticas disponiveis, a dieta cetogénica se destaca por sua elevada
ingestao de lipidios e baixo consumo de carboidratos. Além disso, ha uma escassez
de estudos na literatura que investiguem os efeitos de dietas com quantidades muito
baixas de lipidios e ricas em carboidratos. Diante desse cenario, o presente estudo
teve como objetivo analisar os efeitos da administragéo ad libitum de uma dieta very
low fat (VLF) em comparagédo com a dieta cetogénica (KD), bem como suas versdes
intermitentes (IVLF e IKD), em camundongos C57BL/6. Os animais foram alimentados
com suas respectivas dietas durante 24 semanas. Os grupos intermitentes alternaram
entre a dieta especifica e a ragao controle. O teste de tolerancia a glicose foi realizado
na 232 semana. Foram avaliadas a composicdo corporal, as alteragdes no
metabolismo glicémico e a expressao génica de enzimas glicoliticas e lipoliticas nos
tecidos hepatico, renal e muscular, utilizando a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real. Os resultados mostraram que o grupo KD reduziu o
percentual de gordura corporal a partir da 162 semana, apresentando valores
significativamente menores na 222 semana em comparagao aos outros grupos (p <
0,05). Além disso, a expressao do transportador de glicose 2 foi menor em relagao ao
Ctrl (p=0,0327) e VLF (p=0,0128). A expressao de Stearoyl-CoA reductase 1 também
foi menor no grupo KD em comparacao ao Ctrl (p=0,0244). Em contrapartida, o grupo
IKD apresentou aumento na ingestdo alimentar e no percentual de gordura corporal
nas semanas 17 a 19, além expresséo elevada de Stearoyl-CoA reductase 1 em
relagéo ao grupo KD (p=0,0279). A Stearoyl-CoA reductase 1 estava mais elevada no
grupo IVLF do que no KD (p=0,0196), e a expressado de Acetyl-CoA carboxilase 1
também foi maior no IVLF (p=0,0243). Conclui-se que a dieta cetogénica promove
perda de peso e altera a expressao genética de enzimas lipogénicas. O ganho de
peso no grupo IKD sugere que a dificuldade em manter a adesao a dietas restritivas
pode levar ao ganho de peso indesejado.

Palavras-chaves: ganho de peso; emagrecimento; dieta com baixo teor de gordura;
dieta com baixo teor de carboidrato



Abstract

SILVA, Clédia Silveira Flores. Comparison of ad libitum administration of “very
low fat” and ketogenic diets in mice and the physiological reflexes of adherence.
Orientador: Carlos Castilhos de Barros. 2024.110f. Tese (Doutorado em Nutrigdo e
Alimentos) - Programa de Pds-Graduagao em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de
Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

Obesity poses a significant threat to public health, as it increases the risk of
chronic non-communicable diseases, negatively impacting quality of life and work
productivity, and generating high costs for the health system. This multifactorial
condition results from a chronically positive energy balance. In this context, achieving
a negative energy balance is essential to address obesity, with recommendations that
combine diet and physical exercise. Among the available dietary approaches, the
ketogenic diet stands out for its high lipid intake and low carbohydrate intake. In
addition, there is a scarcity of studies in the literature investigating the effects of diets
with very low amounts of lipids and rich in carbohydrates. Given this scenario, the
present study aimed to analyze the effects of ad libitum administration of a very low fat
diet (VLF) compared to the ketogenic diet (KD), as well as its intermittent versions
(IVLF and IKD), in C57BL/6 mice. The animals were fed their respective diets for 24
weeks. The intermittent groups alternated between the specific diet and the control
diet. The glucose tolerance test was performed at week 23. Body composition,
changes in glucose metabolism, and gene expression of glycolytic and lipolytic
enzymes in liver, kidney, and muscle tissues were evaluated using the Real-Time
Polymerase Chain Reaction technique. The results showed that the KD group reduced
the percentage of body fat from the 16th week, presenting significantly lower values at
the 22nd week compared to the other groups (p < 0.05). In addition, the expression of
glucose transporter 2 was lower in relation to Ctrl (p = 0.0327) and VLF (p = 0.0128).
The expression of Stearoyl-CoA reductase 1 was also lower in the KD group compared
to Ctrl (p = 0.0244). In contrast, the IKD group showed an increase in food intake and
body fat percentage in weeks 17 to 19, in addition to elevated expression of Stearoyl-
CoA reductase 1 in relation to the KD group (p = 0.0279). Stearoyl-CoA reductase 1
was higher in the IVLF group than in the KD group (p=0.0196), and the expression of
Acetyl-CoA carboxylase 1 was also higher in the IVLF group (p=0.0243). It is
concluded that the ketogenic diet promotes weight loss and alters the gene expression
of lipogenic enzymes. Weight gain in the IKD group suggests that difficulty in
maintaining adherence to restrictive diets may lead to unwanted weight gain.

Keywords: weight gain; weight loss; very low-fat diet; ketogenic diet



Sumario

1ANrOAUGAO... ... e 6
2. Revisao de literatura..................... 10
2.1 ODESIAAUE ... . eeaaaes 10
2.2 Principais horménios relacionados a obesidade ............cccccciiiiiiieinnennnne. 14
3. OB OtIVOS ... 24
3.1, ODJEtIVO GEIaAl ... 24
3.2 ODbjetivos €SPECITICOS ... 24
4. Referéncias Bibliograficas ....................... 25
C Y 4 1= (o = T 31
ST I Y o o Tt PP 32
5.2 ATEIZO 2 e e e e e e e e e e 68
8.3 A0 B e 71
6. Consideragoes fiNais ............ccooiiii s 99
6.5 Dep0osito da patente da APOAZ: ... e 102

6.6 Deposito da patente MCAR: ... 108



1. Introducao

A obesidade € considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
doencgas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) podendo gerar efeitos negativos na
qualidade de vida, produtividade no trabalho e custos de saude. A obesidade ocorre
quando ha um desequilibrio energético em longo prazo, isto €, quando a ingestao de
energia na dieta € maior que o gasto energético (CHOOI et al., 2019).

A obesidade foi referida como uma epidemia global pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) em 2003 (WHO, 2003). Estatisticas recentes indicam que o
sobrepeso e a obesidade continuam com crescimento global rigoroso, com mais de
30% da populagdo mundial com excesso de peso corporal. O Global Burden of
Disease Group informou em 2017 que desde 1980, a prevaléncia da obesidade
dobrou em mais de 70 paises e continuou aumentando na maioria dos outros paises
(CABALLERO, 2019). Com o aumento da prevaléncia de sobrepeso e de obesidade
também aumentaram o risco de complicagdes associadas como diabetes mellitus tipo
2 (DM2), doencgas cardiovasculares e cancer. O aumento da prevaléncia da obesidade
e 0s graves problemas relacionados a saude sdo considerados um grande fardo
socioecondmico global (ZOBEL et al., 2016).

Muito tem se estudado sobre as possiveis explicagcdes para o aumento da
obesidade nas ultimas décadas. Sabe-se que a tecnologia, a urbanizagéo e a
mudanca de renda foram alguns dos fatores que mudaram profundamente o sistema
alimentar global refletindo, assim, no consumo de alimentos processados (POPKIN et
al., 2012). Enquanto o padrao alimentar tradicional baseava-se em alimentos frescos,
a dieta moderna deriva principalmente de alimentos processados. Os alimentos
processados tem maior durabilidade, sdo convenientes, prontos para o consumo e,
muitas vezes, baratos comparados aos alimentos frescos. O processamento de
alimentos é um importante contribuinte para a epidemia de obesidade (MONTEIRO et
al., 2013). Além disso, os alimentos ultraprocessados possuem uma grande
quantidade de gorduras, agucares adicionados, sal e aditivos, portanto, sdo alimentos
que induzem ao excesso alimentar e possuem alta densidade energética
(MONTEIRO, 2010).

Em 1977, o Comité do Senado dos Estados Unidos referiu como um dos
objetivos dietéticos a redugdo do consumo geral de gordura de 40% para 30% e a
reducao de gordura saturada de 16% para 10% (DIETARY GOALS FOR THE UNITED

STATES, 1977). Dessa forma, surgiu a criagdo de mercado de alimentos com baixo



teor de gordura e sem gordura. Com o surgimento desses produtos alimenticios
verificou-se uma diminuicao geral no consumo de gorduras e mesmo assim observou-
se um aumento paralelo de sobrepeso e de obesidade. Nos ultimos 30 anos, houve
uma redugéo da ingestdo de gordura em 10% entre os americanos, porém a taxa de
obesidade dobrou (KOCHANEK et al., 2017). Devido a recomendacgao de dietas com
baixo teor de gordura para que os alimentos continuassem com alta palatabilidade, as
industrias de alimentos substituiram as gorduras pelos carboidratos refinados em
muitos produtos (EBBELING et al, 2018). Sendo assim, esses alimentos
ultraprocessados sao comumente ricos em agucares adicionados como sacarose e
frutose, sal, alta densidade energética, juntamente com gorduras saturadas e trans,
em contrapartida possuem pequenas quantidades de fibras, proteinas,
micronutrientes e fitoquimicos (ASKARI et al., 2020).

A industria de alimentos desenvolveu e colocou em uso tecnologias que
permitem extrair o amido do milho, hidrolisa-lo em glicose e converter parte da glicose
em frutose por meio da isomerizagdo enzimatica (MARSHALL et al., 1957). Essa
técnica repercutiu na producado de adocantes oriundos do milho, entre os quais o
xarope de milho com alto teor de frutose. O alto poder adogante do xarope de milho
rico em frutose, as propriedades organolépticas, a capacidade de conferir uma vida
util maior aos alimentos e de manter uma hidratacdo duradoura em padarias
industriais junto com o baixo custo, contribuiu para um aumento acelerado do seu
consumo em substituicdo a sacarose (TAPPY et al., 2010). Desse modo, o consumo
de frutose total aumentou quase 30% entre 1970 e 2000, por conta do aumento na
utilizagcao do uso de xarope de milho rico em frutose (VENTURA et al., 2011), a qual
estd em sua forma livre, seguido por uma diminuigdo no consumo de frutose ligada a
glicose na sacarose (BRAY et al., 2004).

Assim, essa disponibilidade de alimentos altamente variados, saborosos, ricos
em frutose e gordurosos foram considerados viciantes. De acordo com a literatura, os
individuos obesos demonstraram ter uma preferéncia por esses alimentos altamente
caloricos em comparagao com os individuos de peso saudavel (ADAMS et al., 2019).

No inicio deste século foi observado que as pessoas com obesidade podem
apresentar caracteristicas como compulséo e perda de controle, pois o consumo de
alimentos torna-se recompensador por meio da ativagdo das vias da dopamina

mesolimbica do sistema nervoso central (SNC), efeito relacionado principalmente a



alimentos com grande quantidade de agucar e de gordura, levando ao consumo
alimentar compulsivo (LINDGREN et al., 2018). Entdo, o consumo desses alimentos
altamente palataveis pode afetar o circuito de recompensa, e assim, levar ao
desenvolvimento do vicio alimentar que resulta na alteragdo dos mecanismos de
controle de ingestdo alimentar provocando excessiva ingestdo de alimentos que
acarreta no balanco energético positivo e como consequéncia o ganho de peso na
forma de tecido adiposo (MEULE, 2015). Além disso, o consumo excessivo de
alimentos ricos em gordura implica no aumento da obesidade, pois a gordura dietética
contribui para hiperfagia, ganho de peso e depdsito de gordura. Da mesma forma, o
consumo excessivo de carboidratos leva a obesidade (DOURMASHKIN et al., 2005).

Sendo assim, tanto dietas com baixo teor de gorduras como dietas com baixo
teor de carboidratos foram preconizadas como ferramentas para controle de massa
corporea e emagrecimento. Os tratamentos atuais para a obesidade tém tido sucesso
limitado e a maioria dos individuos que alcancam a perda de peso bem-sucedida nao
conseguem manté-lo (SOLEYMANI et al., 2016). Considera-se que isso ocorra devido
as intervencgdes possuirem como objetivo a redugao do excesso de adiposidade, nao
contemplando uma das causas implicitas mais comuns do aumento do ganho de peso
e da obesidade que é o comportamento alimentar descontrolado (LEIGH et al., 2018).
Por esse motivo, a obesidade esta entre os maiores desafios de saude publica, pois
apenas cerca de 5% dos individuos com obesidade conseguem reduzir
permanentemente o excesso de peso corporal (LENNERZ et al., 2018). Além disso,
na tentativa de perder peso, grande parte dos individuos adotam padrdes alimentares
inadequados como dietas muito restritivas podendo desencadear excessos
alimentares, baixo consumo de frutas e de vegetais e inatividade fisica que sao
praticas que nao auxiliam na reducéo de peso de forma efetiva (PIETILAINEM et al.,
2012). Entretanto, as orientagdes sobre controle de peso destacam a importancia de
habitos alimentares saudaveis incluindo uma variedade de alimentos ricos em
nutrientes, limitam as porgdes de alimentos ricos em energia e reduzem a densidade
energética geral (ALISSA et al., 2018).

Neste contexto, entender como 0os mecanismos de regulacédo de ingestdo sao
influenciados pela composi¢cao de dietas ad libitum podera encontrar a resposta para
melhor recomendagao dietética no controle da pandemia de obesidade. Assim, este

estudo tem como objetivo analisar os efeitos da administragao ad libitum de duas



dietas diferentes em camundongos: uma dieta very low fat (baixa em gorduras) com
alto teor de carboidratos e uma dieta cetogénica. Com a intengdo de reproduzir a
dificuldade de adesédo a dietas restritivas observada nos individuos foram incluidos
dois grupos com consumo intermitente das dietas. Além disso, foram analisados os
efeitos das dietas na composi¢ao corporal, no metabolismo, na regulagao glicémica,
bem como as alteragcdes na expressao génica em diferentes tecidos, incluindo figado,

tecido adiposo, musculos e rins.
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2. Revisao de literatura

2.1 Obesidade

A obesidade é amplamente definida como excesso de massa corporal para
uma determinada altura e € vista como uma preocupagao de saude global, pois esta
relacionada ao aumento do risco de varias DCNT como DM2, hipertensao arterial e
doengas cardiovasculares (AFSHIN et al., 2017). Sendo assim, a obesidade é
caracterizada por um Iindice de Massa Corporal (IMC) > 30 kg/m? (WHO, 2021). A
obesidade pode ser considerada como clinicamente grave que € determinada pelo
IMC = 35 kg/m? com a presenca de pelo menos uma comorbidade como DM2,
sindrome metabdlica e hipertensdo ou IMC = 40 kg/m?. Esse IMC extremo causa um
risco alto para comorbidades e mortalidade, e assim reduz a expectativa de vida dos
pacientes em 6,5 — 13,7 anos (KITAHARA et al., 2014; NCD-risc, 2016).

Segundo a OMS, mais de 650 milhdes de adultos em todo o mundo séo
considerados obesos (RAHMANI et al., 2015). A obesidade surge das interagdes entre
um perfil genético de risco e de fatores de risco ambientais como sedentarismo,
ingestdo caldrica excessiva, ambiente intrauterino, medicamentos, status
socioecondmico e possivelmente fatores como sono insuficiente, desreguladores
enddcrinos, microbioma gastrointestinal e entre outros (GOODARZI et al., 2017).

Sabe-se que a causa principal da obesidade € um desequilibrio energético
entre as calorias consumidas e as calorias gastas. Além disso, a obesidade envolve
uma interagdo complexa de fatores bioldgicos, genéticos e psicossociais (FREIRE et
al., 2020). Visto que a obesidade € influenciada por fatores poligénicos e ambientais,
quanto aos fatores ambientais podemos citar os alimentos com alta densidade
energética e estilo de vida sedentario (AHIMA et al., 2008).

Com a urbanizagao, aumento da renda e avango da tecnologia, os alimentos prontos
para comer e para aquecer tornaram-se opgdes convenientes e atraentes como os
alimentos ultraprocessados. Esses alimentos possuem grande durabilidade, séo
saborosos e prontos para o consumo, tem alta densidade energética, possuem alta
carga glicémica, sao pobres em fibras dietéticas, micronutrientes, fitoquimicos e ricos
em tipos ndo saudaveis de gordura dietética, agucares livres e sédio (MONTEIRO,
2013). Sendo assim, o consumo excessivo de alimentos ricos em agucar refinado e
gordura levaram alguns pesquisadores a propor que a obesidade pode ser uma forma
de compulsao alimentar (VOLKOW et al., 2007; DAVIS et al., 2011; GEARHARDT et
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al.,, 2011) por causa que os alimentos saborosos sdo capazes de desencadear a
liberagdo de dopamina no nucleus accumbens e na area tegmental ventral (ADAMS
et al., 2019). Desse modo, os alimentos hiperpalataveis atuam na via de recompensa,
essa via esta envolvida nos processos de recompensa, relevancia, motivacao, tomada
de decisao e controle inibitorio esses processos sao centrais no desenvolvimento do
vicio e na ingestado excessiva de alimentos (CARTER et al., 2016). Entédo, o vicio
alimentar tem se concentrado em alimentos processados com alto teor de energia,
alto indice glicémico e alto teor de gordura.

Quando os alimentos hiperpalataveis sdo consumidos, o cérebro libera o
horménio dopamina juntamente com outros neurotransmissores como o0s opioides.
Em longo prazo, esse aumento na dopamina leva a desregulacédo dos receptores de
dopamina, fazendo com que os individuos tenham redugdo do prazer durante o
consumo de alimentos palataveis. Essa diminui¢do do prazer, associada com sinais
de tolerancia, desejo, retraimento e outras dificuldades sociais, emocionais e
comportamentais desencadeiam um comportamento compensatorio, aumentando
assim, o consumo de alimentos. Como consequéncia, o consumo de alimentos pode
se tornar compulsivo, criando um ciclo de dependéncia alimentar como mostra a
Figura 1 (ADAMS et al., 2019).

¥ - Tolerdncia - Dificuldades sociais,
- Vontade emocionais e
- Abstinéncia comportamentais
Liberac&o de dopamina (diminuir vinculo | aumenta espera)
(4 prazer/recompensa)

Consumo excessivo de
alimentos palataveis
Comer compulsivo/excessivo

=

| Aumento da sensibilidade a recompensa |4—

—’i Aumento da impulsividade ](—
'I Controle inibitério diminuido |(_

—

Vulnerahilidade genética ]

({ prazer/recompensa)

( Diminuigdo do receptor D2

Fonte: Adaptado de Adams et al. (2019).

Figura 1. O ciclo proposto para o comportamento alimentar compulsivo.
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Corroborando com o exposto acima, Schulte et al. (2015), questionaram os
participantes saudaveis sobre qual a probabilidade destes apresentarem o vicio em
alimentos com uma lista composta por 35 itens alimentares. Os alimentos altamente
processados contendo macronutrientes mistos ou somente carboidratos de alto indice
glicémico foram classificados em primeiro lugar (SCHULTE et al., 2015). Uma vez que
0os carboidratos processados tém um alto indice glicémico e causam mudancgas
rapidas na glicemia, insulina e nos horménios metabdlicos. Essas mudancas ligeiras
sdo farmacocineticamente semelhantes as mudancgas rapidas que acontecem nos
neurotransmissores apos o consumo de substancias de abuso (LENNERZ et al.,
2018).

No estudo de Stoeckel et al. (2008), observaram que ao visualizar imagens de
alimentos com alto teor caldrico, mulheres obesas manifestaram ativacéo
significativamente maior em uma série de regides associadas a recompensa, em
comparagdao com as mulheres de peso saudavel (STOECKEL et al., 2008). Os
participantes obesos também demonstraram maior responsividade aos alimentos nas
regides gustativas e somatossensoriais, propondo uma sensibilidade elevada a
alimentos palataveis que podem contribuir para o excesso de consumo alimentar e
ocasionar a obesidade (WANG et al, 2002). Entretanto, os alimentos ricos em
gorduras na maioria das vezes também possuem uma grande quantidade de
carboidratos porque adicionar agucar aumenta significativamente a predilecao por
alimentos ricos em gorduras entre os seres humanos com peso normal. Porém, essa
combinagao de alto teor de gordura com o alto teor de agucar é provavelmente mais
efetiva para estimular a alimentagcdo excessiva e viciante do que somente a gordura
(LUSTIG, 2020).

