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Os lipidios dietéticos determinam a incorporacdo e a composi¢cado em acidos graxos do
organismo, especialmente em 6rgdos mais susceptiveis a sua acdo moduladora sobre
0os acidos graxos esterificados a fosfolipidios de membrana, como, por exemplo, o
figado. Dietas cetogénicas, amplamente utilizadas para o tratamento de diversas
desordens, normalmente utilizam triacilglicerdis de cadeia longa, porém, triacilglicerois
de cadeia média sdo considerados uma fonte alternativa, visto que sao digeridos,
absorvidos, oxidados e removidos da circulacdo mais rapidamente que os de cadeia
longa. Além disso, levam a formacgdo de corpos cetbnicos de forma acelerada, ndo
sofrendo a influéncia de fatores hormonais ou nutricionais. Visando contribuir com a
discussdo, a presente dissertacdo apresenta um capitulo de revisdo, intitulado
Disfuncdo mitocondrial na doenca do figado gorduroso ndo alcodlica, que reune
informagbes sobre o estresse oxidativo e a consequente disfungdo mitocondrial, no
contexto desta doenca hepatica. E, um artigo original, intitulado Perfil em &cidos graxos
do tecido hepatico de ratos submetidos a dieta cetogénica rica em trienantina, que
discute os efeitos de dieta cetogénica a base de trienantina, um triacilglicerol
homogéneo do &cido enantico (heptandico), ou de 6leo de soja, sobre tal perfil. Os
figados dos animais alimentados com as dietas cetogénicas apresentaram reducao
significativa na concentracdo de acidos graxos monoinsaturados, 9-hexadecenadico e 9-
octadecendico, quando comparados ao grupo Controle, sugerindo uma possivel
reducdo na atividade da enzima Estearoil-CoA Dessaturase 1. Adicionalmente, o grupo
alimentado com trienantina apresentou aumento dos niveis de acido octadecandico,
guando comparado ao grupo Controle. Assim, a trienantina, em proporgoes
cetogénicas, exerceu efeito modulador similar ao do Oleo de soja, um Oleo
convencional largamente utilizado, apesar das diferencas na composi¢cdo em &cidos
graxos entre essas duas fontes lipidicas. Neste estudo constatou-se que 0s ratos
alimentados com dieta cetogénica sofreram modulacdo do perfil em acidos graxos dos
lipidios hepaticos e que, nas condicbes aqui estabelecidas, tal modulacdo se deveu
especialmente a natureza cetogénica da dieta per si e ndo ao tipo de 6leo empregado

em sua elaboragéo.

Palavras-chave: dieta cetogénica, trienantina, triacilglicerol de cadeia média.
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Dietary lipids determine the incorporation and fatty acid composition of the organism,
especially in organs most susceptible to its modulating action on membrane
phospholipids esterified fatty acids, such as the liver. Ketogenic diets, widely used to
treat various disorders, often use long-chain triacylglycerols, however, medium chain
triglycerides are considered an alternative source, since they are digested, absorbed,
oxidized and removed from circulation more rapidly than long chain triacylglycerols. In
addition, it lead to the formation of ketone bodies quickly, without the influence of
hormonal or nutritional factors. To contribute to the discussion, this paper presents a
review chapter, entitled Mitochondrial dysfunction in nonalcoholic fatty liver disease,
which gathers information on oxidative stress and consequent mitochondrial dysfunction
in the context of liver disease. It also presents an original article, entitled Fatty acid
profile in liver tissue of rats subjected to ketogenic diet rich in trienantin, which
discusses the effects of a ketogenic diet based on trienantin, a homogeneous
triacylglycerol composed of enantic (heptanoic) acid, or based on soybean oil on this
profile. The livers of animals fed the ketogenic diet showed a significant reduction in the
concentration of monounsaturated fatty acids, 9-hexadecenoic and 9-octadecenoic
compared to control group, suggesting a potential reduction in the activity of the enzyme
Stearoil-CoA Desaturase 1. Additionally, the group fed trienantin showed increased
levels of octadecanoic acid compared to control group, which corroborated the
hypothesis of decreased enzyme activity in this group. Thus trienantin in ketogenic
proportions exerted modulatory effects similar to soybean oil, widely used conventional
oil, despite the differences in fatty acid composition between these two fat sources. The
study showed that rats fed a ketogenic diet experienced modulation of fatty acid profile
of hepatic lipids and that in the conditions set forth herein, this modulation was due
especially to the nature of the ketogenic diet itself and not to the type of oil used in their
preparation.