Com o aumento da obesidade, sobrepeso e doengas crbnicas nos paises
ocidentais, os pesquisadores estdo interessados em entender os mecanismos pelo
quais as pessoas engordam e como tratar dessas doengas. Ao longo do ultimo meio
século, para tentar combater a obesidade foram realizadas diversas estratégias
dietéticas (GERSHUNI, 2018) como em 1977, onde o primeiro Guia dietético para os
americanos recomendou o aumento do consumo de carboidratos entre 55% a 60%
das calorias diarias e a redugéo do consumo de gordura de 40% para 30%. Essas
recomendagdes estavam apoiadas na ideia de que o consumo de gordura promovia

a obesidade, por ser a maior fonte de energia da dieta (EBBELING et al., 2018). Em
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decorréncia dessa mudanca, a industria de alimentos reformulou seus padrdes para
contemplar a dieta com baixo teor de gordura e assim, ocorreu a substituicdo das
gorduras pelo agucar e outros carboidratos refinados (farinaceos e xaropes de frutose)
e também pelas gorduras vegetais hidrogenadas e do tipo frans, atualmente sao
encontradas em alta porcentagem na composi¢cdo da maioria dos alimentos
industrializados (RIBEIRO et al., 2019).

O consumo de frutose total aumentou quase 30% entre 1970 e 2000, em

grande parte devido ao aumento do uso de xarope de milho com alto teor de frutose
(VENTURA et al.,, 2011). Esse aumento deve-se ao uso generalizado em muitos
alimentos e bebidas adogadas com sacarose (50% de frutose) ou xarope de milho
com alto teor de frutose (42-55% de frutose) (PUTNAN, 1999).
A frutose possui caracteristicas metabdlicas especificas que podem contribuir
potencialmente para um perfil metabdlico relacionado ao aumento da adiposidade
corporal, resisténcia a insulina e doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA)
(TEFF et al., 2009). Dessa forma, a frutose tem sido bastante estudada devido as
propriedades metabdlicas e neuroenddcrinas especificas: 1) € metabolizada quase
exclusivamente no figado; 2) auxilia como substrato para a lipogénese e direciona a
sintese e o acumulo de triglicerideos hepaticos; 3) participa da frutagdo nao
enzimatica e da formagao de espécies reativas de oxigénio que levam a disfungao
celular; 4) nao inibe o horménio grelina o que acarreta no consumo excessivo e 5)
estimula o nucleus accumbens resultando em aumento da recompensa e ingestao
continua (LUSTIG et al., 2016). Entdo, um dos fatores que contribuiram para o
aumento do indice de sobrepeso foi a substituicdo das gorduras por carboidratos
refinados e gorduras industrializadas (SIRI-TARINO et al., 2010).

Considerando que a causa primaria da obesidade € um desequilibrio crénico
entre a ingestdo e o gasto energético, dessa forma o caminho para o combate a
obesidade € por meio do balango energético negativo. Estudos mostraram que para
alcancar o balango energético negativo € preciso a modificagdo do comportamento
com a combinacdo de dieta e atividade fisica (PETRIDOU et al., 2019). Porém, a
maioria das pessoas tem dificuldade em manter a perda de peso clinicamente
significativa em longo prazo (KRASCHNEWSK et al., 2010). Uma possivel explicagao
para a recuperacao do peso é referente ao comportamento, pois a motivagao para

seguir uma prescrigdo dietética geralmente diminui com o tempo e também com a



14

convivéncia no ambiente obesogénico. De fato, os estudos de intervengao
comportamental apontam uma ligagao direta entre adesdo e perda de peso,
independentemente do tratamento dietético (SACKS et al., 2009).

Nos ultimos 30 anos, ocorreram muitos debates sobre a composicao ideal da
dieta para perda e manutencao de peso. Existem muitos tipos de dietas como as
dietas cetogénicas que apresentam muito baixa quantidade de carboidrato (ASTRUP
et al., 2004), as dietas que tem uma maior quantidade de proteina e redugao do indice
glicémico dos carboidratos (LARSEN et al., 2010; ASTRUP et al., 2017).

Diante do exposto, este estudo comparou a administracao ad libitum de dietas
“very low fat” e cetogénica em camundongos a fim de elucidar os efeitos dessas dietas
no metabolismo.

2.2 Principais horménios relacionados a obesidade

2.2.1 Leptina

Nos ultimos anos devido ao avango da obesidade, o tecido adiposo tem sido
estudado e foi observado que esse tecido ndo € apenas um excesso de gordura
neutra, mas € a maior glandula enddcrina do corpo humano que produz varios
horménios diferentes e interage com quase todos os 6rgaos e sistemas do organismo.
Entre esses horménios produzidos pelo tecido adiposo temos a leptina que tem papel
importante na patogénese do desenvolvimento da resisténcia a insulina e no DM2
(MARUSYN et al., 2018).

Os receptores de leptina sdo expressos por todo o corpo, incluindo o SNC onde
a leptina atua regulando a fungcdo neuroenddécrina, o comportamento alimentar e o
gasto de energia (KELESIDIS et al., 2010). A leptina exerce seus efeitos por meio da
ligacao a receptores especificos de leptina (LepRs) localizados em todo o SNC e
quatro isoformas com splicing alternativo de LepR foram detectados em humanos. A
isoforma longa do receptor de leptina (LepRb) € altamente expressa no hipotalamo e
outras regides do cérebro, onde regula a homeostase energética e a funcao
neuroenddcrina sendo considerado o principal receptor da leptina (PARK et al., 2015).
A ligacéo da leptina ao LepRb ativa varias vias de sinalizagao, incluindo Janus quinase
2 (JAK2) - transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3), substrato do
receptor de insulina (IRS) - fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), proteina tirosina
contendo SH2 fosfatase 2 (SHP2) - proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK),

e 5 'adenosina monofosfatada proteina quinase (AMPK)/acetil-CoA carboxilase (ACC)
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e outras vias. A cascata de sinalizacdo da leptina é encerrada pela inducdo do
supressor de sinalizacao de citocina 3 (SOCS3), que inibe a via JAK2-STAT3 por meio
do ciclo de feedback negativo. A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) também esta
incluida na inibicao da sinalizagao da leptina (DALAMAGA et al., 2013). A sinalizagao
de ativacdo JAK2-STAT3 desempenha um papel importante na capacidade da leptina
de regular a homeostase energética (DARDENO et al., 2010).

A leptina é expressa pelos adipécitos e as concentracdes de leptina no tecido
adiposo e no plasma sao concomitantes a massa do tecido adiposo e conteudo de
triglicerideos. Assim, a leptina aumenta na obesidade e diminui com a perda de peso.
A leptina é transportada por meio de um processo saturavel através da barreira
hematoencefalica (AHIMA et al., 2008). Especificamente, a leptina inibe o
neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a agouti (AgRP) que séo orexigenos
e aumentam a ingestao de alimentos, e estimula a proopiomelanocortina (POMC) que
por sua vez ativa fatores anorexigenos, como o hormdnio estimulador de a-
melandcitos (a-MSH) que inibem a ingestao alimentar (FARR et al., 2015). Portanto,
a leptina circulante € absorvida pelo cérebro onde atua na regulagédo da ingestao de
alimentos, comportamentos apetitivos e gasto de energia. Além de exercer fungéo na
saciedade, a leptina tem sido envolvida em varios processos endocrinoldgicos e
fisiolégicos incluindo a regulacdo da homeostase energética, termogénese,
reprodugdo, hematopoiese, crescimento esquelético, neuroprotecdo e oncogénese
(WANG et al., 2014).

A instalagcado da resisténcia a leptina é considerada uma das principais causas
do aparecimento da obesidade. Embora que as propriedades anorexigenas e
catabolicas da leptina estejam bem caracterizadas, a leptina de acgao central é
importante para a manutencdo da homeostase da glicose sendo um potente
sensibilizador a insulina. Como a obesidade causa a insensibilidade a insulina, o
primeiro estagio no desenvolvimento do DM2, a resisténcia a leptina foi proposta como
o principal mecanismo que liga essas duas condi¢des. Assim, a perda da funcao da
leptina e suas consequéncias na manutengdo do balango energético foram bem
descritas com o uso dos camundongos (ob/ob), que servem como modelo animal de
ocorréncia natural para essa condigdo metabdlica (KOCH et al., 2014). Portanto, a
falta de leptina em camundongos (ob/ob) ou de seu receptor funcional em

camundongos (db/db) acarreta em obesidade e também em disturbios metabdlicos,
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incluindo resisténcia a insulina e diabetes (ROH et al., 2016). Desse modo, a leptina
demonstrou contribuir ndo apenas para a regulacdo do peso corporal normal, mas
também para o controle fisiolégico dos niveis de glicose no sangue. Russo et al.
(2021), relataram recentemente que a leptina pode melhorar a homeostase da glicose
e a sensibilidade a insulina, aumentando os niveis periféricos de captacao de glicose
nos tecidos e reducao da producgao de glicose no figado. No entanto, a resisténcia a
leptina em individuos obesos pode colaborar para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina.

2.2.2 Insulina

A insulina € indispensavel para manutencdo da homeostase da glicose,
principalmente por ajudar na captacéo de glicose apos as refeigdes para os musculos
e células de gordura por meio da translocacgao do transportador de glicose-4 (KLIP et
al., 2019). Na auséncia de fornecimento de glicose na dieta e apds esvaziar os
estoques de glicogénio, a glicose na circulacdo deriva principalmente da
gliconeogénese no figado. No entanto, se os niveis de insulina circulante estiverem
abaixo das concentragdes necessarias para estimular a captagcdo de glicose do
sangue, os estoques enddgenos de gordura e de proteina sdo usados para a produg¢ao
de energia (LI et al., 2006).

Durante o estado pés-prandial, a secrecdo de insulina pelas células [
pancreaticas controla a homeostase sistémica dos nutrientes, possibilitando os
processos anabolicos em varios tecidos. A insulina estimula o influxo de glicose no
musculo e na gordura, sintese de proteina e glicogénio no musculo e no figado,
sintese e armazenamento de lipidios no figado e gordura, enquanto inibe a oxidagao
de acidos graxos, glicogendlise e gliconeogénese, tal como apoptose e autofagia em
tecidos responsivos a insulina. Ja no jejum, a secregao de insulina diminui e os tecidos
se organizam com a ajuda dos hormdnios contrarreguladores como o glucagon no
figado e na gordura, fazendo uso de acidos graxos derivados da lipdlise de adipocitos
para a geragao de ATP e manutengdo da homeostase da glicose (GUO, 2014). Os
efeitos bioldgicos da insulina sdo mediados pela ligagdo ao receptor de insulina que
consiste em duas subunidades a de ligagdo a insulina extracelular e duas subunidades
B datirosina quinase intracelular. O splicing alternativo do gene do receptor de insulina
resulta em duas isoformas de receptor de insulina: receptor de insulina A e receptor

de insulina B (KELERRER et al.,1992). Essa ativagcdao do receptor mediada por
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insulina leva a ativagao e autofosforilagcdo do receptor tirosina quinase e inicia varias
cascatas de eventos de fosforilacdo (KASUGA et al.,1982).

Desse modo, a sinalizagéo da insulina através do receptor de insulina envolve
varias vias e resulta em um estado anabdlico do metabolismo. A via candnica via
fosfoquinases phosphatidylinositol-3-kinase (PI13K) e serine/threonine-specific protein
kinase B (AKT) proporcionam a captacao de glicose, glicogénio e lipidios enquanto a
lipdlise é inibida nos adipdcitos assim como a gliconeogénese hepatica. Além disso,
as quinases AKT ativam mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1), que
leva a lipogénese e a sintese de proteinas e também tem a via de sinalizagdo da
insulina via SHC e as quinases mitogen-activated protein kinase (MEK) e extracellular
signal-regulated kinase (ERK). A ERK promove a proliferagao celular e a sintese de
proteinas, outra via de sinalizagao da insulina envolve NADPH oxidase 4 (NOX4) e a
inibicdo de phosphatase and tensin homolog (PTEN) que € um inibidor da via PI3K-
AKT como mostra na Figura 2 (KOLB et al., 2020).
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Fonte: Adaptado de KOLB et al. (2020).

Figura 2. As vias de sinalizagdo de insulina.

No estado de resisténcia a insulina, a resposta celular a insulina é reduzida,
assim a ativacdo da via de sinalizagdo da insulina necessita de concentragdes
aumentadas desta. Existem fatores crénicos que contribuem para a resisténcia a

insulina como a hiperinsulinemia, hiperglicemia, inflamagéo, excesso de lipidios,
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disfungdo mitocondrial e estresse do reticulo endoplasmatico (BOUCHER et al.,,
2014).

A resisténcia a insulina € uma condi¢cao que esta presente na obesidade,
sindrome metabdlica e no DM2. Neste, o organismo desenvolve resisténcia as agdes
bioldgicas da insulina inclusive no figado, afetando o controle dos niveis de glicose no
sangue e como resultado a hiperglicemia de jejum. Acredita-se que a resisténcia a
insulina no figado esteja relacionada ao sistema intracelular com acumulo de lipidios,
0 que leva a defeitos na sinalizagao da insulina por meio de mecanismos bioquimicos
especificos. A resisténcia a insulina, quando associada ao comprometimento da
secrecao de insulina estimulada pela glicose, acaba levando a hiperglicemia de jejum
devido ao comprometimento da supressdo da producdo hepatica de glicose
(NISWENDER, 2011). Como consequéncia, a resisténcia a insulina prejudica muitos
o6rgaos e vias celulares reguladas pela agdo da insulina. Além disso, sinais
metabdlicos ou hormonais ficam alterados favorecendo a disfungdo organica e o

aparecimento de doenga como mostra a Figura 3 (ARTUNC et al., 2016).
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Figura 3. Efeitos metabdlicos da resisténcia a insulina no figado, tecido
adiposo e musculo esquelético e efeitos n&o classicos em outros 6rgaos,

incluindo cérebro, intestino, pancreas, vaso sanguineo e rim.
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2.2.3 Horménios gastrointestinais relacionados com a obesidade

As sensacdes de fome e de saciedade sdo determinantes para o controle da
ingestao alimentar e do peso corporal. Os individuos saudaveis possuem um equilibrio
entre a sensacao de fome que antecede a refeicdo e a sensagao de saciedade que
ocorre apos a assimilacdo dos nutrientes. Na obesidade, esse equilibrio esta
desregulado promovendo um atraso na sensagéao de plenitude (LITTLE et al., 2011).
Portanto, os mecanismos subjacentes a mudanga da sensacédo de fome para a
sensagao de saciedade apdés uma refeicdo englobam a modulagdo da distensdo
gastrica e mudangas na motilidade intestinal (JANSSEN et al.,, 2011). Além disso,
varios hormoénios gastrointestinais sdo secretados em resposta a assimilagédo da
refeicdo. Esses horménios tém um papel na supressao progressiva da fome que
ocorre apos as refei¢des (MITHIEUX, 2014).

Durante e ap6s as refeigdes, os nutrientes ingeridos modificam a liberagao de
peptideos intestinais que podem modular a ingestao de alimentos e contribuem para
um processo composto por trés etapas: inicio da refeicdo, saciedade dentro da
refeicao e influéncias da saciedade entre as refeicdes (MORAN, 2009).

a) Inicio da refeicio:

Durante a fome ou o jejum, o horménio grelina é liberado do trato
gastrointestinal superior para aumentar o apetite e regular o complexo motor de
migracao gastrica (MMC) que sdo movimentos no estbmago e no intestino delgado
influenciado pela ingestdo de alimentos. Em humanos, cerca de 80-90% da grelina
esta localizada no estbmago, onde ¢ liberada pelas células enddcrinas nas glandulas
oxinticas do fundo e do corpo e, em menor extensao, do antro, duodeno, jejuno, ileo
e colon (SANGER et al., 2015).

A grelina estimula a sintese do NPY e da proteina AgRP em neurbnios do
nucleo arqueado do hipotalamo, que por sua vez aumentam a ingestdo de alimentos
(GIL-CAMPOS et al., 2006).

Ademais, a grelina estimula muitas regides do cérebro que estdo ligadas a
recompensa e motivagao, incluindo a area tegmental ventral e o hipocampo e também
propicia o consumo de alimentos heddnicos ao aumentar a via de sinalizagdo da
recompensa. A secrecao de grelina compreende o sistema nervoso simpatico e é
mediada por receptores 1 na célula de grelina. Os niveis plasmaticos de grelina sao

mais baixos em pacientes obesos, essa diminuigao € vista mais como compensatoria
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do que causal e reflete uma adaptacéo fisiolégica ao balango energético positivo
(FARHADIPOUR et al, 2021). Além disso, os pacientes obesos quase nao
apresentam declinio pos-prandial em resposta a ingestao de alimentos e tem auséncia
de flutuacdes associadas as refeicdes o que pode estimular continuamente o apetite
(ENGLISH et al., 2002). No entanto, os pacientes obesos apds perda de peso por
meio de dieta podem reestabelecer a sensibilidade a grelina que é acompanhada por
um aumento nos niveis de grelina no plasma (DRUCE et al., 2005).

b) Sinalizacdo de saciedade dentro da refeicao:

Apos a refeicdo, os nutrientes transitam para o estémago e intestino liberando
multiplos sinais gastrointestinais. Os peptideos intestinais estdo presentes para
otimizar o processo digestivo como a colecistocinina (CCK), glucagon pancreatico e
amilina. A CCK é amplamente distribuida no trato gastrointestinal, mas a maioria é
sintetizada no duodeno e jejuno. E rapidamente liberada nos tecidos circundantes e
na circulacdo em resposta aos nutrientes, principalmente em refeicbes ricas em
gordura e proteinas no intestino, com os niveis aumentando aproximadamente cinco
vezes no pos-prandial. Suas principais agbdes incluem retardar o esvaziamento
gastrico, estimular a secrecdo de enzimas pancreaticas e estimular a contracédo da
vesicula biliar e também favorecer a digestdo das gorduras e proteinas no intestino
delgado. Além disso, inibe a ingestao de alimentos (DEL PRETE et al., 2012).

Os peptideos pancreaticos como o glucagon e amilina, compartilham varias
propriedades com a CCK. Estes possuem padrbes semelhantes de liberacdo em
resposta a ingestao de alimentos onde os niveis plasmaticos aumentam rapidamente
com a alimentagéo e retornam aos niveis proximos a linha de base com o término da
refeicado (LUTZ et al.,1995).

As acgbes inibitorias do glucagon na alimentagao sédo mediadas perifericamente
e dependem da sinalizagao vagal hepatica intacta e as agdes da amilina s&o mediadas
centralmente. As ag¢des da amilina sdo mediadas pela area postrema, um 6rgao
circunventricular com uma barreira hematoencefalica porosa. A area postrema
expressa receptores de amilina e as lesdes da area postrema bloqueiam as acdes de
saciedade da amilina (MORAN, 2009).

c) Sinalizacdo da saciedade ao longo da refeicio:

Outros peptideos intestinais atuam apds as refei¢des, estimulando a liberacéo

como o peptideo YY e o peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1) que sao
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sintetizados e liberados pelas células L localizadas no intestino distal. As elevagbes
no plasma do PYY e GLP-1 ocorrem mais lentamente, nao atingindo o pico até o final
da refeicdo e permanecendo alto por varias horas apds a refeicdo. Entdo, o PYY é
liberado na circulacao apos as refeicoes e é suprimido pelo jejum (BALLATYNE et al.,
2006). O GLP-1 desempenha uma série de agdes gastrointestinais: estimula a
secregao de insulina induzida por glicose e regula positivamente a expressao do gene
da insulina; potencializa todas as etapas da biossintese da insulina; melhora a
sensibilidade a glicose das células [ pancreaticas resistentes e redugcdo no
esvaziamento gastrico (BURCELIN et al., 2010).