Keywords: Ketogenic diet, trienantin, medium-chain triacylglycerol.
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pbduz efeitos metabdlicos que s&o intimamente

S, quantidade total ingerida e pela composi¢cdo em
acidos graxos (AG) da dieta (GERMAN e DILLARD, 2004).

Os seres humanos modernos sdo 0s Unicos animais em que o tipo de alimento
consumido pode variar drasticamente entre os membros da sua propria espécie. Entre
0s animais selvagens, embora a quantidade de alimentos possa variar, é provavel que
o perfil em acidos graxos dietéticos mantenha relativa constancia. Em contrapartida,
para os humanos, a consequéncia da variagdo de alimentos esta diretamente
relacionada, dentre outros fatores, a variagdo do perfil em acidos graxos dietéticos, que
pode se traduzir em inumeros efeitos sobre a composi¢cado de lipidios de membrana
(HULBERT et al., 2005).

Alteracdes na composicdo de &cidos graxos de tecidos como o figado podem
influenciar o metabolismo lipidico e regular processos inflamatérios em mamiferos
(ARAYA et al., 2004; LEVY et al., 2004; ALWAYN et al., 2005; ALLARD et al., 2008).
Além da dieta, especialmente quando em proporc¢des cetogénicas, ou seja, rica em
lipidios, essas alteracbes podem ser conduzidas por alta taxa de peroxidacéo lipidica
ou pela diminuicdo da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo de tais
substancias (ARENDT et al., 2009).

Atualmente, as dietas cetogéncias sdo amplamente utilizadas para o tratamento
de diversas desordens. Os triacilgliceréis de cadeia longa (TCL) sd&o normalmente
utilizados na formulacdo de dietas ricas em lipidios, porém, triacilglicer6is de cadeia
média (TCM) tém sido considerados uma fonte alternativa, visto que sao digeridos,
absorvidos, oxidados e removidos da circulagdo mais rapidamente, em relacdo aos
TCL. Além disso, quando metabolizados pelo figado, os TCM levam a formacédo de

corpos cetdnicos de forma acelerada, ndo sofrendo a influéncia de fatores hormonais
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10). No entanto, dadas as proporcdes cetogénicas,

para a possibilidade de importante modulacdo do
perfil em acidos graxos do tecido hepatico, como, também, de acimulo de gordura no
orgao, predispondo o individuo ao quadro de esteatose hepatica, o primeiro evento da
doenca do figado gorduroso néo alcodlica.

Nesse sentido, o presente trabalho buscou chamar a atencgéo para a importancia
dos lipidios hepaticos, ndo como fatores hepatotéxicos em si, porém, como marcadores
do aumento da exposicdo hepética a acidos graxos livres, possiveis indutores de
hepatotoxicidade. O primeiro capitulo, intitulado Disfungdo mitocondrial na doenca do
figado gorduroso ndo alcodlica, reune informacdes da literatura cientifica que
relacionam o0 estresse oxidativo e a consequente disfungcdo mitocondrial, com a
progressdo da esteatose hepética para a forma mais grave da doenca, esteatoepatite
ndo alcodlica.

O segundo capitulo é constituido por um artigo original, fruto de um estudo
experimental intitulado Perfil em acidos graxos do tecido hepatico de ratos submetidos
a dieta cetogénica rica em trienantina, que investigou a modulacédo do perfil em &acidos
graxos do figado de ratos Wistar, pela composicdo em acidos graxos da dieta,
corroborando a influéncia destes na composicéo bioldgica, logo, na funcdo do 6rgao.
Para o estudo, utilizou-se um 6leo experimental, constituido pelo TCM trienantina, que
se apresenta promissor no tratamento de desordens metabdlicas, ou o 6leo de soja,

amplamente utilizado pela populacéo.
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2 CAPITULO DE REVISAO

Disfuncdo mitocondrial na doenca do figado gorduroso néo alcodlica
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A doenca do figado gorduroso ndo alcodlica (DFGNA) é uma condigdo
clinicopatoldgica que abrange um espectro de doengas hepaticas, que inclui o acamulo
de triacilgliceréis (TAG) nos hepatdcitos, a esteatose hepatica (EH), e a esteato-
hepatite ndo alcodlica (BROWNING e HORTON, 2004; FESTI et al., 2004; PURI et al.,
2007; KIM, et al., 2010).

Dados epidemiolégicos sobre a DFGNA indicam que é uma lesdo hepética
bastante freqliente em individuos de paises ocidentais (REID, 2001) e estima-se que
70% de obesos e diabéticos podem apresentar EH, enquanto que a prevaléncia na
populagdo geral é em torno de 15-25% (BEGRICHE et al., 2006). Esta condi¢do é
frequentemente benigna, porém, em 20 a 30% dos casos 0s pacientes evoluem para a
esteatoepatite ndo alcoodlica (EHNA), quadro caracterizado por acumulo de lipidios no
figado, inflamacdo e balonizacdo (forma especial de degeneracdo das células
hepéticas associadas com “inchac¢o” e aumento das células, com formato caracteristico
de baldo) (CONTOS e SANYAL, 2002; REID, 2001; LACKNER et al. 2008). O que
antes parecia ser uma doencga exclusiva de adultos, tem se manifestado em outras
faixas etarias, como nas criangas (FLEGAL et al., 2001; RASHID e ROBERTS, 2000),
aumentando cada vez mais a preocupacdo dos pesquisadores e profissionais de
saude.

O acumulo de TAG no hepatdcito esta relacionado a sindrome metabdlica, a
drogas, a fatores nutricionais, a defeitos genéticos do metabolismo energético e a
resisténcia a insulina, sendo esta Ultima a mais comum desordem associada a DFGNA
(ANGULO, 2002; CHITTURI et al., 2002; SANYAL et al., 2001). Estes fatores podem
determinar perturbacdes intimamente ligadas ao metabolismo lipidico anormal,
influenciando, consequientemente, varios processos celulares, tais como, sinalizagédo
insulinica, lipogénese de novo, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo (CHEUNG e
SANYAL, 2008; SANYAL et al., 2001; WANG et al., 2006; WEI et al., 2006).

A progressao de EH para EHNA permanece ainda pouco esclarecida (ALBANO,
2005). A hip6tese mais aceita atualmente foi proposta por Day e James, em 1998,
chamada modelo dos dois hits. O primeiro se refere ao mecanismo que causa a EH, ou
a agressao inicial. A resisténcia a insulina, por exemplo, caracterizada por

hiperinsulinemia, favoreceria a lipdlise no tecido adiposo, aumentando excessivamente
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ivel ao segundo, desencadeado por agressoes

promovidas por virus, alcool e lipopolissacarideos, dentre outros, que promovem
estresse oxidativo hepatico, levando a EHNA (CONTOS e SANYAL, 2002; PURI et al.,
2007). Jou et al. (2008) propdem, ainda, um terceiro hit, caracterizado pela morte do
hepatdcito, o qual, segundo os autores, é o mais importante, visto que é responsavel
pela progressao de EHNA a cirrose.