2.2.4 Outros hormonios peptidicos relacionados com a obesidade

Os horménios peptidicos desempenham um papel importante no controle da
homeostase energética e do metabolismo. Adropina € um produto do gene associado
a homeostase energética (ENHO) identificado recentemente como um novo fator
envolvido na ingestdo de nutrientes e homeostase metabdlica em camundongos
obesos resistentes a insulina (KUMAR et al., 2008). Um declinio nos niveis de
adropina pode estar relacionado a um maior risco de obesidade, resisténcia a insulina
e sindrome metabdlica, ja altos niveis de adropina pode contribuir para promover a
utilizacao de glicose, melhora da hiperinsulinemia, esteatose hepatica e dislipidemia
na obesidade (YIN et al., 2020).

Os niveis de adropina sao afetados pelo peso corporal, composicao da dieta e
varias preferéncias alimentares. Foi visto que os baixos niveis de adropina sao
preditores de ganho de peso corporal em animais com uma dieta enriquecida com
frutose. Ha evidéncias indicando que os niveis de adropina podem ser afetados pelo
diabetes, assim os niveis séricos de adropina sao mais baixos em pacientes DM2
comparados aos controles saudaveis e também baixos niveis de adropina no DM2 é
considerado um fator de risco para disfungao endotelial (JASASZWILI et al., 2021).
Corroborando com o exposto, o estudo de Stevens et al. (2016), observaram que
individuos com baixas concentragdes plasmaticas de adropina apresentaram maior
ingestdo de carboidratos como acgucares simples e carboidratos complexos sem
diferenga na ingestao de fibras.

O tecido adiposo, o intestino, a pele e 0 musculo sao todos 6rgaos enddcrinos
dindmicos que secretam uma série de horménios ou substancias semelhantes a

horménios com atribui¢gdes consideraveis na manutengado da homeostase da energia
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celular e na regulagdo das fungdes metabdlicas. Um desses hormdnios é o
polipeptideo irisina recentemente descoberto, mais conhecido como a quimiocina
induzida por exercicio que € liberada principalmente pelo musculo e tecido adiposo. A
irisina favorece a captagéo de glicose pelos musculos esqueléticos, melhora a glicose
hepatica e o metabolismo lipidico, tendo um efeito positivo na hiperlipidemia e
hiperglicemia causada pela obesidade e sindrome metabdlica e, portanto, atua como
um horménio sensibilizador da insulina (ARHIRE et al., 2019).

A apelina pertence a familia das adipocinas que sdo mediadores bioativos
liberados pelo tecido adiposo. A expressao de apelina transcorre amplamente em
muitos tipos de tecidos fazendo com que a apelina esteja envolvida em varios
processos fisiologicos como angiogénese, metabolismo energético e regulacdo da
homeostase dos fluidos e do sistema cardiovascular. Portanto, o sistema apelinérgico
pode participar de algumas patologias incluindo insuficiéncia cardiaca, doencgas
relacionadas a hipoxia, obesidade, diabetes e cancer (WYSOCKA et al., 2018). Como
observou o estudo de Krist et al. (2013), onde as concentragbes séricas altas de
apelina em humanos estavam associadas ao IMC mais alto, assim como glicose
plasmatica elevada, triglicerideos e resisténcia a insulina.

A galanina, spexina e kisspeptina séo trés peptideos bioativos relacionados que
ganharam atencao consideravel por suas fung¢des na regulagdo da homeostase
energética, humor e no comportamento. A galanina tem efeitos na homeostase da
glicose em varias espécies, a galanina pode desempenhar um papel inibidor na
secrecao de insulina mediada neuralmente, em oposigédo a ser um regulador positivo
da secrecéao de insulina regulada por nutriente (MILLS et al., 2021).

Quanto a spexina, Kolodziejski et al. (2018), encontraram uma correlagcao
negativa com spexina e resisténcia a insulina (HOMA-IR), insulina sérica, glucagon,
grelina ativa, leptina e orexina-A. Os niveis séricos de spexina sdo baixos em
pacientes com DM2 e se correlacionam negativamente com os niveis de glicose no
sangue em jejum, hemoglobina glicada (HbA1c), triglicerideos e colesterol LDL (GU
et al., 2015).

A kisspeptina tem sido reconhecida como um importante fator de maturagéao e
reproducao atuando no SNC. Sua expressao também foi demonstrada em tecidos
periféricos envolvidos no metabolismo de carboidratos e de lipidios, ou seja, no tecido

adiposo, figado e pancreas. Kisspeptina também tem sido vista como uma conexao
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entre a reproducao e o estado de energia do corpo. Para reproduc¢ao é necessario alto
consumo de energia e a maturacdo requer um suprimento adequado de nutrientes
(KOLODZIEJSKI et al., 2021).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral
Comparar o impacto das dietas: very low fat, cetogénica, intermitente very low

fat e cetogénica no metabolismo de camundongos C57BL/6.

3.2 Objetivos especificos

a) Comparar dieta com baixissimo teor de lipidios e rica em carboidratos (very
low fat); dieta com baixissima quantidade de carboidratos e alta quantidade de
gorduras (cetogénica) com a dieta controle balanceada em relagdo ao ganho de peso,
composi¢ao corporal, parametros bioquimicos e morfologicos;

b) Comparar administragdo intermitente destas dietas (very low fat e
cetogénica) intercalando periodos com dietas balanceadas, assim representando a
falta de adesao dos seres humanos as intervencgoes dietéticas;

c) Avaliar regulacéo da glicemia e da resisténcia a insulina entre as diferentes
dietas;

d) Avaliar alteragbes na expressao génica dos genes relacionados ao

metabolismo glicémico e lipidico nos tecidos do figado, musculo e rins.
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Artigo redigido nas normas da revista Journal of Nutrition and Metabolism,
disponivel em:

Author Guidelines - Journal of Nutrition and Metabolism - Wiley Online Library
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Resumo

Tem sido comum no tratamento para obesidade a adogao de estratégias dietéticas
por meio de dietas com baixo teor de gordura ou carboidratos. Este estudo comparou
dieta ad libitum very low fat com dieta cetogénica, analisando seus efeitos metabdlicos
e as consequéncias da falta de ades&o por meio de grupos intermitentes. Foram
usados 26 camundongos machos, divididos em cinco grupos: controle (Ctrl), very low
fat (VLF), cetogénica (KD), intermitente very low fat (IVLF) e intermitente cetogénica
(IKD). A expressao de enzimas glicoliticas e lipoliticas nos tecidos hepatico, renal e
muscular foi avaliada por PCR quantitativo. O grupo KD reduziu o percentual de
gordura corporal a partir da 16 semana, apresentando valores significativamente
menores na 22% semana em comparagao aos outros grupos (p < 0,05). Além disso, a
expressao do transportador de glicose 2 foi menor em relagéo ao Ctrl (p = 0,0327) e
VLF (p = 0,0128). A expressao de Stearoyl-CoA reductase 1 também foi menor no
grupo KD em comparacédo ao Ctrl (p = 0,0244). Em contrapartida, o grupo IKD
apresentou aumento na ingestdo alimentar e no percentual de gordura corporal nas
semanas 17 a 19, além expresséo elevada de Stearoyl-CoA reductase 1 em relagao
ao grupo KD (p = 0,0279). A Stearoyl-CoA reductase 1 estava mais elevada no grupo
IVLF do que no KD (p = 0,0196), e a expressao de Acetyl-CoA carboxilase 1 também
foi maior no IVLF (p = 0,0243). Conclui-se que a dieta cetogénica promove perda de
peso e altera a expressao genética de enzimas lipogénicas. O ganho de peso no grupo
IKD sugere que a dificuldade em manter a adeséo a dietas restritivas pode levar ao
ganho de peso indesejado.

Palavras-chave: ganho de peso; emagrecimento; dieta com baixo teor de gordura;
dieta com baixo teor de carboidrato
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Abstract

It has become common in obesity treatment to adopt dietary strategies through low-fat
or low-carbohydrate diets. This study compared an ad libitum very low-fat diet with a
ketogenic diet, analyzing their metabolic effects and the consequences of non-
adherence through intermittent groups. Twenty-six male mice were used, divided into
five groups: control (Ctrl), very low fat (VLF), ketogenic (KD), intermittent very low fat
(IVLF), and intermittent ketogenic (IKD). The expression of glycolytic and lipolytic
enzymes in liver, kidney, and muscle tissues was evaluated by quantitative PCR. The
KD group reduced body fat percentage from the 16t" week, showing significantly lower
values by the 22" week compared to the other groups (p < 0.05). Furthermore, glucose
transporter 2 expression was lower compared to Ctrl (p = 0.0327) and VLF (p =
0.0128). The expression of Stearoyl-CoA reductase 1 was also lower in the KD group
compared to Ctrl (p = 0.0244). In contrast, the IKD group showed increased food intake
and body fat percentage between weeks 17 and 19, as well as elevated expression of
Stearoyl-CoA reductase 1 compared to the KD group (p = 0.0279). Stearoyl-CoA
reductase 1 was higher in the IVLF group than in the KD group (p = 0.0196), and the
expression of Acetyl-CoA carboxylase 1 was also higher in IVLF (p = 0.0243). It is
concluded that the ketogenic diet promotes weight loss and alters the genetic
expression of lipogenic enzymes. Weight gain in the IKD group suggests that difficulty
in maintaining adherence to restrictive diets can lead to unwanted weight gain.

Keywords: weight gain; weight loss; very low-fat diet; ketogenic diet
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1. Introdugao

A prevaléncia de obesidade estd aumentando principalmente em areas
urbanas. Em 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos tinham sobrepeso e destes mais
de 650 milhdes eram obesos, enquanto 39 milhdes de criangas com menos de 5 anos
tinham excesso de peso ou obesidade em 2020, mostrando que existe uma pandemia
de obesidade e que € um grande problema de saude [1].

A obesidade é amplamente definida como excesso de massa corporal e € vista
como uma preocupagao de saude global, pois esta relacionada ao aumento do risco
de varias doencgas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) como diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertensado arterial (HAS) e doengas cardiovasculares. Sendo assim, a
obesidade é caracterizada por um indice de Massa Corporal (IMC) > 30 kg/m? [2].
Esses niveis elevados de IMC estdo associados ao desenvolvimento de
comorbidades e aumento da mortalidade, resultando em uma redugao na expectativa
de vida dos pacientes, que varia entre 6,5 e 13,7 anos [3,4]. Com o aumento da
obesidade, sobrepeso e doengas crénicas nos paises ocidentais, os pesquisadores
estdo interessados em entender os mecanismos pelo quais os individuos aumentam
a massa corporal e como tratar essas doengas. Ao longo do ultimo meio século, para
tentar combater a obesidade foram realizadas diversas estratégias dietéticas [5] como
em 1977, onde o primeiro Guia dietético para os americanos recomendou 0 aumento
do consumo de carboidratos entre 55% a 60% das calorias diarias e a redugédo do
consumo de gordura de 40% para 30%. Essas recomendacgdes estavam apoiadas na
ideia de que o consumo de gordura promovia a obesidade, por ser a maior fonte de
energia da dieta [6].

Considerando que a causa primaria da obesidade € um desequilibrio crénico
entre a ingestdo e o gasto energético, dessa forma o caminho para combater a
obesidade é por meio do balango energético negativo. Estudos mostraram que para
alcancar o balanco energético negativo é preciso a modificacdo do comportamento
com a combinacgao de dieta e de exercicios fisicos [7].

Nos ultimos 30 anos, ocorreram muitos debates sobre a composicao ideal da
dieta para perda e manutengao de peso. Alguns alegam que a dieta mais convencional
com baixo teor de gordura e alto teor de carboidratos [8] € uma boa estratégia,
enquanto outros apontam a restricdo de carboidratos como sendo mais eficaz.

Existem diferentes tipos de dietas como a dieta cetogénica que apresentam muito
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baixa quantidade de carboidrato [9] e também as dietas que tem uma maior
quantidade de proteina e reducao do indice glicémico [10,11]. Dessa forma, tanto
dietas com baixo teor de gorduras como dietas com baixo teor de carboidratos foram
preconizadas como ferramentas para controle de massa corpdrea e emagrecimento.
Os tratamentos atuais para a obesidade tém tido sucesso limitado e a maioria das
pessoas que alcangam a perda de peso bem-sucedida ndo conseguem manté-lo [12].
Considera-se que isso ocorra devido as intervengbes possuirem como objetivo a
reducdo do excesso de adiposidade ndao contemplando uma das causas implicitas
mais comuns do aumento do ganho de peso e da obesidade que é o comportamento
alimentar desregulado [13]. Além disso, na tentativa de perder peso, grande parte dos
individuos adotam padrdes alimentares inadequados como dietas muito restritivas,
podendo desencadear excessos alimentares, baixo consumo de alimentos saudaveis
como frutas e vegetais e inatividade fisica, que s&o praticas que dificultam a redugao
de peso de forma efetiva [14].

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo comparar o impacto da
administragao de dietas ad libitum “very low fat’, com alta quantidade de carboidratos,
e cetogénica, com baixa quantidade de carboidratos, em camundongos, a fim de
elucidar os efeitos dessas dietas no metabolismo, e também de reproduzir a falta de
adesdo a essas dietas por meio de grupos intermitentes que recebiam suas
respectivas dietas very low fat e cetogénica durante o periodo de quatro semanas e
apos recebiam a dieta controle.

2. Metodologia

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pelotas sob o numero 131/2022. Os procedimentos foram
realizados de acordo com a Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, que
regulamenta a utilizagdo de animais na pesquisa cientifica. Os cuidados e
manipulacdo dos animais seguiram as Diretrizes para o Cuidado e a Utilizagcado de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA - Resolugdo Normativa 30, 2016,
CONCEA). A eutanasia foi realizada seguindo as Diretrizes para a Pratica de
Eutanasia do CONCEA (Resolugao Normativa n® 13, de 20 de setembro de 2013).

Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de Nutricdo Experimental
da Faculdade de Nutrigcdo, devidamente credenciado junto ao CONCEA, em estantes

ventiladas com umidade e temperatura controladas. Os animais foram mantidos em
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estantes ventiladas, com temperatura controlada (22 + 2°C), umidade relativa do ar
de 40-60%, ciclo de luz de 12 h claro/12 h escuro, sistema de exaustao de ar, e livre
acesso a alimentagdo (ragdo padréo ou dietas experimentais) e agua. Foram 26
camundongos C57BL/6, machos com 03 meses de idade divididos em 05 grupos:
grupo controle (Ctrl), grupo very low fat (VLF), grupo cetogénico (KD), grupo
intermitente very low fat (IVLF) e grupo intermitente cetogénico (IKD). Os animais dos
grupos intermitentes receberam dieta controle nas semanas 10-15 e de 19-24. As
dietas foram administradas durante 24 semanas. Os animais foram monitorados
quanto ao ganho de peso e consumo de alimentos durante todo o estudo. Para isso,
cada camundongo foi pesado individualmente em balanga de precisdao semanalmente.
O consumo alimentar foi verificado a partir da diferenga semanal entre os alimentos
oferecidos e os restantes. Apos a eutanasia dos animais, os principais 6érgaos foram
coletados e pesados, incluindo rins, figado, tecido adiposo epididimal e peri-renal,
além de musculo. Posteriormente, foi realizada a analise de expressao génica por
reagcao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) para os genes listados na
Tabela 4.

2.1 Dietas experimentais:

A dieta utilizada como controle possuia 63,2% de carboidratos, 19% proteinas
e 4,2% de lipidios. Densidade caldrica: 3,61 kcal/100g (Tabela 1).
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Tabela 1. Composigao nutricional da ragao para dieta padrédo em 1000 gramas.

Quantidade Carboidratos Acgucares Proteinas Lipidios Fibras Quilocalorias

(9) (9) (9) (9) (9) (9) (kcal)

Farinha
de trigo 400 288 1,6 52 10 44 1360
integral
Farinha 200 152 0,6 20 2 54 728
de trigo
Tapioca 100 90 _ _ _ _ 360
granulada
Amido de 100 91 _ 0,3 0,1 0,9 381
milho
. 150 10,68 _ 117,84 _ _ 514,05
Albumina
Fermento 20 _ _ _ _ _ _
quimico
Oleo de 05 _ _ _ 05 _ 45
canola
Banha 25 _ _ _ 25 _ 225,5
Acucar _ _ _ _ _ _ _
refinado
TOTAL 1000 63,2% 0,2% 19,0% 4,2% 5,0% 3614

* Valores de referéncia: Tabela Brasileira de Composigéo de alimentos (TACO) e rétulos dos

alimentos.

Os animais dos grupos VLF receberam ragao com maximo 1% de lipidios em
gramas do alimento, visto que o padrao para roedores € 4%, e grande quantidade de
carboidratos acima de 65% das calorias totais [15]. A rag&o foi composta de 65,6% de
carboidratos simples, 19,2% de proteinas e 1,7% de lipidios poli-insaturados das
calorias totais. Densidade calérica= 3,48 kcal/100g (Tabela 2). Ja a ragdo dos animais
da dieta cetogénica foi composta por grande quantidade de lipidios, ou seja, mais do
que 50% das calorias totais provenientes das gorduras [16]. A dieta cetogénica
permite um consumo muito baixo de carboidratos (em torno de 5% a 10% da ingestéo
caldrica total ou abaixo de 50g por dia) como meio de aumentar a produgao de cetonas
[17]. Esta ragdo foi composta por 15,6% de carboidratos complexos, 18,6% de
proteinas e 51,2% de lipidios saturados e poli-insaturados provenientes do total de

calorias. Densidade cal6rica= 6,46kcal/100g (Tabela 3).
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Tabela 2. Composigao nutricional da ragao para dieta very low fat 1000 gramas.

Ingredientes Quantidade Carboidratos Acucares Proteinas Lipidios Fibras Quilocalorias
(9) (9) (9) (9) (9) (9) (kcal)

Farinha de 400 288 1,6 52 10 44 1360
trigo integral
Farinha de 200 152 0,6 20 2 54 728
trigo
Tapioca 125 112,5 _ _ _ _ 450
granulada
Amido de 100 91 _ 2 0,1 0,9 381
milho
. 150 10,68 _ 117,84 _ _ 514,05
Albumina
Fermento 20 _ _ _ _ _ _
quimico
Oleo de 05 _ _ _ 05 _ 45
canola
Banha - - - - - - -
Acgucar — — - - - - -
TOTAL 1000 65,4% 0,2% 19,2% 1,7% 5,0% 3478

*Valores de referéncia: Tabela Brasileira de Composi¢ao de alimentos (TACO) e rétulos

Tabela 3. Composicao nutricional da ragao para dieta cetogénica em 1000

gramas.

Ingredientes Quantidade Carboidratos Acgulicares Proteinas Lipidios Fibras Quilocalorias

(9) (9) (9) (9) (9) (9) (kcal)

Farinha de

O 120 86,4 0,48 15,6 3 13,2 408
trigo integral
Farelo de 85 54,825 0,34 13,26 3,6125 36,55 183,6
trigo
Tapioca 0 0 _ _ _ _ 0
granulada
Amido de 0 0 _ 0 0 0 0
milho
Albumina 200 14,24 _ 157,12 _ _ 685,4
Fermento 20 _ _ _ _ _ _
quimico
Oleo de 05 _ _ B 05 B 45
canola
Banha 570 _ _ _ 500 _ 5141,4
Acucar
TOTAL 1000 15,5% 0,1% 18,6% 51,2% 5,0% 6463

*Valores de referéncia: Tabela Brasileira de Composicao de alimentos (TACO) e rétulos
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2.2 Teste tolerancia a glicose

Na 232 semana foi realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG) com o objetivo
de avaliar a resisténcia a insulina e o metabolismo de glicose. Para isso, foi aplicada
uma solucdo de glicose (2g/kg de peso corporal intraperitonealmente), apdés 6h de
jejum, e a glicemia medida nos tempos -15, 0, 15, 30 e 60 minutos relativos ao
momento da aplicagdo. A area sob a curva (AUC) foi calculada usando o software
GraphPad 8.0.

2.3 Analise da expressao génica com método RT-PCR

2.3.1 Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA total, cerca de 50 a 100mg de tecido foi
homogeneizado em 1mL de trizol por homogeneizagdo mecénica (beads magnéticas).
Apos a homogeneizagdo, 200uL de cloroféormio foi adicionado ao trizol e,
posteriormente, misturado por vortex por, aproximadamente, 15 segundos. Em
seguida, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por,
aproximadamente, 10 minutos e centrifugadas a 12.000 rotagbées por minuto por 10
minutos a 4°C. Para precipitagdo do RNA, a fase aquosa, aproximadamente 500pL,
foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de 1,5mL contendo 500uL de
isopropanol gelado. O isopropanol foi misturado com a fase aquosa por inversao e as
amostras incubadas por 10 minutos a 4°C para concentrar o RNA por precipitagao.
Apos as amostras serem centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, o maximo
de isopropanol foi removido; e 1mL de etanol 75% adicionado ao precipitado e
centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, seguido da remogédo do maximo de
etanol e da repeticdo da adicdo de etanol 75% para maior purificacdo do RNA.
Posterior a remogao do maximo de etanol, o pellet secou ao ar por 15 a 20 minutos; e
foi ressuspendido com 20 a 50uL de agua livre de nuclease, seguida da incubacgéao
das amostras a 55°C por 10 minutos. Apds a ressuspensdo, a dosagem da
concentracdo de RNA e a verificacdo da qualidade do acido nucleico das amostras
foram realizadas no espectrofotdmetro para acidos nucleicos. A qualidade do material
genético extraido foi analisada por meio das razées das absorbancias em 260nm e
280nm (260/280), que indica o grau de contaminagdo por proteinas e solventes
organicos, como residuos de fenol, sendo selecionadas somente as amostras cuja
razao era de aproximadamente 2, que ¢é o indicativo de pureza para RNA; e em 260nm

e 230nm (260/230), que é o indicativo secundario de contaminag&o por solventes
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organicos, como o fenol, cuja razdo apresenta-se entre 2 e 2,2. Depois da analise do
RNA no espectrofotdmetro, as amostras foram armazenadas a temperatura de -80°C.

2.3.2 Tratamento com DNase e sintese do DNA complementar (cDNA)

Para assegurar que no processo de RT-PCR nao haja DNA genémico, somente
cDNA sintetizado a partir do RNA, as amostras foram submetidas a digestdo com
DNase para posterior sintese de cDNA.

2.3.3 Digestao com Dnase

A digestao com DNase foi realizada com 5 ug de RNA, sendo utilizado 1U de
DNase recombinante | por pg de RNA. A quantidade de inibidor de RNase empregado
variou de acordo com as informacgdes do fabricante, 15U de inibidor de ribonuclease,
livre de RNase (Roboklon) ou 20U de inibidor de RNase (Applied Biosystems). Foi
utilizado o tampéao de incubagao da DNase (10x) em volume final da reagao de 20uL,
completado com agua livre de nuclease. O protocolo utilizado no termociclador
dependeu da DNase recombinante | utilizada na reacdo. Com a DNase do fabricante
Takara (2270B), as amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a reagao
parada pela adigdo de solucédo de parada e aquecimento a 65°C por 10 minutos. Ao
final, a concentracdo de RNA das amostras foi dosada por espectrofotometria no

espectrofotdbmetro de acidos nucleicos e armazenadas a -20°C.

2.3.4 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado por meio do Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Em conjunto ao 1ug de RNA tratado com DNase,
foi adicionado 50U da transcriptase reversa MultiScribe, 0,8uL do dNTP mix (25x)
(100mM), 20U de inibidor de RNase, 2L de primers randdmicos (10x), 2uL do tampao
de incubagéao da transcriptase reversa MultiScribe (10x) e completado com agua para
o volume final de 20uL. A reacao foi submetida a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120

minutos e a 85°C por 5 minutos. O cDNA foi armazenado a -20°C.
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2.3.5 PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

A analise de expressao génica dos tecidos foi feita por RT-PCR pelo sistema
Sybr Green. Nos experimentos, foram utilizados 20ng de cDNA e 10uM dos primers
descritos na Tabela 4, sendo amplificado em ciclos variados de temperatura 53°C para
desnaturagdo, anelamento e extensdo. A quantidade de mRNA dos genes de
interesse foi normalizada pela expressao de Rna- Beta-actina (gene de referéncia)
calculada pela divisdo dos valores referentes ao 2 — AACT [18] do gene de interesse
relativo ao gene de referéncia. A representacéo grafica dos valores foi expressa em
taxa de alteracgdo relativa ao grupo controle (fold-change). As sequéncias dos primers
foram desenhadas por meio da utilizacdo de ferramentas de bioinformatica.

Tabela 4. Lista de primers utilizados para analise da expressao génica.

Gene Foward (5’- 3’) Reverse (5°-3’)
Beta-Actina
CTGGCCTCACTGTCCACCTT CGGACTCATCGTACTCCTGCTT
Peroxisome
proliferator-activated TTGACCCTGCTTCCACCAA TGTCATTCCTCAGCCTGGG
receptor gamma
coactivator 1-alpha
Phosphoenolpyruvate CTTCACTGAGGTGCCAGGAG
carboxykinase CTAACTTGGCCATGATGAACC
Glucose- 6- TCGGAGACTGGTTCAACCTC ACAGGTGACAGGGAACTGCT
phosphatase
Glucose transporter 2 CATTGGCACATCCTACTTGG TTCAAGCTTTTCTTTGCCCT
Acetyl- Coa- CACATCCATCCAAACAGAG GCGTTGTCCAACAGAACATC
carboxilase
Carnitine CTTCCATGACTCGGCTCTTC AGCTTGAACCTCTGCTCTGC
Palmitoyltransferase 1
Stearoyl Coa CCTGCGGATCTTCCTTATCA GTCGGCGTGTGTTTCTGAG
Desaturase 1
Hepatic Nuclear factor CTCACCTCAGCAATGGACAG GGCAGGAGCTTGTAGGATTC
4
Cholesterol 7 alpha-
hydroxylase TGTAGCCCTCTTTCCTCCA GCTTGTTCCGAGTCCAAAAG
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Sterol regulatory

element-binding GAACTGGACACAGCGGTTTT GGCCAGAGAAGCAGAAGAGA
protein 1
Fatty acid Synthase GAGGACACTCAAGTGGCTGA GTGAGGTTGCTGTCGTCTGT

Forkhead box protein
01 GCTTTTGTCACGATGGAGGT CGCACAGAGCACTCCATAAA

Forkhead box protein

03 ACAGAATGCCTCAGGATCTGG TGAAGTCCAGTCCCTCACCAT
HMG-CoA reductase AAAGTTTGCCCTCAGTTCA AAAGTTTGCCCTCAGTTCA
Forkhead box protein

04 TCTACGAATGGATGGTCCGCAC CTTGCTGTGCAAGGACAGGTTG
Tumor necrosis factor GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG CTGATGAGAGGGAGGCCATT

alpha (TNF-a)

2.3.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Graph Pad Prism 8.0. O
teste prévio de normalidade foi feito para verificar a distribuicdo dos dados antes de
prosseguir com as analises estatisticas. Para os testes estatisticos entre os grupos
foram utilizados o teste One-way ANOVA e Teste-T para analisar duas amostras. Os
dados sao apresentados com média + erro padrdao da média (SEM). Para o TTG, foi
realizado o calculo da area sob a curva e posteriormente o teste One-way ANOVA.
Foi considerado significativo quando o valor de p<0,05.

3. Resultados

3.1 Variagoes de ganho de peso foram observadas nos dois grupos com
dieta cetogénica

Em relacdo ao ganho de peso corporal (Figura 1A), os animais do grupo IKD,
entre as semanas 10 e 15, quando entraram no periodo de intermiténcia e passaram
a consumir a dieta controle, aumentaram o consumo alimentar em gramas (Figura
1B). Esse aumento pode ser explicado pelo fato da dieta controle possuir menor
densidade cal6rica em comparagédo a dieta cetogénica. No entanto, quando esses
animais retornaram a dieta cetogénica a partir da semana 16 até a semana 19, o
consumo alimentar permaneceu elevado. Apesar da dieta cetogénica ser hipercaldrica

devido ao seu alto teor de lipidios (Figura 1BC). Nesse periodo, 0 aumento na ingestao
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da dieta cetogénica rica em calorias resulta em um rapido ganho de peso corporal,
como observado na Figura 1A.

Por outro lado, os animais do grupo KD apresentaram uma diminuicdo no
ganho de peso corporal apos a 162 semana de experimento. Na 22% semana, o
percentual de ganho de peso desse grupo foi significativamente menor quando
comparado aos grupos VLF, IKD e IVLF. Além disso, quando comparado ao grupo
controle, o grupo KD também mostrou uma redugéo significativa no ganho de peso

corporal, conforme demonstrado na Figura 1A.
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Figura 1: Ganho de peso e consumo de ragao. (A) Porcentagem de massa corporal. Os animais do
grupo IKD apresentaram aumento no peso corporal na semana 17 a 19. Os animais do grupo KD
apresentaram menor massa relativa na semana 22. *, p<0,05 usando ANOVA de uma via; #, p<0,05
usando Test-T em comparagdo ao grupo controle. VLF = grupo dieta very low fat; IVLF = grupo dieta
very low fat intermitente; KD = grupo dieta cetogénica; IKD = grupo dieta cetogénica intermitente.
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3.2 Variagoes glicémicas foram observadas nos grupos com dieta
cetogénica

O TTG foi realizado na 232 semana do experimento. A glicemia basal foi medida
no tempo -15 minutos. Um grama de glicose/kg peso foi aplicado no tempo zero. A
curva glicémica do grupo KD apresentou uma area muito maior que dos outros grupos,
0s quais fizeram curvas quase idénticas. Esse resultado indica uma menor captagao
de glicose pelos musculos dos animais do grupo KD, o que se torna evidente apos o
tempo 30 minutos (Figura 2A e 2B). Por outro lado, a glicemia basal aumentou
somente no grupo IKD conforme mostra a Figura 2C, sendo que apesar do grupo KD
ter tido uma incursao de glicose maior no teste de tolerancia a glicose, conseguiu

regular sua glicemia em jejum, diferentemente do grupo relativo intermitente (IKD).
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Figura 2: Testes glicémicos. (A) Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) realizado na semana 23 do
experimento com injegdo |.P. de 1g glicose/kg peso. (B) Area sob a curva (AUC) para os resultados do
TTG. (C) Niveis de glicemia basal. ANOVA 1 via, *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; VLF = grupo dieta
very low fat; IVLF = grupo dieta very low fat intermitente; KD = grupo dieta cetogénica; IKD = grupo
dieta cetogénica intermitente; |.P = injecao intraperitoneal.
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3.3 Dieta cetogénica causou aumento na massa renal
A Figura 3 mostra as massas relativas do figado (A), tecido adiposo epididimal
(B), triceps sural (C) e rins (D). Verificamos que a massa total e relativa dos rins dos

animais da dieta cetogénica € maior comparado a todos os outros grupos (p<0,01).
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Figura 3: Massas relativas de alguns 6rgaos relacionados ao metabolismo energético - Massa
relativas do figado (A), tecido adiposo (B), musculo (C) e rins (D) de camundongos C57BL6, **, p<0,01,
n=5-6. VLF = grupo dieta very low fat; IVLF = grupo dieta very low fat intermitente; KD = grupo dieta

cetogénica; IKD = grupo dieta cetogénica intermitente.

3.4 Variagcoes de expressao genética no figado

Os niveis de expressédo dos fatores de transcricdo FoxO1a (forkhead box
protein O1) e FoxO3a (forkhead box protein O3) nao apresentaram diferengas
significativas (Figura 4A e 4C). Da mesma maneira, os niveis de expressédo de PGC1a
(figura 4B), TNF-a (Figura 4F), PEPCK (figura 4D) e G6P (figura 4E) também nao
apresentaram diferengas significativas entre os grupos.

Glucose transporter 2 (GLUT2), no figado, desempenham um papel
fundamental na regulagao dos niveis de glicose no sangue, facilitando tanto a entrada
quanto a saida de glicose no figado, e contribuindo assim para a manutencao da
homeostase glicEmica. Observou-se que os niveis de expressdo do GLUT2 foram
reduzidos no grupo KD em comparagao ao grupo controle (p*=0,0327) e very low fat

(p*=0,0128). Esse efeito provavelmente decorre da baixa quantidade de carboidratos
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presentes na dieta KD, o que resulta em menor disponibilidade de glicose e leva o
organismo a recorrer a outras fontes de energia, como a produgao de corpos
cetbnicos. Adicionalmente, o grupo IVLF apresentou niveis de expressao
significativamente maiores de GLUT2 em relagdo ao grupo KD (p*=0,0196), conforme
mostrado na Figura 4G. Esse resultado pode ser atribuido a maior quantidade de
carboidratos presentes na dieta VLF, em contraste com a dieta KD, que possui uma
quantidade reduzida.

Em relagdo ao metabolismo lipidico, foram analisadas as enzimas Acetyl-CoA
carboxilase (ACC1), Carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1), 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA redutase (HMGR), Fatty Acid Synthase (FAS), Stearoyl-CoA desaturase-1
(SCD1), Hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a) e o fator de transcricao Sterol
Regulatory Element-Binding Protein 1a (SREBP1A), que regula a expressao de genes
envolvidos na sintese de lipidios.

Ao analisar os niveis de expressdo génica da ACC1 no figado, os animais
alimentados com a dieta IVLF apresentaram niveis significativamente maiores em
comparagao ao grupo KD (p*=0,0243) (Figura 4H). No entanto, para os niveis de
CPT1 (Figura 4l), HMGR (Figura 4J), FAS (Figura 4K) e SREBP1A (Figura 4M),
HNF4a (Figura 4N) ndo foram encontradas diferencas significativas. Entretanto,
observou-se uma tendéncia de diminuicdo dos niveis de expressdo da HMGR no
grupo KD, embora essa diferenca nao tenha alcancado significancia estatistica.

Os animais submetidos a dieta KD apresentaram niveis significativamente
menores de SCD1 no figado, em comparagdo ao grupo controle (p*=0,0244),
indicando uma redugdo na sintese de acidos graxos monoinsaturados, que séo
importantes para a produgao de triglicerideos e colesterol no figado. Por outro lado, o
grupo IKD exibiu niveis aumentados de SCD1 em relagédo ao grupo KD (p*=0,00279),
sugerindo um efeito diferencial da dieta intermitente na regulagdo dessa enzima
(Figura 4L).
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Figura 4: Variagdes de expressado genética no figado. Avaliacdo da expressdo génica dos fatores
de transcricdo, enzimas glicoliticas e lipoliticas no figado dos animais que consumiram as dietas
controle, very low fat, cetogénica, intermitente very low fat e intermitente cetogénica. Os dados estao
representados por suas médias e erro padrdo foram analisados de acordo com ANOVA de uma via e

o teste de comparagées multiplas de Tukey. Valores de *p<0,05 foram considerados significativo

3.5 Variagoes de expressao genética nos rins

A avaliagao dos niveis de expresséo génica dos fatores de transcricdo FoxO1,
FoxO3 e FoxO4 nos rins nao revelou diferengas significativas entre os grupos (Figuras
5A, 5C e 5D). Da mesma forma, os niveis de expressao do PGC1a (Figura 5B) nao
apresentaram variagdes significativas.

Em relagédo as enzimas glicoliticas, a expressao da PEPCK (Figura SE) e do
transportador de glicose GLUT2 (Figura 5G) também n&o apresentou diferenca
significativa entre os grupos. No que diz respeito aos parametros inflamatorios, os
niveis de TNF-a (Figura 5F) permaneceu sem alteragdes relevantes entre os grupos

analisados.
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Além disso, as enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico, como ACC1
(Figura 5H), CPT1 (Figura 51), HMGR (Figura 5J), SCD1 (Figura 5K), e o fator de
transcricio SREBP1A (Figura 5L), assim como o HNF4a (Figura 5M), néo

apresentaram diferengas significativas entre os grupos.
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o teste de comparacgdes multiplas de Tukey. Valores de *p<0,05 foram considerados significativos

3.6 Variacoes de expressao genética no musculo

A analise dos niveis de PGC1a no musculo dos animais revelou que n&o houve
diferencgas significativas entre os grupos (Figura 6A). Da mesma forma, a expressao
génica das enzimas glicoliticas, como PEPCK e G6P, ndo apresentou variagoes
significativas entre os grupos avaliados (Figuras 6B e 6C).

Notavelmente, os niveis de GLUT2 estavam mais elevados no grupo very low

fat, embora essa diferenga nao tenha alcangado significancia estatistica (Figura 6D).
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Além disso, a enzima lipolitica ACC1 mostrou niveis superiores no grupo IKD em
comparagao aos demais grupos, mas essa diferengca também nao foi significativa
(Figura 6E).

As enzimas CPT (Figura 6F) e HMGR (Figura 6G) ndo apresentaram diferengas
significativas entre os grupos analisados. No entanto, o grupo KD demonstrou niveis
reduzidos da enzima FAS, embora essa diferenga também nao tenha alcangado
significancia estatistica, conforme evidenciado na Figura 6H.

Esses resultados sugerem que, apesar das variagdes observadas, ndo houve
evidéncias suficientes para estabelecer diferengas significativas entre os grupos,
indicando uma possivel uniformidade na regulacdo dos marcadores metabdlicos

analisados.
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Figura 6: Variagoes de expressao genética no musculo. Avaliagao da expressao génica dos fatores
de transcrigdo, enzimas glicoliticas e lipoliticas no musculo dos animais que consumiram as dietas
controle, very low fat, cetogénica, intermitente very low fat e intermitente cetogénica. Os dados estao
representados por suas médias e erro padrao foram analisados de acordo com ANOVA de uma via e

o teste de comparagées multiplas de Tukey. Valores de *p<0,05 foram considerados significativos

4. Discussao

A obesidade é um problema de saude publica que esta crescendo cada vez
mais e esta associada ao aparecimento de doencgas crdnicas ndo transmissiveis como
DM2, HAS e dislipidemias, assim reduzindo a qualidade de vida dos individuos e
gerando altos custos ao sistema publico de saude. No presente trabalho avaliamos a
administragao ad libitum da dieta com baixa quantidade de lipidios e alta quantidade

de carboidratos (very low fat) em comparagao a dieta cetogénica, a fim de verificar os
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possiveis efeitos no metabolismo, ingestdo calérica e ganho de peso em
camundongos, também adicionando dois grupos intermitentes das mesmas dietas, na
tentativa de representar a falta de adesao destas dietas restritivas em humanos. Os
principais resultados mostraram uma perda de peso no grupo KD, com aumento de
massa renal e tendéncia de maior expressdo de enzimas reguladoras da
gliconeogénese. Estes animais também tiveram dificuldade na captacao da glicose
injetada no TTG. Apesar disso, conseguiram manter niveis normais de glicemia basal.
Diferentemente, os animais do grupo IKD apresentaram ganho de peso ao retornarem
a dieta cetogénica apos a intermiténcia com dieta controle, e apresentaram glicemia
basal aumentada, apesar de terem uma incursdo de glicose semelhante ao grupo
controle no TTG. Juntos estes dados mostram a importancia e o cuidado que se deve
ter com dietas restritivas quanto a questao da adesao ao tratamento.