Alguns estudos demonstraram que mesmo a injaria hepéatica inicial € mediada
pelo estresse oxidativo, um dos suspeitos de desempenhar papel crucial na progressao
de EH a EHNA, além de endotoxinas e citocinas. Ha fortes evidéncias de que o
estresse oxidativo exerce papel central na patogénese da EHNA; o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) causa peroxidacdo lipidica, que
segue acompanhada de resposta inflamatoria e ativacdo de células estreladas,
desencadeando, desta forma, fibrinogénese e fibrose hepatica (CHITTURI e FARRELL,
2001; MEHTA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; TILG e DIEHL, 2000; WIGG et al.,
2001; YANG et al., 2000).

A mitocOndria, responsavel pela fosforilagdo oxidativa, em condi¢des normais
produz pequenas quantidades de ERO. Apesar de pequena, a formagao mitocondrial
coloca tal organela em posicdo de maior fonte destas espécies reativas, que, como ja
mencionado, podem causar peroxidacdo lipidica, além de danificar proteinas
mitocondriais e inibir a transferéncia de elétrons, através da cadeia respiratéria. Este
fato culmina com a exacerbacdo da formacdo de ERO e com a deplecdo de
antioxidantes, prejudicando a sua inativacao (KOJIMA, 2007; PESSAYRE et al., 2001,
SANYAL et al., 2001).

Estresse oxidativo e DFGNA

O metabolismo lipidico normal do figado compreende trés mecanismos
principais: (1) captura hepatica e sintese de novo de acidos graxos livres (AGL), (2)
eliminacdo de AGL, através de oxidagao e de sintese de TAG, e (3) exportacdo de TAG
dos hepatdcitos, através das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL)
(DUVNJAK et al., 2007). A ingestao de lipidios e a lipdlise no tecido adiposo geram
AGL, que se dirigem ao figado. Nos hepatdcitos, os AGL sofrem esterificacdo e formam
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rrente sanguinea, através de VLDL (Figura 1). Os

gue nao formam TAG sédo metabolizados por oxidagdo, que ocorre em mitocondrias,
peroxissomos e microssomos (JOU et al., 2008).

Tecido
adiposo

Figura 1. Metabolismo lipidico hepatico normal.
Fonte: adaptado de Jou et al. (2008).

Os fatores implicados no desenvolvimento da EHNA s&o divididos em dois
grandes grupos: fatores que causam o aumento do estresse oxidativo e fatores que
promovem a expressao de citocinas proinflamatérias (BROWNING e HORTON, 2004).
Recentemente, o0 estresse oxidativo tem recebido atencdo especial como um
mecanismo comum em varias doencas hepaticas; a ele tem sido atribuido um papel
central na patogenia da EHNA, devido a inducéo da peroxidagéo lipidica, recrutamento
de células inflamatérias, ativacdo de células estreladas e modificacdo de enzimas
antioxidantes, resultando na progressao da DFGNA (DAY e JAMES, 1998; KORUK et
al., 2004; MADAN et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; PERLEMUTER et al., 2005;
SANYAL et al., 2001; SEKI et al., 2005).

Koruk et al. (2004), investigando a associa¢éo entre grau de estresse oxidativo e
enzimas antioxidantes séricas no desenvolvimento da EHNA, encontraram niveis
significativamente maiores de malonaldeido (MDA) em pacientes com EHNA, quando
comparados ao grupo controle. O MDA é um bom indicador da peroxidacao lipidica,

cujos produtos alteram o DNA mitocondrial e reagem com proteinas mitocondriais, com
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Em outro estudo, Seki et al. (2002), ao utilizar anticorpos monoclonais em um

ensaio imuno-histoquimico para quantificar a peroxidacgao lipidica e o dano oxidativo ao
DNA em hepatécitos de individuos normais, ou de portadores de esteatose, ou de
EHNA, encontraram que quanto mais grave o comprometimento hepético, mais
evidentes eram o0 dano oxidativo ao DNA e a peroxidacéo lipidica, tendo as amostras
com EHNA apresentado maior quantidade desses dois indicadores, que as amostras
com esteatose. As amostras de figados normais ndo apresentaram nenhum dos dois
marcadores. Os autores observaram, ainda, através de parametros histologicos, que a
peroxidacéo lipidica estava diretamente relacionada com o grau de necroinflamacgéo e
fibrose hepatica, enquanto que o dano oxidativo ao DNA estava relacionado com a
necroinflamagéo, apenas.