O ganho de peso observado no grupo IKD apds o retorno a dieta cetogénica
parece ser devido ao aumento do consumo alimentar (em gramas) durante o periodo
em que receberam a dieta controle. Ao retornarem a dieta cetogénica, entre a 16% e a
192 semana, mantiveram um consumo alimentar elevado, e desta forma, tiveram uma
ingestao caldérica aumentada na nova fase de adaptacéao a dieta cetogénica. Por outro
lado, animais do grupo KD tiveram um grande periodo de adaptagéo e s6 comegaram
a perder peso a partir da 16 semana culminando na 222 semana o0 momento de
observar uma diferenga significativa em relagdo aos outros grupos. Esse resultado
corrobora com os estudos de Her et al., [20] e de Arsyad et al., [21] que observaram
diminuicdo do peso corporal dos animais tratados com dieta cetogénica. Os animais
dessa dieta também apresentaram menor consumo alimentar (gramas) em relagao
aos demais grupos. Essa diminuigdo da ingestao alimentar pode estar associada a
presenga de grande quantidade de gorduras e fibras levando a sensacédo de
saciedade e reducdo do apetite, manutengcao de secrecdo da colecistoquinina pos-
prandial e reducao dos niveis de grelina [22]. Outra explicacdo é pela presenca de
corpos cetdnicos que tem demonstrado reduzir o apetite por meio da regulagao
hormonal, como visto no estudo de Martins et al., [23], no qual foi observado que os
individuos que apresentavam altas concentragbes de corpos cetbnicos possuiam
reducao dos niveis de grelina, um horménio relacionado a fome, e um aumento dos
horménios da saciedade, como colecistoquinina e peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1).
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O aumento do peso relativo e absoluto dos rins no grupo KD pode ser explicado
por um aumento da gliconeogénese renal nestes animais, uma vez que nao
receberam fontes de carboidratos suficientes para manter a glicemia basal. A
gliconeogénese é uma via metabdlica crucial na manutencdo dos niveis de glicose a
niveis adequados, gerando glicose a partir de aminoacidos, lactato, piruvato e glicerol,
entre outras moléculas do metabolismo intermediario. A gliconeogénese € induzida
por horménios antagonistas da insulina como glucagon, glicocorticoides, epinefrina e
hormonio do crescimento por meio da transativacdo de enzimas ativadoras da via
como G6P e PEPCK. A expressao dessas enzimas é importante especialmente nos
hepatdcitos, células do tubulo proximal renal e células epiteliais intestinais, que sao
essenciais para a regulacéo sistémica da glicose no sangue em condigdes de jejum
[24]. Sendo assim, a gliconeogénese renal desempenha um papel critico na
homeostase da glicose, particularmente em condigbes de jejum contribuindo em torno
de 20% a 25% da producgao de glicose [25]. Como os niveis de glicose regulam a
gliconeogénese renal. Dessa forma, os tubulos proximais reabsorvem glicose por
meio de transportadores de glicose dependentes de sédio (SGLTs) 1 e 2. Em um meio
rico em glicose, a reabsorcao de glicose aumenta, aumentando a razao entre a forma
oxidada e reduzida do dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADp/NADH), inibindo
a desacetilacido do coativador do receptor PGC1a de maneira dependente de sirtuina-
1, levando a uma regulacédo negativa da expressao do gene Phosphoenolpyruvate
carboxykinase 1 (PCK1). Assim, os inibidores de SGLT2 estimulam a gliconeogénese
renal no tubulo proximal [26]. Outro mecanismo que regula a gliconeogénese renal é
a acidose, onde o beta-hidroxibutirato que € um corpo cetbnico, medeia a interacao
hepatorenal para manter a regulagcdo homeostatica da glicose sanguinea e do
equilibrio acido-base sistémico [27].

A reducao dos niveis de GLUT2 observada no figado dos animais KD pode ser
devido a baixa ingestdo de carboidratos, causando niveis reduzidos de glicemia, e
influenciando na expressao desses transportadores. O transportador de GLUT2 é a
isoforma mais abundante em hepatdcitos, responsavel pela maior captagcao de
glicose, mas nao pela producdo direta de glicose hepatica. O papel desse
transportador é absorver glicose durante a fase de absorcéo e libera-la no sangue

durante o jejum. Entdo, a dieta cetogénica pode reduzir a expressao de GLUT2,
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especialmente no figado, devido a menor disponibilidade de glicose e maior
dependéncia de corpos cetdnicos como fonte de energia [28].

Em contrapartida, no grupo IVLF, os niveis de GLUT2 estavam aumentados
comparado comparando ao grupo KD. Esse efeito € compativel com o fato da dieta
very low fat ser rica em carboidratos, acarretando no aumento da necessidade de
transporte de glicose principalmente no figado. Nos hepatdcitos, o transportador de
glicose GLUT2 tem uma fungédo central, mediando a maior parte da captagdo de
glicose do sangue de maneira dependente da concentragdo de glicose circulante.
Esse processo garante que, quando os niveis de glicose no sangue estao elevados,
os hepatdcitos possam absorver glicose de forma eficiente e utiliza-la para processos
como glicogénese e lipogénese. Sabe-se que os hepatocitos compartiiham um
mecanismo essencial de resposta a altos niveis de glicose no sangue, que envolve a
ativacdo do fator de transcrigdo Carbohydrate response element binding protein
(ChREBP). Esse fator é fundamental para a indugéao de genes envolvidos na glicdlise
e na lipogénese. O papel do ChREBP é regular a conversao de glicose em
componentes energéticos e de armazenamento. A ativacdo do ChREBP nos
hepatdcitos € essencial para a manutengdo da homeostase energética, ajustando as
atividades de glicdlise e sintese lipidica em resposta as variagées nos niveis de glicose
[29,30].

Em nossos resultados mostramos que a enzima ACC1 apresenta-se com 0s
niveis de expressao aumentada no figado dos animais que receberam dieta IVLF
comparado ao grupo KD. Esse efeito ocorre devido a dieta very low fat ser rica em
carboidratos levando a ativagédo de vias lipogénicas devido ao excesso de glicose.
Esse efeito acontece por conta do fator de transcricao ChREBP, que é ativado em
resposta ao aumento dos niveis de glicose no figado. Assim, ChREBP se liga aos
elementos de resposta ao carboidrato nos promotores de genes lipogénicos, incluindo
o ACC1, estimulando a sua transcri¢ao. Essa ativagao resulta no aumento da sintese
de acidos graxos, utilizando o acetil-CoA gerado pela metabolizagédo da glicose. Além
disso, a insulina liberada em resposta a uma dieta rica em carboidratos também ativa
a proteina SREBP-1c, que colabora na indugao de genes lipogénicos, como o ACC1.
A combinacéao de glicose elevada e sinais de insulina amplifica a sintese de acidos
graxos, contribuindo para o aumento da ACC1. Esse processo é parte da lipogénese

de novo, um mecanismo pelo qual o organismo converte carboidratos em lipidios,
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especialmente quando tem excesso de energia. Estudos mostram que a glicose ativa
diretamente o ChREBP, enquanto a insulina regula a expressdo do SREBP-1c, o que
forma uma rede coordenada para aumentar a sintese de acidos graxos em resposta
a dietas ricas em carboidratos [31,32,33].

Em contraste, os niveis de ACC1 no grupo KD estavam diminuidos em virtude
da restricdo de carboidratos nessa dieta, assim temos niveis de insulina menores e
consequentemente as enzimas envolvidas nas sinteses como ACC que participa da
sintese de acidos graxos de cadeia longa esta diminuida. ACC1 € uma moeda global
que pode mediar as transag¢des de carbono entre vias metabdlicas, incluindo glicdlise,
ciclo do acido tricarboxilico, metabolismo de aminoacidos, gliconeogénese e sintese
de acidos graxos. Em geral, o nivel de proteina e as atividades enzimaticas sao
reguladas positivamente em condigbes de nutrientes e energia abundantes, visando
armazenar 0 excesso de nutrientes e energia na forma de acidos graxos.
Correspondentemente, o nivel de proteina e as atividades enzimaticas de ACCs sao
suprimidos em condi¢gdes de nutrientes e energia deficientes, visando garantir a
energia e os nutrientes limitados que sao utilizados para a sobrevivéncia [34]. Dessa
forma, na dieta KD temos niveis de ACC1 diminuidos e a AMP-activated protein kinase
(AMPK) aumentada, funcionando como um sensor de energia que detecta o estado
de nutrientes, a energia das células e € um regulador importante de ACC1. Quando
as células sofrem estresses metabdlicos, como privagao de glicose ou hipéxia, AMPK
é ativado, o que pode fosforilar os residuos de serina-79 em ACC1. A fosforilagdo do
residuo Ser-79 bloqueia efetivamente a formacao do homodimero ACC1, deixando as
moléculas ACC1 como monémeros que sao incapazes de catalisar a carboxilacdo de
acetil-CoA, suprimindo a via de sintese de acidos graxos [35].

Outra enzima que participa do metabolismo de lipidios € a SCD1, os animais
do grupo IKD tiveram niveis maiores dessa enzima comparada ao grupo KD. Como
os animais do grupo IKD tiveram periodos intercalados com a dieta controle onde
possuia quantidades de carboidratos maiores comparada a dieta KD. Acreditamos
que por causa do consumo da dieta controle na intermiténcia esse grupo apresentou
niveis mais altos de SCD1. Essa enzima lipogénica catalisa a sintese de acidos graxos
monoinsaturados, principalmente oleato e palmitoleato, a partir de acidos graxos
saturados, palmitato e estearato, respectivamente. Os acidos graxos

monoinsaturados sao produtos de SCD1 sio preferencialmente incorporados em
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espécies lipidicas importantes, como triglicerideos, éster de colesterol e fosfolipidios
Além de suas fungdes estruturais, os acidos graxos monoinsaturados tém fungdes de
sinalizagao e podem regular o metabolismo sistémico e modular doengas metabdlicas
cronicas [36]. Ja nos animais da KD, os niveis dessa enzima estavam bastante
reduzidos devido a ingestao de carboidratos ser minima e assim a gordura passa a
ser a principal fonte de energia consequentemente diminuindo a lipogénese, ou seja,
porque n&o tem quantidades significativas de carboidratos disponivel para converter
em acidos graxos. Por causa dessa diminuicdo nos niveis da SCD1 na dieta
cetogénica, esse efeito pode promover a oxidagdo de gordura em vez de seu
armazenamento e melhorar a sensibilidade a insulina em tecidos como o musculo
esquelético. Assim, a dieta cetogénica torna-se uma opgéao dietética para condigbes
associadas ao excesso de sintese de gordura, como a doenga hepatica gordurosa
nao alcodlica [37,38]. Como mostrou o estudo de Silva-Santi et al., comparou uma
dieta rica em carboidratos e uma dieta rica em lipidios e observaram que os animais
alimentados com dieta rica em carboidratos aumentaram a atividade SCD1 e tiveram
niveis mais altos de acidos graxos monoinsaturados no figado em relagcédo aos ratos
alimentados com dieta rica em gordura [39].

Esse estudo traz resultados relevantes quanto ao consumo de dietas restritivas
e também quanto a falta de adesdo e posterior retomada dessas dietas. Porém, o

numero pequeno de animais pode limitar a generalizagao dos resultados.

5. Conclusao

Os resultados mostraram que a dieta KD foi eficaz na perda de peso a partir da
décima sexta semana de tratamento, apresentando alteragdes no metabolismo
lipidico e glicidico com redugdo de expressdo genética das enzimas que atuam na
lipogénese e nos transportadores de glicose.

Por outro lado, os animais do grupo IKD, ao entrarem no periodo de transicéo
para a dieta controle, aumentaram significativamente o consumo alimentar. Mesmo
apos retornarem a dieta KD, esse aumento no consumo persistiu, resultando em
ganho de peso. Esses achados sugerem que a interrupgao e a posterior retomada de
uma dieta restritiva podem induzir um aumento no peso corporal, possivelmente

devido a um mecanismo compensatério no comportamento alimentar.
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Embora este estudo apresente resultados importantes sobre dietas restritivas
e a falta de adesao ao tratamento dietético, sdo necessarias pesquisas adicionais para

compreender melhor os efeitos dessas dietas a longo prazo.



[1]
[2]

[3]

[4]

[5]

[6]
[7]
[8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]
[17]

[18]

59

Referéncias

CARUSQO, A. et al. Leptin: A Heavyweight Player in Obesity Related Cancers.
Biomolecules, v.13, 1084, 2023.

The GBD 2015 Obesity Collaborators, AFSHIN, A; FOROUNZANFAR, M.H;
REITSMA, M.B. et al. Health effects of overweight and obesity in 195 countries
over 25 years. The New England Journal of Medicine, v.377, n.1, p.13-27,
2017.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Obesity and overweight; 2018. Available
from: http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/. Acesso em maio,
2021.

KITAHARA, C.M. et al. Association between class Ill obesity (BMI of 40-59
kg/m2) and mortality: a pooled analysis of 20 prospective studies. PLoS
Medicine, v.11, n.7, 2014.

NCD Risk Factor Collaboration (NCD-Risc). Trends in adult body-mass index in
200 countries from 1975 to 2014: a pooled analysis of 1698 population-based
measurement studies with 19-2 million participants. Lancet, v. 387, n.10026,
p.1377-1396, 2016.

GERSHUNI, V.M. Saturated Fat: Part of a Healthy Diet. Current Nutrition
Reports, v.7, n.3, p.85-96, 2018.

EBBELING, C.B.; YOUNG, |.S. Dietary fat: friend or foe? Clinical Chemistry,
v.64, n.1, p.34-41, 2018.

PETRIDOU, A.; SIOPI, A.; MOUGIQOS, V. Exercise in the management of obesity.
Metabolism Clinical and Experimental, v.92, p. 163-169, 2019.

GRAVE, R.D. et al. A Randomized Trial of Energy-Restricted High-Protein versus
High-Carbohydrate, Low-Fat Diet in Morbid Obesity. Obesity, v.9, 2013.
GERSHUNI, V.M.; YAN, S.L.; MEDICI, V. Nutritional ketosis for weight
management and reversal of metabolic syndrome. Current Nutrition Reports,
v.7, p.97-106, 2018.

LARSEN, T.M. et al. For the diet, obesity, and genes (Diogenes) project. Diets
with high or low protein content and glycemic index for weight-loss
maintenance. New England Journal of Medicine, v.362, p.2102-2113, 2010.
ASTRUP, A.; HJORTH, M.F. Low-Fat or Low Carb for Weight Loss? It Depends
on Your Glucose Metabolism. EBioMedicine, v.22, p.20-21, 2017.
SOLEYMANI, T.; DANIEL, S.; GARVEY, W.T. Weight maintenance: challenges,
tools and strategies for primary care physicians. Obesity Reviews, v.17, n.1,
p.81-93, 2016.

LEIGH, S.J.; MORRIS, M.J. The role of reward circuitry and food addiction in the
obesity epidemic: An update. Biological Psychology, v.131, p.31-42, 2018.
MOREIRA, A.P.B.; et al. Evolucdo e interpretagdo das recomendacdes
nutricionais para os macronutrientes. Revista Brasileira de Nutricao Clinica,
v.27,n.1, p.51-59, 2012.

WEBER, D.D. et al. Ketogenic diet in treatment of cancer — Where do we stand?
Molecular Metabolism, v.33, p.102-121, 2019.

PAOLI, A. et al. Ketogenic diet and microbiota: Friends or Enemies? Genes, v.10,
n.7, 2019.

LIVAK KJ, SCHMITTGEN TD. Analysis of Relative Gene Expression Data Using
Real-Time Quantitative PCR and the 2-AACT Method. Methods, v.25, n.4,
p.402-8, 2001.



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

60

PIETILAINEN, K.H.; SAARNI, S.E.; KAPRIO, J.; RISSANEN, A. Does dieting
make you fat? A twin study. International Journal of Obesity, v.36, p.456-464,
2012.

HER, T.K. et al. Dietary carbohydrates modulate metabolic and 3-cell adaptation
to high-fat diet-induced obesity. American Journal of Physiology
Endocrinology and Metabolism, v.318, n.6, E856-E865, 2020.

ARSYAD, A. et al. Long-term ketogenic diet induces metabolic acidosis, anemia,
and oxidative stress in healthy wistar rats. Journal of Nutrition and Metabolism,
2020.

SUMITHRAN, P. et al. Long-term persistence of hormonal adaptations to weight
loss. The New England Journal of Medicine, v.368, n.10, p. 927-936, 2013.
MARTINS, C. et al. Association between ketosis and changes in appetite markers
with weight loss following a very low-energy diet. Obesity, v.28, p.2331-2338,
2020.

GRAY, L.R.; TOMPKINS, S.C.; TAYLOR, E.B. Regulation of pyruvate
metabolism and human disease. Cellular and Molecular Life Sciences, v.71,
p. 2577-2604, 2014.

STUMVOLL, M.; CHINTALAPUDI, U.; PERRIELLO, G;, GERICH, J. E. Role of
glutamine in human carbohydrate metabolism in kidney and other
tissues. American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism,
274, n.6, E848-E854, 1998.

LEGOUIS, D., FAIVRE, A., CIPPA, P.E., DE SEIGNEUX, S. Renal
gluconeogenesis: an underestimated role of the kidney in systemic glucose
metabolism. Nephrology Dialisys Transplantation, v. 37, p.1417-1425, 2022.
HATANO, R. et al. Hepatic ketone body regulation of renal gluconeogenesis.
Molecular Metabolism, v.84, 2024.

THORENS, B. GLUT2, glucose sensing and glucose homeostasis.
Diabetologia, v.58, p.221-232, 2015.

AHMAD, Y.; SEO, D.S.; JANG, Y. Metabolic Effects of Ketogenic Diets: Exploring
Whole-Body Metabolism in Connection with Adipose Tissue and Other Metabolic
Organs. International Journal of Molecular Sciences, 25, 7076, 2024.
CHADT, A.; AL-HASANI, H. Glucose transporters in adipose tissue, liver, and
skeletal muscle in metabolic health and disease. European Journal of
Physiology, v.472, p.1273—-1298, 2020.

SCHMIDL, S.; TAMAYO ROJAS, SA.; IANCU, CV.; CHOE, J-Y.; OREB,M.
Functional expression of the human glucose transporters glut2 and glut3 in yeast
offers novel screening systems for glut targeting drugs. Frontiers Molecular
Biosciences, v.7, 2021

FERRAMOSCA, A.; CONTE, A.; DAMIANO, F.; SICULELLA, L.; ZARA, V.
Differential effects of high-carbohydrate and high-fat diets on hepatic lipogenisis
in rats. European Journal of Nutrition, v.53, 2014.

WANG, X.; YU, W, LI, S.; GUO, D.; HE, J.; WANG, Y. Acetyl-coA Carboxylases
and Diseases. Frontiers in Oncology, v.12, 2022.

REGNIER, M.; CARBINATTI, T.; PARLATI, L.; BENHAMED, F.; POSTIC, C. The
role of ChREBP in carbohydrate sensing and NAFLD development. Nature
Reviews Endocrinology, v.19, 336-349, 2023.

WEI, J.; TONG, L. Crystal Structure of the 500-kDa Yeast Acetyl-coA
Carboxylase Holoenzyme Dimer. Nature, v.526:723—-727, 2015.



61

[36] ALJOHANI, A.M.; SYED, D.B.; NTAMBI, J.M. Insights into Stearoyl-Coa
Desaturase 1 regulation of systemic metabolism. Trends in Endocrinology &
Metabolism v.8, n.12, p. 831-842, 2017.

[37] SUN, Q.; XING, X.; WANG, H.; WAN, K. et al. SCD1 is the critical signaling hub
to mediate metabolic diseases: Mechanism and the development of its inhibitors.
Biomedicine & Pharmacotherapy, v.170, 2024.

[38] ZHANG, J.; LI, X.; YANG, L.; MA, N. et al. New advances in drug development
for metabolic dysfunction- associated liver disease. Cell & Bioscience, 2024.

[39] SILVA-SANTI, L.G.; ANTUNES, M.M.; CAPARROZ-ASSEF, S.M.et al. Liver fatty
acid composition and Inflammation in mice fed with high-carbohydrate diet or
high-fat diet. Nutrients, v.6, 2018.



68

5.2 Artigo 2: “Nomenclature of Genes, Risk Factors, Alleles and Haplotypes
Related to Genotyping of HLA-DQZ2 and HLA-DQS8 Risk Alleles”, publicado na
revista Austin Journal of Nutrition and Food Sciences
(austinpublishinggroup.com)

Open Access

(fA.UStTn Publishing croup

Austin Journal of Nutrition and Food sciences

Review Article

Nomenclature of Genes, Risk Factors, Alleles and Haplotypes
Related to Genotyping of HLA-DQ2 and HLA-DQS8 Risk
Alleles

Clédia Silveira Flores da Silva'"; Augusto Schneider’;
Ines Schadock?; Fabiana Torma Botelho!; Carlos Castilho
Barros*

Abstract

The HLA-DQ genotyping test is a simple, non-invasive and reli-
able method. The identification of risk haplotypes by genotyping
contributes to a faster and earlier diagnosis, improving the prog-
nosis of patients and avoiding complications. However, it is a chal-
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lenge for healthcare professionals, when reading articles about
the HLA-DQ test to notice differences in terms of names of alleles,
HLA classes, loci, risk factors, genes, haplotypes, arrangement in
homologous chromosomes, proteins and heterodimers, which
makes it difficult to understand the studies and to interpret genetic
tests. This is also difficult for researchers starting in celiac disease
studies inhibiting them to join this area. Therefore, the aim of this
study is to review the updated nomenclature used in HLA analysis.
Therefore, recent hibliographies and nomenclature databases were
analyzed to present the updated nomenclature of HLA-related risk
factors from molecular to pathophysiological terms. The result is a
brief review and simple table showing all levels of HLA risk-related
factors and their relationships.

Keywords: Genetic markers; Gastroenteritis; Nutrition; Malnu-
trition

Introduction

For a better understanding how, genetic factors influence
the predisposition to develop typical CD intestinal lesions, it is
necessary to understand the molecules involved in the patho-
genesis of CD and how the genes encoding them are structured
in the human genome. Therefore, we can recognize how allelic
variations segregate and how those variations predispose to the
risk for disease development.

The immune system is directly involved in the pathogeny of
CD. Dendritic cells located in the lamina propria acquire a pro-
inflammatory phenotype, migrating to the mesenteric lymph
nodes. They present there gluten peptides via MHC class Il com-
plex, mainly by HLA heterodimers (combining alpha-1 and beta-
1subunits of HLA-DQ_ proteins) to naive CD4 T cells and promot-
ing T cell activation [1]. The presentation of gluten peptides
depends on genetic predisposition conferred by some risk al-
leles of alpha-1 and beta-1 HLA-DQ genes. Those alleles gener-

ate the major heterodimer risk for CD predisposition (HLA-DQ2
and HLA-DQ8). The loci of those alleles are very close to each
other and they are also very near to the HLA-DR locus [1]. The
proximity of those genes reduces the probability for a cross-
ing over recombination, resulting in almost fixed segregation.
Therefore, the concept of HLA-haplotype is important for the
genetic hereditability of those alleles, as they have a very strong
genetic linkage and are inherited together during the meiosis
phase of the sexual reproduction. In Table 1 it is organized the
current nomenclature of the main HLA risk alleles for CD includ-
ing: loci, genes, risk alleles, haplotypes, heterodimers and risk
grade for the disease development.

The main important risky alleles for CD can be located on
the same chromosome in cis configuration (DR3-DQ2 haplo-
type) or separately on homologous chromosomes in trans con-
figuration (DR5-DQ7 plus DR5-DQ2 haplotypes) [2]. The risky
haplotypes for CD are those containing the following alleles: A)
the DQA1*05:01 and DQB1*02:01 alleles (DR3-DQ2 haplotype

Austin Journal of Nutrition and Food sciences
Volume 12, Issue 1 (2024)
www.austinpublishinggroup.com

Barros CC © All rights are reserved

Citation: Flores da Silva CS, Schneider A, Schadock I, Botelho FT, Barros CC. Nomenclature
of Genes, Risk Factors, Alleles and Haplotypes Related to Genotyping of HLA-DQ2 and HLA-
DQ8 Risk Alleles. Austin J Nutri Food Sci. 2024; 12(1): 1178.



Barros CC

Austin Publishing Group

that generate DQ2.5 heterodimer associated to a very high risk
for CD), B) the combination of the haplotypes containing the
DQA1*05:05 and DQB1*02:02 alleles (DR5-DQ7 and DR7-DQ2
haplotypes respectively, that combined also generate the DQ2.5
heterodimer), C) the haplotype containing DQA1*02:01 and
DQB1*02:02 alleles (DR7-DQ2 haplotype that generate DQ2.2
heterodimer associated to a low risk for CD), and D) the haplo-
type containing the DRB1*04 allele (DR4-DQ8 haplotype that
generates DQ8 heterodimer associated to a high risk for CD). All
those allele combinations encode the DQ2 and DQB8 heterodi-
mers, which are part of the antigen recognition site of the HLA
molecule present at the surface of the antigen-presenting cells
[3] are associated with CD development (Table 1).

The HLA-DQ2 and HLA-DQS8 heterodimers play an impor-
tant role in the development of CD, as they present the gliadin
peptides and the deaminated gliadin peptides, that reach the

Table 1: Relations between HLA genetic loci and proteins complexes.

lamina propria, to the CD4+ T lymphocytes. This association of
CD to the HLA-DQ heterodimers was demonstrated by isolating
gliadin-reactive T cells from the intestinal mucosa. An impor-
tant part of these activated T cells recognizes gluten when in
contact with the HLA-DQ heterodimer, demonstrating the as-
sociation of cells T to the HLA-DQ heterodimer and the CD [4].

Most celiac patients carry HLA-DQ2 heterodimers (90%) en-
coded by DQA1*05:01/DQB1*02:01 alleles and a minority (5%)
carry HLA-DQ8 encoded by DQA1*03/DQB1*03:02 alleles [5].
Since most CD patients have HLA-DQ2 and HLA-DQ8 heterodim-
ers, those genetic markers together have a high negative predic-
tive value [6]. This way, the genotyping test can be used to ex-
clude celiac disease in symptomatic patients who have started a
gluten-free diet and can also be useful in clarifying a diagnosis,
as well as in patients who had equivocal serology or biopsy find-
ings and/or incomplete gluten elimination [7].

Chromosome HLA clags | Loci Riskfactor Haplotype Allelesiz> Ch.ruml:.ns.ume HLA-D.Q Het- Celi?c dis.a.ase
band group names* disposition® erodimer® predisposition®
DQB1*02:01, DQA1*05:01 and 2 %
DR3-D B DQ2.5 Very high
w2 DRB1*03:01 2 3 SR,
DQB1*03:01, DQA1*05:05 and
HiA DRS-DQ7 i an
HLA-DQ2 DRB1*11/12
DAl trans DQ2.5 Very high
6p21.3 HlAclassIl | and plus |
HLA- DR7-DQ2 | DQB1*02:02, DOA1*02:01 and DRB1*07
DQB1 |
DR7-DQ2 | DQB1*02:02, DQA1*02:01 and DRB1*07 cis DQ2.2 Low
HLA-DQ8
% o DR4-DO8 | DQB1*03:02, DQA1*03 and DRB1*04 cis Da8 High

1- Data extract from {1}

2- Nomenclature formatted as described on http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html/ at January 2020.

3- The risky alleles for celiac disease are marked in bold.
Discussion

This work seeks to clarify and understand the nomenclature
of genes, factors, risk alleles and haplotypes related to the ge-
notyping of HLA-DQ2 and HLA-DQ8 and the role of those haplo-
types in CD. As a result, an easy-to-read mini-review and a very
useful table are presented to visualize all the updated terms
used to describe the factors involved in CD. As a result, non-
CD healthcare professionals now have now a simple CD factor
nomenclature guide to help them understand the terms and
interpret the results of several tests measuring the risk for CD
development.

The genotyping test is a non-invasive, fast, simple and re-
liable method that can be performed using blood samples or
cells from the oral mucosa. Therefore, this test can be used as a
tool in the Nutrition area, for example, where HLA-DQ genotyp-
ing can help in the CD diagnosis, because in the presence of risk
haplotypes and gastrointestinal symptoms, the nutritionist can
guide the patient to seek medical help and thus investigate the
possible CD diagnosis, reducing the risk of future complications
such as nutritional deficiencies and generalized malnutrition.
In the medical field, the genotyping test serves as a contribu-
tor to the medical CD diagnosis, as the HLA test can help to ex-
clude the presence of CD in symptomatic patients who started
a gluten-free diet and in patients who presented serology or
uncertain findings on the biopsy.

With the discovery of the human genome, genotyping tests
became more accessible, thus beginning to be inserted into

clinical practice. However, it was observed that the major chal-
lenge of ordering genetic tests is the interpretation and connec-
tion of these results to the personalized diagnosis and treat-
ment. The difficulty to understand the nomenclature related to
the risk factors for CD, such as the names of the haplotypes,
alleles, genes, cluster factors, proteins, heterodimers, loci and
chromosomal arrangement inhibit health professionals and
graduate students, also making it difficult the reading and inter-
pretation of genetic tests, increasing the risk of misinterpreta-
tion and delayed diagnosis.

In this sense, this mini review aimed to describe and explain
the nomenclature of the risk factors for CD, providing a major
understanding and knowledge to non-specialized health profes-
sionals.

Material and Methods

This mini-review aimed to summarize the concepts and no-
menclatures involved in the studies of the risk factors for CD.
Articles relating CD and the genetic diagnosis of the main risk
haplotypes for CD related to HLA-DQ groups were selected, as
well as revision articles on pathological mechanisms and de-
scription of HLA-DQ groups in the last five years.

The articles were compared to the nomenclature stored on
the international organization “HLA Nomenclature” available at
http://hla.alleles.org/ nomenclature/naming.html/ at January
2020. Therefore, the articles that presented the nomenclature
in the old format were discarded. Therefore, the data found
were summarized as text in the form of a short review, and the
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updated nomenclature summarized in a simple table connect-
ing all levels from chromosome position to the risk level.
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Abstract

Weight loss treatments require adherence to physical exercise and diet. Restrictive diets
have been proposed for obesity treatment, including a ketogenic diet that are high in lipids,
moderate in proteins, and low i carbohydrates. In recent years, there has been criticism of this
diet because of the reduction in fat-free mass and, consequently, a reduction in basal energy
expenditure, which is considered negative in obesity treatment. However, resistance training is
known to promote skeletal muscle hypertrophy. The hypothesis for this review was: "Resistance
training is sufficient to maintain lean mass during diets that cause ketosis." Despite the slight
reduction in lean mass identified in the meta-analysis, some authors reported no loss in physical
performance. Others suggested that this difference in lean mass is associated with water loss mn
the participants, which aligns with a few studies that reported a final phase with carbohydrate
reintroduction into the diet. Our results indicated physical exercise was an important tool for
maintaining lean mass m mdividuals who consumed carbohydrate-restricted diets that cause

ketosis.

Keywords: high-fat diet; carbohydrate-restricted diet; body composition; physical activity;
muscle hypertrophy.
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Introduction

Resistance training is primarily used to gain muscle mass through anaerobic stimulation
of muscle hypertrophy (SCHOENFELD et al. 2019). Resistance exercise can also reduce blood
pressure (DE SOUSA et al. 2017) and blood glucose levels (TAKENAMI et al. 2019), increase
basal metabolic rate (BMR) (DOLEZAL; POTTEIGER 1998), assist in weight loss
(GOLDFIELD et al. 2017) and reduce cardiovascular mortality risk (SAEIDIFARD et al. 2019).
The increase in total energy expenditure achieved through resistance training and BMR increase
are consequences of the metabolic effects from exercise, lean mass gain (ARISTIZABAL et al.
2015; MACKENZIE-SHALDERS et al. 2020), and weight loss (HUNTER et al. 2015;
MACKENZIE-SHALDERS et al. 2020).

Weight loss treatments primarily involve a combination of diet and physical exercise
(MOZAFFARIAN et al. 2011). Although some professionals contest these restrictive strategies,
weight loss diets tend to be constraining (VAN HORN 2014). Dietary restrictions can be based
on energy deficits (DE SOUZA et al. 2012) or macronutrient composition (BUENO et al. 2013).
Thus, they can include conventional hypocaloric (low energy density) (FOCK; KHOO 2013),
low-fat (RAZAVI ZADE et al. 2016), low-carbohydrate (CARE; SUPPL 2020; KELLY:
UNWIN; FINUCANE 2020), or high-protem diets (ZHAO et al. 2018).

Among the restrictive diets, the ketogenic diet restricts carbohydrate intake without
necessarily restricting the total energy intake (KANG et al. 2020). A ketogenic diet is high in
lipids, moderate in proteins, and low in carbohydrates (GIUGLIANO et al. 2018). Carbohydrate
intake is typically limited to 50 g/day (MMUSCOGIURI et al. 2019) or less than 10% of the total
energy value, stimulating the production of ketone bodies that can be used as an energy source to
mamtain metabolism, although they are also excreted in the urine. Physiological ketosis
promotes rtapid initial weight loss due to increased diuresis in response to reduced glycogen
levels in the tissues. Metabolic changes can occur due to the lack of carbohydrates in the diet or
hormonal changes, notably the reduction of insulin release by the pancreas and the consequent
reduction of gluconeogenesis stimulation, which requires energy expenditure. After stabilizing
water loss, weight reduction can remain constant if the total energy intake is kept below the

energy expenditure and other factors, such as metabolic waste and the elimination of ketone
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bodies in the urine, are considered. However, this depends on an individual’s adaptive process,
as few people can endure the adaptation phase or maintain this diet for long periods
(MUSCOGIURI et al. 2019). Although a ketogenic diet has several benefits, it can cause adverse
effects such as dehydration, hypoglycemia, lethargy, halitosis, and gastrointestinal disturbances
(O'NEILL; RAGGI 2020). These side effects are generally moderate and can be overcome with

monitoring and adjustments in fiber and vegetable intake.

In recent years, diets that cause ketosis have been criticized because of their tendency to
reduce lean mass (fat- free mass [FFM]) and, as a consequence, reduce basal energy expenditure,

which 1s considered a negative effect in obesity treatment.

This study hypothesized that resistance training is an important tool for maintaining FFM
during a ketogenic diet. Thus, we reviewed the literature and compiled articles that combined a
ketogenic diet with resistance training; thereby conducted a systematic review and meta-analysis

using their contents.

Methodology

The preestablished protocol was tegistered on the PROSPERO website
(CRD42018116655). The Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) guidelines were followed (LIBERATI et al. 2009). To meet the eligibility criteria,
articles were required to include experimental studies on ketogenic diets and resistance exercise
in humans or animals. A systematic search of scientific works was conducted using three
databases (PUBMED, Embase, and SportDiscus) published until June 10, 2020. The search
algorithm 1s described in Supplementary Material (Table S1). In general, the search used the
term "OR" between words identifying ketogenic diets and words identifying resistance exercises,
and "AND" between the two groups. Adjustments were made to the algorithms for different
databases. Duplicate articles, non-English or Portuguese articles, reviews, incomplete articles
with only abstracts, and case studies were excluded. The remaining articles were filtered using

the following inclusion and exclusion criteria:

Inclusion criteria: randomized controlled clinical trials that evaluated resistance

training sessions associated with a ketogenic diet in men or women with or without chronic
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diseases, tramed or untrained, aged >18 years. The diets had to include <50 g of
carbohydrates/day (up to 10% total caloric value or confirmed ketosis by circulating f-
hydroxybutyrate (BHB) >0.5 mmol/L. The resistance training and diet had to be applied for at
least 4 weeks, with body composition data read at the start and end of the study.

Exclusion criteria: Articles that did not report ketosis results for the participants, did not
present lean mass values, had treatment durations of less than 4 weeks, or lacked a control group

were excluded.

Two authors selected the articles. Group sizes, FFM changes, and standard deviations were
extracted for the meta-analysis. When data were presented exclusively in graphs, GetData Graph
Digitizer was used to extract them. The meta-analysis was performed using STATA software and
the random method. The selected studies underwent bias evaluation using the RoB 2.0 tool (The

Cochrane Collaboration, 2019).

A total of 567 articles 295 in EMBASE, 199 in PubMed, and 73 in SPORTDiscus. Of
these, 92 duplicates were excluded. Studies in which body composition data were collected only
at the beginning or end of the experiment were also excluded (Figure 1). When data were

missing from the manuscript, the corresponding authors were contacted.
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Figure 1: Flowchart of the article selection process.
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Results and Discussion

Effect of Resistance Exercise on Lean Mass Preservation in Humans

This study initially intended to verify whether resistance exercise was an effective tool
for mamtaining FFM during weight loss treatment with a ketogenic diet. Studies with
experimental designs allowing the comparison of participants who consumed a ketogenic diet
with and without resistance exercise were sought. However, such studies were not found in the
literature. Therefore, studies presenting only exercise training groups consuming different diets

were used to compare the FFM changes among diets.

Ten studies were selected for the meta-analysis. The details of these studies, including the
sample population, dietary interventions, exercise protocols, sample size, intervention duration,
and maim results, are presented i Table 1. Despite the heterogeneity of the studies, the meta-
analysis indicated a slight reduction of FFM in participants who consumed a ketogenic diet
(Figure 2). The effect represented by the pooled D+L of SMD was -0.347 with a 95% confidence
interval between -0.549 and -0.144. This analysis showed 2948 (df =10) p=0.001, I-squared
(variation in SMD attributable to heterogeneity) = 66.1%, and between-study variance estimate
tau-squared = 0.1252; SMD=0: z=3.36 p<0.001. The detailed results of the analysis are presented
in Table 2.
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Figure 2: Forest plot graph showing heterogeneity among the studies in the meta-

analysis and a small reduction in FFM among the patients in the analyzed studies. Chi-
square heterogeneity = 29.48 (df = 10), p= 0.001; I-squared (variation n SMD attributable to
heterogeneity) = 66.1%; between-study variance estimate T-squared = 0.1252; SMD=0:z=

3.36,p<0.001.
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heterogeneity) = 66.1%; between-study variance estimate T-squared = 0.1252; SMD=0: z=
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Table 2. Meta-Analysis Results

Study SMD [95% Conf. Interval] % Weight
Greene, D.A. 2018 -2.858 -4.022 -1.695 3..03
Kerksick, C.M.; 2010 0.000 =035 0.397 25.98
Kerksick, C.M.; 2010 -0.126 =1.057 0.806 4.72
Tay; Ty 2015 -0.060 -0.:505 0.384 20,72
Vargas-Molina, S.; 2020 0.000 -0.8586 0.856 B8
Vargas, S.; 2018 -0.906 -1.856 0.045 4.53
McSwiney, F.T.; 2018 0.027 -0.854 0.908 5...2:8
Wood, R.J.; 2012 -0.164 -1.154 0.825 4.18
Jabekk, P.T.; 2010 -0.857 -1.887 0.173 3.86
Perissiou, M.; 2020 -0.735 -1.242 -0.228 15.93
Wilson, J.M.; 2020 =0.731 -1.544 0.081 620

I-V pooled SMD -0.347 -0.549

|
o

.144 100.00
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Effect of Diets on Body Composition and Physical Performance

Given the results obtained in the meta-analysis, we examined how the authors discussed
the causes of the reduction in FFM observed in the studies and whether this loss was reflected in
decreased sports performance. Table 3 summarizes the effects observed m the 10 selected
articles, highlighting whether carbohydrates were reintroduced at the end of the study, a FFM
reduction was observed, the authors attributed this decrease to water loss due to the low-
carbohydrate nature of the diets, athletic performance was reduced, and a ketogenic diet had a

greater effect on reducing body weight and fat mass than the control diet.