Bhardwaj et al. (2008), por sua vez, encontraram niveis significativamente
maiores de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), um marcador da
peroxidacéo lipidica, em individuos com a DFGNA, quando comparados com individuos
normais. Segundo os autores, 0 estresse oxidativo parece ser o destacado segundo hit,
dentre os responséaveis pela progressdo da doenca, provavelmente através da inducéo
das oxidases microssomais pelos acidos graxos, abundantes no figado de individuos
com a DFGNA, que podem, entdo, causar dano mediado pela producdo de radicais
livres. Os autores encontraram, ainda, capacidade redutora plasmatica de sal férrico
(FRAP), um indicador do estado antioxidante corporal, significativamente elevada nos
individuos com a DFGNA, um fato conflitante, visto que era esperado que estes
individuos tivessem capacidade antioxidante reduzida. O aumento desse indicador
pode representar uma tentativa corporal de se proteger do estresse oxidativo, o que, no
entanto, ndo foi efetivo, visto que os niveis de TBARS estavam elevados. Tais niveis e,
consequentemente, o de estresse oxidativo, se correlacionaram positivamente com 0s
de bilirrubina, um marcador de lesdo hepatica, sugerindo um papel do estresse
oxidativo na fisiopatologia da DFGNA.

Alguns estudos sobre a relacdo entre oxido nitrico (NO) e EHNA encontraram
resultados interessantes. Evidenciaram-se niveis significativamente maiores de 6xido
nitrico nos individuos com EHNA, quando comparados com os individuos controle. E
postulado que o Oxido nitrico pode desempenhar um papel na etiologia da EHNA,
potencializando a citotoxicidade (CLEMENS, 1999; GARCIA-MONZON, 2000). No
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O dano celular induzido pelo estresse oxidativo, especialmente o dano
mitocondrial, tem sido aceito como causa da progressdao de esteatose para
necroinflamagdo e fibrose (ANGULO, 2002; MARCHESINI e FORLANI, 2002).
Evidéncias sugerem, ainda, que o estresse oxidativo afeta a p-oxidagao mitocondrial de
acidos graxos e impede a formacao e secrecao de lipoproteinas hepaticas, através do
aumento da degradacdo intra-hepatica das ApoB100 recém sintetizadas, o que
culminaria com a DFGNA (PESSAYRE e FROMENTY, 2005).

Os principais alvos das ERO séo os lipidios, os &cidos nucléicos e as proteinas.
Os AGL, especificamente, podem induzir hepatotoxicidade e estimular a progresséo de
esteatose a EHNA, por varios mecanismos; niveis aumentados de acidos graxos no
citoplasma parecem induzir estresse oxidativo. Os AGL podem ser diretamente
citotoxicos ou desencadear a producdo de citocinas, como o fator alfa de necrose
tumoral (TNF-a) (KOJIMA et al., 2007). Feldstein et al. (2004) demonstraram que a
simples incubagdo de células HepG2, linhagem de células de hepatoblastoma bem
diferenciadas, em um meio contendo &cido graxo, aumentou a permeabilidade
lisossomal e desencadeou a sintese de TNF-a. Essa citocina ativa varios mecanismos
de sinalizacdo, induzindo apoptose, ativacao de células estreladas e acumulo hepatico
de células inflamatérias (BEGRICHE et al., 2006).