Two studies that reintroduced carbohydrates into the diet at the end of the experiment for
at least 1 week reported a small loss or a gain in FFM after carbohydrate reintroduction
(KERKSICK et al., 2010; WILSON et al., 2020). Two other studies reported no change in FFM
before and after a ketogenic diet despite a difference from the control diet, which showed an
increase in FFM after resistance traming (VARGAS-MOLINA et al., 2020). Four other studies
reported no significant differences in FFM between the control and ketogenic diet groups
(VARGAS-MOLINA et al., 2020; MCSWINEY et al., 2018; TAY et al,, 2015; WOOD et al.,
2012). Of the studies that observed a significant reduction in FFM, both discussed in their results
that this effect could have been associated with water loss, a well-known phenomenon caused by
diuresis in patients on carbohydrate-restricted diets (PERISSIOU M, BORKOLES E,
KOBAYASHI K, 2020; GREENE DA, VARLEY BJ, HARTWIG TB, CHAPMAN P, 2018).
Most studies reported that the ketogenic diet groups experienced a reduction in FFM; however in
one of the two studies with carbohydrate reintroduction at the end this difference was reversed
(WILSON et al., 2020).
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Table 3: Selected Studies and Their Effects Regarding Carbohydrate Reintroduction and

Changes in Body Composition

Study

Greene 2018
Kerksick 2010
Tay 2015

Vargas-
Molina2020

Vargas 2018

McSwiney
2018

Wood 2012

Jabekk 2010

Perissiou
2020

Wilson 2020

Carbohydrate
Reintroduction

No
Yes
No

No

Yes

Reduction in
FFM

Yes
Very small
No

No

No difference
mside group,
but reduced

comparing
NKD group

No

No
No difference
inside group,
but reduced
comparing
groups

Yes

Increase muscle
m KD

Blame
‘Water*

Yes
No
N/A

N/A

Do not
discuss
water
content

N/A
N/A

Do not
discuss
water
content

Yes

N/A

Performance

Not affected
Not evaluated
Not evaluated

Not affected

Not evaluated

Not affected
Not affected

Not evaluated

Not evaluated

Increased
performance

Body
‘Weight
Reduced
Reduced
Similar

Reduced

Reduced

Reduced
Reduced

Reduced

Reduced

Similar
after
reload
carbo

Fat Mass

Reduced
Reduced
Similar

Reduced

Reduced

Reduced
Reduced

Reduced

Similar
reduction

Similar

*Description if the authors commented on the loss of water to justify the differences in FFM.

N/A, not applicable because there was no FFM reduction.
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Proposed Mechanisms for Lean Mass Maintenance through Exercise

Among the selected studies, there was evidence related to the mechanisms involved in the
effects of the ketogenic diet and resistance exercise on FFM variations. Since the activation of
the AKT pathway has often been associated with muscle hypertrophy, a reduction in insulin
release in low-carbohydrate diets might be the main cause of muscle mass loss. Although this
hypothesis seems evident, studies m humans and animal models have failed to demonstrate this
process, and more data are needed to verify this connection. Other compensatory mechanisms
are also stimulated by exercise. A study in rats showed that basal levels of (p-1ps6, p-4EBP1, and
p-AMPKa) were similar between diets, although serum insulin, serum glucose, and various
essential amino acids levels were lower in rats fed a low-carb ketogenic diet (LCKD).
Additionally, LCKD-and standard diet-fed rats exhibited increased levels of post-exercise
muscle protein synthesis; however, no dietary effects were observed. Animals fed these diets and
trained exhibited similar increases in relative hindlimb muscle mass compared to their sedentary

counterparts, although there was no difference between the diet groups (ROBERTS et al., 2016).

A review (PAOLI et al., 2019) suggested that the overloaded regulatory systems
controlling muscle hypertrophy as an effect of exercise reflect alterations in protein synthesis and
degradation and consequent muscle hypertrophy. They also suggested that carbohydrate
restriction in the diet involves the reduction of some hormones and their signaling, concluding
that the data provided in the scientific literature suggest only a minor or no effect from the
ketogenic diet on muscle mass with concurrent resistance training. The results of the present

study support this hypothesis.

Conclusion

This study systematically reviewed the literature to verify whether resistance training was
an effective tool for maintaming FFM in mdividuals undergoing carbohydrate-restricted diets to
induce ketosis. Although few studies have compared groups of ketogenic diets with or without
exercise, we were able to compare individuals who underwent resistance training with or without

ketosis-inducing diets. The meta-analysis indicated a slight reduction of FFM in individuals who
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consumed ketogenic diets, a reduction that was reversed by carbohydrate reintroduction, or
described as a possible effect of water loss due to the low-carbohydrate nature of the diets. In
addition, to date, no study has demonstrated a loss of muscle strength associated with FFM loss
or a ketogenic diet. These results strongly suggest that resistance training is an efficient tool for
preserving lean mass in patients who consume diets that induce ketosis. Clinical trials comparing
individuals with or without exercise and those consuming carbohydrate-restricted diets are

necessary to confirm this conclusion.
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Resumo

Revisar a literatura com relagao a existéncia de uma contraindicagdo ou recomendagao de evitar
beber liquidos durante a refei¢ao. Foi feita uma revisio de literatura, através da base de dados
PubMed com as seguintes palavras no idioma inglés “fluids” “water” “juice™ “drinking”™
“beverages” “digestion”. Foram eleitos 13 artigos do tipo caso-controle realizados com
humanos que analisaram o beber liquides durante uma refeigao. Os resultados mostraram que
beber liquidos durante a refei¢do em determinados casos, pode melhorar a resposta glicémica e
a biodisponibilidade. Concluiu-se que nenhum artigo analisado na revisao de literatura, indicou
que, beber liquidos durante a refeicio acomete algum maleficio para a satde, inclusive alguns
estudos recomendam essa pratica.

Palavras chaves: Agua; Bebidas; Digestio; Saude.

Abstract

Review the literature regarding the existence of a contraindication or reconimendation to avoid
drinking fluids during a meal. A literature review was carried out using the PubMed database
with the following words in English “fluids” “water” ‘“juice” “drinking” “beverages”
“digestion”. Thirteen case-control articles were chosen, carried out with humans, who
analvzed the drinking of liquids during a meal. The results showed that drinking fluids during
the meal in certain cases can improve the glycemic response and bioavailabilitv. It was
concluded that no analvsed article in the literature review indicated that drinking liquids during
the meal causes some harm to health. Actually, same studies recommend this practice.

Keywords: Water; Drinks; Digestion; Health.
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INTRODUCAO

Sabe-se que o consumo de agua ¢ de suma importancia para manter a hidratagao e

conseqy o bom funcior do organismo, sendo sua ingestio essencial a satide’.
Contudo, muitas pessoas questionam se a ingestdo de dgua durante as refeigdes &
contraindicada. Alguns documentos que servem como manual para os profissionais da satde,
como é o caso do Desmistificando Duvidas sobre Alimentagdo e Nutri¢do, o qual traz
informagdes sobre a ingestéo de liquidos durante a refeigdo e recomenda evitar liquidos durante
a refeicio’.

Muitos profissionais da satde, especialmente nutricionistas recomendam a nio ingestdo

de liquidos durante as refei¢des™’. Porém se observa que este ¢ um habito que a maioria das
pessoas possuem.

Alguns estudos que avaliaram os padroes de consumo de liquidos ao dia encontraram
em alguns casos, que a ingestao ao longo do dia pode inclusive ser maior durante as refeicoes,
pois foi durante essa parte do dia em que as pessoas ingeriram mais liquidos. Um desses estudos,
foi realizado por Iglesia-Altaba et al.® no ano de 2021 na Espanha com criangas e adolescentes,
no qual a dgua foi o liquido mais comum durante as refei¢des. Em ambas as idades, o consumo
de liquidos totais do dia foi maior durante as refeicdes principais®.

Mesmo assim, ha constantes recomendagdes sobre niio consumir ou evitar ingerir
liquidos durante as refeigdes, principalmente em cartazes e manuais para profissionais da saude.
No entanto, falta embasamento cientifico sobre esse tema.

O presente trabalho visa revisar a literatura com relacdo & existéncia de uma

contraindicagdo ou recomendacio de evitar beber liquidos durante a refeigao.

METODOS

Este trabalho se trata de uma revisao de literatura, realizada através da base de dados

b uma imensa literatura referente a drea da saude.

PubMed, a qual fo1 escolhida por

A busca de literatura se deu no dia 11 de fevereiro de 2022, no idioma inglés com o
seguinte algoritmo de busca: (fluids[Title] OR water[ Title] OR juice[Title] OR drinking[Title]
OR beverages[Title]) AND (digestion[ Title/Abstract]).
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Como descrito, usando-se a ferramenta construtor de pesquisa avangada PubMed, foi
possivel obter um rastreamento pelo titulo e resumo, e ajustado com os termos “OR” e “AND",
sendo assim as palavras fluids, water, juice, drinking ou beverages apareceram no titulo e
digestion apareceu no titulo ou no resumo. Foi utilizado o filtro de espécies, sendo escolhido
apenas a espécie humana.

Para a selecio dos artigos cientificos os critérios de inclusio foram estudos
experimentais e do tipo caso-controle, realizados com humanos. Como parametros de exclusio,
foram descartados aqueles realizados em animais, experimentos in vitro, estudos que falavam
exclusivamente sobre dlcool e os que ndo foram pertinentes com o tema.

A busca resultou em 295 artigos, compreendendo o periodo de 1950 até 11 de fevereiro
de 2022. Destes 295, 281 foram descartados por serem realizados in vitro ou animais, por
analisar alimentos e liquidos de forma isolada, falar exclusivamente de fluidos corporais,
envolver patologias nao associadas com o tema ou tratamento de dgua para consumo humano.
Restaram 14 para leitura completa. Desses 14, 10 foram descartados pois ndo responderam ao
objetivo do nosso trabalho, dentre esses 10, 3 ndo disponibilizavam o contelido na integra.
sendo que a leitura do resumo ndo foi suficiente para se tirar uma conclusio. Entdo, ficaram 4
para fazer parte da revisdo. Foi realizada uma busca ativa nas referéncias dos artigos que
contemplaram os critérios de inclusao e dos descartados para que pudessem ser encontrados
mais estudos para fazer parte da revisdo, sendo assim, mais 4 foram adicionados.

Na falta de artigos do tipo caso-controle que pudessem responder a pergunta do presente
trabalho, fez-se também busca ativa de artigos seguindo referéncias de documentos que
discutiam sobre a ingesta de liquidos durante a refei¢do. Utilizou-se também referéncia do
material de apoio’, destinado aos profissionais da satide. desenvolvido pelo Ministério da Satide
juntamente com a Universidade Federal de Minas Gerais, o qual traz referéncias nas paginas
46 e 47, sendo | delas utilizadas para nosso estudo, pois se tratava de estudo de caso-controle
referente ao nosso objetivo de estudo, e dentro desse artigo foram analisadas também suas
respectivas referéncias, totalizando a adi¢do de mais 3 estudos. Finalmente, foram utilizados 13

estudos para a realizagio desta revisio (Figura 1).
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Quadro 1 - Principais dos estudos i na revisdo
Autor Titulo Revista Objetivo Resultado
) Comparar o impacto das taxas de ) .
Eating Slowly Led to Decreases B Comer devagar pode ajudar a maximizar
E o . alimentagdo lenta e rdpida no . )
Andrade et al.? in Energy Intake within Meals J Am Diet Assoc. : , a saciedade e reduzir a ingestdo de
N desenvolvimento da saciedade, em
in Healthy Women - energia nas refeigdes.
mulheres saudaveis.
Does eating slowly influence Examinar a influéncia da taxa de Ingestdo de dgua pode ser responsavel
Andrade et al.'® appetite and energy intake when | J Behav Nutr Phys Act. alimentacdo e de dgua na regulacdo | pelos efeitos da taxa de alimentacdo na
water intake is controlled? do apetite e de energia. regulagiio do apetite.
. L. Material de apoio para Recomendagdo da ingestdo de . .
S , Desmistificando dividas sobre o : = . Se esta ingestdo for em quantidades
Ministério da Saude? ) ’ profissionais de satde/ liquidos durante as refeigdes
alimentacio e nutricdo L moderadas, em geral. ndo serd prejudicial.
Ms principais.
Avaliar o efeito de bebidas Quantidades moderadas de bebida
Sweetened carbonated drinks do p , :
i N | 4 A/ 4 ficada adocada, com d
Cuomo etal."! not alter upper digestive tract = 2 2 :
2 Motil. com uma refeicdo padrao. na niveis de carbonatagdo, ndo modifica a
physiology in healthy subjects ) . . . ) .
digestiio de individuos sauda I do trato dige superior.
Bebidas caléricas consumidas com uma
. . Contetido de nutrientes ¢ . :
Does the consumption of caloric . A . refeigdo, aumentam a ingestdo de energia
. 5 . propriedades sensoriais de bebidas, .
Della Valle et al.12 and non-caloric beverages with | Appetite R . dos alimentos, mas nao afetam
X consumidas com uma refeigio, o X
a meal affect energy intake? y significativamente as classificagdes de
podem afetar a ingestdo. "
saciedade.
Freitasetal? Lemon juice, but not tea, Eur J Nutr. Testar o impacto do chd pretoedo | A inclusio de bebidas ou alimentos

reduces the glycemic response

suco de limdo na resposta glicémica

dcidos em refeicdes ricas em amido
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to bread in healthy volunteers: a e energética da subsequente mostra ser uma estratégia simples e eficaz
randomized crossover trial ingestdo de pdo em adultos para reduzir o impacto glicémico.
saudaveis.
Glycemic response, satiety, X
5 o Estudar concomitantemente o
gastric secretions and emptying ' ) ) —
. ) esvaziamento gastrico, a percepgdo | O suco de limdo diminuiu a resposta
after bread consumption with P . P _
Freitas et al.® . Eur J Nutr. do apetite ¢ as respostas glicémicas | glicémica e aumenta as secregdes
water, tea or lemon juice: a R . . L
x ao pao consumido com dgua, chd ou | gdstricas e a taxa de esvaziamento.
randomized crossover )
y ) . suco de limdo.
intervention using MRI
Pomegranate juice, but not an
extract, confers a lower . _— L
Estudar o efeito dos polifendis da Os polifendis da roma, quando presentes
glycemic response on a high- o .
- A : roma na resposta glicémica de um em uma bebida, mas ndo em um
Kerimi et al.1* glycemic index food: Am J Clin Nutr. ] 5o _— :
: alimento de alto indice glicémico suplemento, podem reduzir a resposta
randomized, crossover, .
. quando consumidos juntos. glicémica pés-prandial do pdo.
controlled trials in healthy
subjects
Drinking water with a meal: a Examinar se beber 4gua no café da Este estudo ndo permite, conclusdes sobre
. simple method of coping with . manha afeta a sensagio de saciedade | a possivel influéncia da dgua potavel na
Lappalainen et al.** < - Eur J Clin Nutr ; . o P
feelings of hunger, satiety and e fome, e quanto tempo apas a ingestao real de alimentos durante e apés
desire to eat refeicio esse efeito ¢ mantido. uma refeicio.
Effect of carbonated water on Determinar o efeito da dgua A dgua com gis ndo alterou esvaziamento
Pouderoux et al.'* gastric emptying and Dig Dis Sci. gassificaia no esvaziamento de uma refeido mista de alto valor
intragastric meal distribution gnsirico Jhniamente com nma. calorico.
refei¢cdo mista voluntarios
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saudéveis.

‘Water incorporated into a food
but not served with a food

Examinar os efeitos da dgua, tanto

servida com um alimento quanto

O consumo de alimentos com alto teor de

agua reduziu mais efetivamente a ingestdo

postprandial gastrin response in

humans?

normal. tém efeito adicional na

resposta pos-prandial da gastrina.

Rolls etal.’® ) . Am J Clin Nutr. ) i L .
decreases energy intake in lean incorporada a um alimento, na energética subsequente, do que a ingestdo
women resposta da saciedade. de dgua com alimentos.

Determinar a biodisponibilidade de
magnésio a partir de dgua mineral,
Meal effect on magnesium . o i gu ) A biodisponibilidade de magnésio da
. . . rica em magnésio, em individuos )
Sabatier et al.1” bioavailability from mineral Am J Clin Nutr. agua mineral ¢ aumentada quando a dgua
sauddveis quando consumidos . .
water in healthy women . R & consumida com uma refeigio.
sozinhos ¢ simultineo com
refeigdes.
Do alcoholic beverages have an Avaliar se bebidas alcoolicas O estudo ndo suporta a hipotese de que o
. additional effect on the combinadas com uma refeicio consumo de cerveja ou vinho durante uma
Te Wierik etal.'® Aleohol Alcohol.

refei¢do tenha um efeito positivo na
liberagiio de gastrina.

Fonte: Elaborado pelos autores.
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Dentre os avaliados, foram encontrados estudos que focalizaram em analisar a resposta
glicémica, comparando ingesta de diferentes bebidas com um alimento. Freitas et al.”, em seu
estudo, testaram o impacto do cha preto e do suco de limdo na resposta glicémica ao pao,
portanto foi dado aos participantes cerca de 100 g de pdo juntamente com 250 ml de dgua (como
controle), 250 ml de cha preto ou suco de limdo. Observaram que, o consumo de pao com suco
de limdo promoveu um atraso e redugdo da concentragido maxima de glicose no sangue pos-
prandial. Nesse mesmo estudo, uma refei¢ao ad libitum foi servida 3 horas apos essa refeigao
teste para investigar se ocorreu algum efeito na ingestdo de energia apés o consumo da refeicio
teste, nenhum efeito foi observado. A interrupgéo precoce da hidrolise do amido no estémago,

devido a inativagao prematura da amilase salivar induzida pelo acido, faz com que exista mais

amido ndo hidrolisado, o que atrasaria a at a0 de glicose derivada do

amido’, Tal achado, é compativel com um estudo mais recente do ano de 2022 de Freitas et al®,
o qual também analisou o consumo de pdo com dgua, cha ou suco de limao.

Kerimi et al.”}, com essa mesma énfase na resposta glicémica, realizaram a comparagio
da ingestao de extrato de roma em capsula. juntamente com agua e pdo, suco de roma e o pao,
e viram que os polifendis da roma quando presentes em bebidas podem ter efeito sobre a
redugao da resposta glicémica, ja se consumidos em forma de suplemento ndo tem tal efeito.
Trata-se da questio dos polifendis estarem mais disponiveis quando presentes em alguma
bebida do que a analise direta entre alimento e ingestao de liquido, mas que traz como resultado
que a ingestio desse determinado suco com pdo é mais preferivel, pois os polifenois
conseguiram inibir a a-amilase, sendo assim, reduzindo a resposta glicémica'.

A biodisponibilidade também pode ser alterada ao haver o habito de ingestdo de liquidos
durante as refei¢des, Sabatier et al.'” analisaram a biodisponibilidade de magnésio a partir da

dgua mineral rica em ésio quando ida sozinha ou si com a refei¢do.

A refeigdo era composta por 56 g de torrada, 10 g de manteiga e 30 g de geleia. Quando a dgua
mineral foi ingerida com essa refeig@o, a absorcdo e retencdo de magnésio foram maiores do
que apenas o consumo de dgua mineral de forma isolada. Com esse resultado o estudo
recomendou que a agua mineral seja consumida com refei¢des, a fim de aumentar a
biodisponibilidade de magnésio. Uma possivel explicagdo seria de que a refei¢ao torna o

transito mais lento levando a um da exposigdo do 10 as células da mucosa do

intestino e assim se tornando mais absorvivel'’,
T outros dois estudos de Andrade et al.*' se direcionaram a estudar a forma como a
refeicdo ¢ ingerida, rapida e lenta, com a ingesta de agua ad libitum ou controlada. Ambos os

estudos tiveram o mesmo tipo de refei¢do que foi massa ditalini com tomate em cubos enlatado,
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pasta de tomate, aipo e alho refogados no azeite e queijo parmesio, sendo os dois estudos com
mulheres. O estudo que utilizou a dgua ad libitum na refeicio lenta e rapida verificou que as
mulheres consumiram mais agua quando fizeram a ingestao da refeigéo de maneira lenta e isso
levou a um maior peso total da refei¢do e que pode ter induzido mais distenséo estomacal
potencializando a saciedade e diminuindo também a ingestio energética®. Jé o estudo que fez o
controle da agua na refei¢do lenta e rapida, no volume de 300 ml, concluiu que a ingestio de
agua controlada associada a pritica de dar pequenas mordidas, de fazer pausas entre as
mordidas e mastigar bem os alimentos estd associada a menor fome e maior saciedade, mas que
niio tem relagio com a diminuigdo de ingestio energética'”. No entanto, Rolls et al.'* mostraram
que a ingestdo energética pode ndo ser diminuida ao beber grandes quantidades de agua em
uma refei¢do. Também recrutaram mulheres para o estudo e compararam a dgua incorporada
em um alimento com a agua servida a parte do alimento para analisar a saciedade. As
participantes receberam pré-cargas antes do almogo, que consistiam em cagarola de arroz de
frango, cacarola de arroz de frango servida com um copo de dgua (356 ml) ou sopa de arroz de
frango (a qual continha os mesmos ingredientes da cagarola servida com agua), e entio
compararam a ingestdo de energia posteriormente. Foi observado que elas consumiram menos
energia quando consumido a sopa, e ndo quando consumido a cagarola com ou sem agua, ou
seja, quando a dgua é incorporada em um alimento existe uma redugéo na ingestdo de energia,
mas quando a dgua € servida como bebida com um alimento ndo existe tal efeito. O que pode
ser explicado pelo fato de que a sopa gerou diferengas na dispersio dos nutrientes no intestino
ou no esvaziamento gastrico, ou também por ela ter um maior volume e causado uma maior
distensdio gstrica, todas essas possibilidades conduzem a saciedade’®.

Lapalainen et al.'* pensando também em saciedade, dirigiram seu estudo para analisar
a ingestdo de agua com uma refeigao. Estudo o qual foi realizado com mulheres, as quais
tomaram trés cafés da manha com dois copos extras de dgua e trés cafés da manha semelhantes
sem agua durante os dias de estudo. Ao final, verificaram que a saciedade foi maior durante a
refeigio com dgua, mas que esse efeito nio se manteve apos a refeigio'’. O consumo de
diferentes bebidas juntamente com a refeigio também foi estudado a fim de observar se alguma
delas afetaria a ingestdo de energia.

Uma pesquisa foi realizada com mulheres, as quais almogaram com a ingestdo de
bebidas que poderia ser 360 ml de dgua, de refrigerante diet e normal, de suco de laranja ou de
leite, comparando também com a refeigéio sem a ingestio de bebidas. O almogo consistia em
massa com molho de tomate, uma salada com alface romana e tomate cereja, pdo branco,

biscoitos de creme de baunilha. Esse estudo demonstrou que bebidas com diferengas em
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macronutrientes, calorias e caracteristicas sensoriais, quando consumidas com uma refeigéo.
ndo afetou significativamente a ingestdo total de energia na refeicdo exceto quando houve
adigdo pelo contetido energético da bebida, sem afetar a saciedade, ou seja, apenas o conteudo
energético da bebida € responsdvel pela maior ingesta de energia, e néo o fato do liquido ser o
responsavel2,

Pouderoux et al.l* analisaram o esvaziamento gastrico de uma refeido referente ao
consumo de dgua carbonatada. A refei¢ao teste consistiu em 2 ovos, 5 g de manteiga, 40 g de
pio, 1 fatia de pdo americano queijo, 113 g de pudim de chocolate, 250 ml de suco de laranja e
300 ml de agua com gas ou agua sem gas, as calorias dessa refei¢ao foram de aproximadamente
700 Kcal. Os alimentos sélidos foram consumidos primeiro, em seguida o suco e apds a dgua
foi ingerida gradualmente. Ao final, foi descoberto que a agua carbonatada ndo afetou o
esvaziamento gastrico da refei¢do, mas houve mudanca na distribuigdo intragastrica, o que pode
ser atribuido a liberagéo do gas dissolvido'”. Tal descoberta corrobora com o estudo de Cuomo
etal.'! que observou que bebidas adogadas ou bebidas adicionadas de didxido de carbono nio
influenciam o esvaziamento gastrico de uma refei¢io com cerca de 480 Kcal.

Por fim, o estudo de Wierik et al.'® descreveu o impacto da ingestéo de dgua na resposta
pos-prandial da gastrina, pois a liberagdo de gastrina estd relacionada também com a distensao
gastrica. Foi oferecido cerca de 400 ml de dgua mineral juntamente com uma janta, a qual nio
mencionaram os alimentos, deram dois copos antes e dois durante o jantar, e ndo constaram

nenhum efeito da 4gua junto a uma refeigio em relagio a secregio desse horménio'®.

CONCLUSAO

q

O presente estudo nao encontrou nent artigo que que ndo se possa
ingerir liquidos durante a refeigéo, e nao foi visto nenhum efeito negativo sobre essa pratica.
Pelo contrério, alguns estudos inclusive recomendam tal hdbito em determinados casos,

melhorar a resposta glicémica e biodisponibilidade. A literatura ainda é escassa em relagio a

esse tema, fazendo-se necessirio a elaboragio de novos estudos que analisem diretamente o
consumo com o ndo consumo de liquidos durante uma refeigio, também incluindo mais tipos
de populagoes, pois muitos que encontramos foram com mulheres. Por fim, nio foi encontrado

estudos que corroboram com a recomendagio de evitar ingerir liquidos durante as refeigdes.
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6. Consideragoes finais:

Devido a pandemia do Coronavirus obtivemos atraso na liberacdo dos
animais por parte do Comité de Etica de Animal fazendo com que ocorresse
demora para iniciar o experimento e, assim, prejudicando a realizagao de todos
os testes e analises. Apesar das intercorréncias, tive a oportunidade de expandir
minha produc¢do académica por meio da publicacdo de trabalhos. Entre estes,
publiquei uma mini revisdo relacionada ao meu mestrado sobre alelos
associados a doenca celiaca, intitulada “Nomenclature of Genes, Risk Factors,
Alleles and Haplotypes Related to Genotyping of HLA-DQZ2 and HLA-DQ8 Risk
Alleles”, publicada na revista Austin Journal of Nutrition and Food Sciences. Este
trabalho teve como objetivo revisar a nomenclatura utilizada na analise do HLA
a fim de apresentar a nomenclatura atualizada dos fatores de risco relacionados
ao HLA de termos moleculares a fisiopatologicos.

Outro estudo relevante foi sobre os efeitos do exercicio fisico aliado a
dieta cetogénica, um tema alinhado a minha linha de pesquisa no doutorado.
Este estudo, intitulado “Effects of Resistance Training Combined with a
Ketogenic Diet: A Systematic Review and Meta-Analysis”, esta disponivel como
“pre-print” no link https://doi.org/10.1101/2024.06.19.24308878 e este trabalho
foi submetido a revista Nutrition Bulletin. Nessa pesquisa, mostramos a
importancia do exercicio fisico na manutengao da massa magra em individuos
submetidos a dietas restritivas de carboidratos que causam cetose.

Além das publica¢des acima, atuei no desenvolvimento de duas patentes
em colaboragdo com o grupo de pesquisa do Professor Carlos, ambas
registradas no INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), sendo: 1)
"Método para genotipagem do polimorfismo rs3813627 do gene APOA2; e 2)
"Método para genotipagem do polimorfismo rs11872992 do gene MC4R", ambas
depositadas em 20/02/2024 conforme comprovantes em anexo.

Também contribui como membro da banca avaliadora de trabalhos de
conclusao de curso de duas alunas: Alice Kinzgen Scheer e Gabriela Lopes
Garcia. O trabalho da Alice foi publicado na Revista Semear com o titulo "A
ingestao de liquidos durante a refei¢cao e as possiveis causas associadas a essa
pratica" (v. 5, p. 1-12, 2023). Esse estudo mostrou que beber liquidos durante a

refeicdo em alguns casos, pode melhorar a resposta glicémica e a



100

biodisponibilidade de nutrientes. Também mostramos que beber liquidos durante
a refeicdo nao causa prejuizo para a saude.

Além disso, coorientei, junto com a Professora Alessandra Doumid
Borges Pretto, a aluna Morgana Pilicao da Cruz no curso de Nutricdo. Morgana
desenvolveu um trabalho sobre os efeitos da doenca celiaca em diferentes
sistemas organicos, atualmente aceito para publicagdo na Revista Brasileira de
Obesidade, Nutrigdo e Emagrecimento.

Realizei um periodo sanduiche no Max Delbrick Center for Molecular
Medicine, em Berlim, na Alemanha sob orientacao do Professor Michael Bader.
Nesse periodo, participei do estudo sobre a reversibilidade da hipertrofia
vascular renal em camundongos tratados cronicamente com Captopril. Essa
pesquisa tem como objetivo aprofundar o conhecimento em relagao a hipertrofia
vascular renal concéntrica. Essa doenga que ocorre no rim tem, como
caracteristica, o acumulo de células da renina que se se formam ao longo e
dentro das paredes das arteriolas renais, podendo ser causada pela inibicao a
longo prazo dos genes do sistema renina-angiotensina, e também pelo uso de
inibidores da enzima conversora de angiotensina. Essa hipertrofia é
caracterizada pelo espessamento progressivo das artérias interlobulares e
arteriolas aferente. Esse evento ocorre principalmente pela conversao e acumulo
interno de células musculares lisas onde as células renais alteram seu proprio
fendtipo, a estrutura e a composicdo de seu ambiente extracelular. A liberacao
de renina depende da pressao arterial. No caso da utilizagdo prolongada de
medicamentos que inibem a enzima conversora de angiotensina causando
redugcao da pressao arterial em pacientes cardiacos, pode levar a um aumento
de producgao renina gerando acumulo patolégico de células musculares lisas que
causam espessamento dos vasos renais e consequentemente a perda da funcao
renal. O acumulo dessas células acontece por meio do estimulo e conversao das
células musculares lisas em células produtoras de renina. Diante disso, estudar
0S mecanismos pelos quais ocorre esta doenga € de grande importancia.

Parte deste estudo foi realizado por mim no Brasil, onde fizemos a parte
do experimento in vivo e coleta das amostras. Levamos estas amostras para
serem analisadas em Berlim. Essa experiéncia foi fundamental para aprimorar
minhas habilidades em técnicas laboratoriais avancadas, como Western Blot,

RT-PCR e culturas celulares, além de me permitir participar de congressos
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importantes, incluindo a conferéncia Nature Meets e Bradykinin. Esse conjunto
de atividades permitiu ndo apenas o avang¢o na minha formacgao cientifica, mas
também o fortalecimento de minhas colaboragcdes e competéncias em diversas

areas da pesquisa.
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6.5 Dep0sito da patente da APOA2:

‘ L:sc%mw;_o 870240013982
’ A HIN.DUSTRIAL PE e
A

29409162315965280

Pedido nacional de Invengédo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigdo de Invengéo e entrada na fase
nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2024 003293 4

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 92242080000100
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Juridica: Instituigao de Ensino e Pesquisa

Enderego: Rua Gomes Carneiro, 01 - Ed. Delfim Mendes Silveira - Campus
Porto/Reitoria - 4° Andar - PRPPG
Cidade: Pelotas

Estado: RS
CEP: 96010-610
Pais: Brasil
Telefone: (53) 3284 4086
Fax:

Email: epitte@ufpel.edu.br

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:34, Peticio 870240013982

Peticao 870240013982, de 20/02/2024, pag. 1/17



Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengéo ou Modelo de

Utilidade (54):
Resumo:

10 - Patente de Invengéo (PI)

Método para genotipagem do polimorfismo rs3813627 do gene
APOA2

A presente invengdo apresenta um método caracterizado por usar
quatro iniciadores oligonucleotidicos sintéticos especificos para a
amplificagdo de fragmentos de DNA que identificam o polimorfismo
rs3813627 do gene APOA2, através da reagdo em cadeia da enzima
DNA-polimerase. O presente método € adequado para a
identificagdo e genotipagem dos alelos G ou T do polimorfismo
rs3813627, tornando possivel o reconhecimento de individuos com
maior predisposigéo genética para desenvolverem obesidade, maior
acumulo de gordura viceral e de lipoproteinas ricas em friglicerideos.
Diversos iniciadores foram desenhados com ferramentas de
bioinformatica e testados em diferentes condi¢des de reacgao até se
alcangar uma condigéo 6tima para o diagnéstico da genotipagem do
polimorfismo com uma unica reaggo utilizando os oligonucleotideos
selecionados. A invengao podera contribuir para identificagao dos
riscos de desenvolvimento de doengas metabdlicas e obesidade nos
individuos e contribuir para uma melhor prevengéo e tratamento
dessas doengas. Este método tem a vantagem, com relagéoc a outros
métodos de genotipagem, de ser mais barato e possibilitar a que
seja feito em laboratérios comuns de analises clinicas.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
20/02/2024 as 15:34, Peticdo 870240013982

ELETRONICO

Petigio 870240013982, de 20/02/2024, pag. 2/17
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificag&o Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 5

CARLOS CASTILHO DE BARROS
11053432860

Brasileira

Professor do ensino superior

Praga Cel. Pedro Osério 104, Centro
Pelotas

RS

96010-015

BRASIL

(53) 991 924081

barrosccpel@gmail.com

AMANDA BARBOSA ATRIB

02730607080

Brasileira

Doutorando

Rua Gongalvez Chaves 374, ap. 402, Centro
Pelotas

RS

96015-560

BRASIL

(51) 996 923361

amanda_b_atrib@hotmail.com

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO 20/02/2024 as 15:34, Peticio 870240013982

Petigio 870240013982, de 20/02/2024, pag. 3/17
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

MARCELLO DE SOUZA ALVES
16253106767

Brasileira

Mestrando

Rua Gal. Osério 860, ap. 101, Centro
Pelotas

RS

96020-000

BRASIL

(21) 966 725565

alvesmarcello420@gmail.com

CLEDIA SILVEIRA FLORES DA SILVA
02802114069

Brasileira

Doutorando

Dr. Jodo Pessoa 361, ap 401, bl A, Centro
Pelotas

RS

96010-470

BRASIL

(53) 984 380360

clediajag@gmail.com

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO 20/02/2024 as 15:34, Peticio 870240013982

Petigio 870240013982, de 20/02/2024, pag. 4/17
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados
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ALICE KUNZGEN SCHEER
03427409031

Brasileira

Mestrando

Rua Nilo Peganha 120, ap 404, bl B
Pelotas

RS

96055-410

BRASIL

(53) 984 144150

alicekunzgen@gmail.com

Tipo Anexo
Resumo

Reivindicagao

Relatério Descritivo

Procuragéo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Desenho

Nome
RESUMO_APOA?2 pdf
REINVIDICACOES_APOA pdf
DESCRITIVO_APQOA2.pdf
PROCURAGAO_DIGITAL pdf
Comprovante.pdf

sequencias.pdf

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO

Petigio 870240013982, de 20/02/2024, pag. 5/17

20/02/2024 as 15:34, Peticdo 870240013982
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Sequéncias Biologicas

M Declaro que a informagao contida na 'Listagem de Sequéncias’ apresentada em formato eletrénico
esta limitada ao contelido da matéria revelada pelas sequéncias de aminoacidos e/ou de
nucleotideos divulgadas no pedido de patente, conforme depositado
Tipos de Sequéncias Biolégicas Nome
Listagem de Sequenc!?;TBlologlcas em formato sequencias.ixt

Acesso ao Patriménio Genético

M Declaragao Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengac
néo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de compenente do Patrimdnio Genético
Brasileiro, o0 acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ocu néo se aplica.

Declaragéo de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:34, Peticio 870240013982

Petigdo 870240013982, de 20/02/2024, pag. 6/17
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6.6 Dep0sito da patente MC4R:

‘ L:sc%mw;_o 870240013996
’ A HIN.DUSTRIAL PE e
T

29409162315965248

Pedido nacional de Invengédo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigdo de Invengéo e entrada na fase
nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2024 003301 9

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 92242080000100
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Juridica: Instituigao de Ensino e Pesquisa

Enderego: Rua Gomes Carneiro, 01 - Ed. Delfim Mendes Silveira - Campus
Porto/Reitoria - 4° Andar - PRPPG
Cidade: Pelotas

Estado: RS
CEP: 96010-610
Pais: Brasil
Telefone: (53) 3284 4086
Fax:

Email: epitte@ufpel.edu.br

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticio 870240013996

Peticao 870240013996, de 20/02/2024, pag. 1/18



Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengéo ou Modelo de

Utilidade (54):
Resumo:

10 - Patente de Invengéo (PI)

Método para genotipagem do polimorfismo rs11872992 do gene
MC4R

A presente invengdo apresenta um método caracterizado por usar
quatro iniciadores oligonucleotidicos sintéticos especificos para a
amplificagdo de fragmentos de DNA que identificam o polimorfismo
rs11872992 do gene MC4R, através da reagdo em cadeia da enzima
DNA-polimerase. O presente método € adequado para a
identificagdo e genotipagem dos alelos G ou A do polimorfismo
rs11872992, tornando possivel o reconhecimento de individuos com
maior predisposigéo genética para desenvolverem obesidade,
aumento do IMC, aumento do percentual de gordura corporal,
aumento da ingestéo de alimentos e diminuicdo do gasto energético.
Diversos iniciadores foram desenhados com ferramentas de
bicinformatica e testados em diferentes condigdes de reacdo até se
alcangar uma condicao 6tima para o diagnéstico da genotipagem do
polimorfismo com uma Unica reagéo utilizando os oligonucleotideos
selecionados, A invengéo pedera contribuir para identificagac dos
riscos de desenvolvimento de doengas metabdlicas e obesidade nos
individuos e contribuir para uma melhor prevencao e tratamento
dessas doencas. Este método tem a vantagem, com relacéo a outros
meétodos de genotipagem, de ser mais barato e possibilitar a que
seja feito em

laboratérios comuns de analises clinicas.

Figura a publicar: 1

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996

ELETRONICO

Petigdo 870240013996, de 20/02/2024, pag. 2/18
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificag&o Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 5

CARLOS CASTILHO DE BARROS
11053432860

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Sao Borja 1114

Pelotas

RS

96090-660

BRASIL

(53) 991 924081

barrosccpel@gmail.com

AMANDA BARBOSA ATRIB

02730607080

Brasileira

Doutorando

Rua Gongalvez Chaves 374, ap. 402, Centro
Pelotas

RS

96015-560

BRASIL

(51) 996 923361

amanda_b_atrib@hotmail.com

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticio 870240013996

Petigdo 870240013996, de 20/02/2024, pag. 3/18
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 5

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 5

MARCELLO DE SOUZA ALVES
16253106767
Brasileira

Mestrando

Enderego residencial completo: Rua Gal. Osério 860, ap. 101, Centro

Pelotas

RS

96020-000
BRASIL

(21) 966 725565

alvesmarcello420@gmail.com

CLEDIA SILVEIRA FLORES DA SILVA

02802114069
Brasileira

Doutorando

Dr. Jodo Pessoa 361, ap 401, bl A, Centro

Pelotas

RS

96010-470
BRASIL

(53) 984 380360

clediajag@gmail.com

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticio 870240013996

Petigio 870240013996, de 20/02/2024, pag. 4/18

111



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados
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ALICE KU'NZGEN SCHEER
03427409031

Brasileira

Estudante de Graduagéo

Rua Nilo Peganha 120, ap 404, bl B
Pelotas

RS

96055-410

BRASIL

(53) 984 144150

alicekunzgen@gmail.com

Tipo Anexo

Resumo

Relatério Descritivo

Reivindicagao

Procuragéo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Desenho

Nome
RESUMO_MC4R992.pdf
RELATORIO.pdf
reinvidicacoesMC4R.pdf
PROCURAGAO_DIGITAL pdf
Comprovante.pdf

sequencias.pdf

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em

ELETRONICO

Petigdo 870240013996, de 20/02/2024, pag. 5/18

20/02/2024 as 15:53, Peticdo 870240013996
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Sequéncias Biologicas

M Declaro que a informagao contida na 'Listagem de Sequéncias’ apresentada em formato eletrénico
esta limitada ao contelido da matéria revelada pelas sequéncias de aminoacidos e/ou de
nucleotideos divulgadas no pedido de patente, conforme depositado
Tipos de Sequéncias Biolégicas Nome
Listagem de Sequenc!?;TBlologlcas em formato sequencias.ixt

Acesso ao Patriménio Genético

M Declaragao Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengac
néo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de compenente do Patrimdnio Genético
Brasileiro, o0 acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ocu néo se aplica.

Declaragéo de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO  Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em
ELETRONICO 20/02/2024 as 15:53, Peticio 870240013996

Petigdo 870240013996, de 20/02/2024, pag. 6/18