Os AGL sao, ainda, ligantes naturais de receptores nucleares hormonais, tais
como os receptores de proliferador de peroxissomos (PPAR), nas formas a e y
(BOCHER et al., 2002; RUAN e LODISH, 2003). O PPAR-a, expresso no figado,
musculos, coragdo e rins, estimula a oxidagdo de acidos graxos nas mitocondrias,
microssomos e peroxissomos. O PPAR-y, por sua vez, inibe a ativacdo do Fator
Nuclear Kappa B (NF-kB), bloqueando a produgéao de TNF-a, diminuindo, dessa forma,
a inflamacdo (BOCHER et al., 2002; MAEDA et al., 2001). O acumulo de AGL pode,
também, romper a regulacdo de genes sensiveis a receptores nucleares hormonais,
gque modulam o metabolismo celular, a viabilidade e a sintese de mediadores
inflamatorios (CHOI et al., 2007). Porém, é importante salientar que os TAG, per si, ndo
sdo hepatotoxicos, ao contrario, sdo biomarcadores de aumento da exposi¢cao hepatica
a AGL, potencialmente toxicos (JOU et al., 2008).
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Os é&cidos graxos chegam ao figado através da sua liberacdo a partir do tecido
adiposo ou sdo obtidos pela hidrélise hepatica de TAG dos remanescentes de
quilomicrons, além dos provenientes da sintese de novo. Os acidos graxos podem
entrar na mitocondria para sofrer B-oxidacdo ou ser re-esterificados em TAG. Os
triacilglicerois hepéticos, por sua vez, podem ser estocados ou secretados, através das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), ricas em apoliproteina B. A entrada de
acidos graxos de cadeia longa na mitocondria depende da enzima carnitina palmitoil
transferase | (CPT-1), presente nas membranas mitocondriais, cuja atividade € inibida
pelo malonil-CoA, formado a partir de acetil-CoA, pela acdo da acetil-CoA carboxilase,
na primeira etapa da sintese de acidos graxos (Figura 2). Ap6s uma refeicdo rica em
carboidratos, o aumento dos niveis de glicose e de insulina causa acentuada sintese
de acidos graxos. Nestas circunstancias, altos niveis de malonil-CoA inibem a CPT-1,
diminuindo, consequientemente, a p-oxidagdo mitocondrial de &cidos graxos
(BEGRICHE et al., 2006).

Acetil-CoA

l ACC

/ Malonil-CoA

Figura 2. Inibicdo da Carnitina Palmitoil Transferase 1 (CPT-1) pelo Malonil-CoA.
ACC: Acetil-CoA Carboxilase.

Numa situacdo de acumulo, a B-oxidacdo dos acidos graxos e a oxidacao de
glicose, isoladamente, podem levar a importante geracdo de ERO na mitocondria,
constituindo-se, assim, o principal sitio produtor dessas espécies, provavelmente pelo
aumento da quantidade de equivalentes redutores disponiveis para a transferéncia de
elétrons, dentro da cadeia respiratoria. A disfungdo mitocondrial induzida por ERO tem
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A disfungdo mitocondrial reveste-se de substancial importancia, tanto no
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acumulo de TAG no hepatdcito (1° hit) e, portanto, na indugéo de esteatose, quanto na
excessiva producdo de espécies reativas, induzindo peroxidagdo lipidica, podendo
resultar em EHNA (2° hit) (PESSAYRE et al., 2001; KOJIMA et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2006; SANYAL et al., 2001). O prejuizo cronico da p-oxidacdo mitocondrial pode
causar tanto a esteatose macrovesicular quanto a forma mais severa, a microvesicular,
e aumentar a formacdo de ERO. O aumento de ERO pode realcar os depdsitos de
gordura oxidada, causando um ciclo vicioso com mais peroxidacao lipidica, mais dano
mitocondrial e mais formacdo de ERO. As ERO oxidam os depoésitos de gordura,
liberando produtos da peroxidacdo lipidica, que danificam o DNA e proteinas,
bloqueando parcialmente o fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria, levando a
maior formacdo de ERO. Adicionalmente, as ERO formadas podem depletar as
espécies antioxidantes e causar a formacdo de TNF-a, efeitos que aumentam o
prejuizo ao fluxo de elétrons e, mais uma vez, aumentam as ERO mitocondriais
(OLIVEIRA et al., 2006).

Caldwell et al. (2004) sugerem que a “saude” mitocondrial possivelmente
depende de multiplos fatores, entre eles a integridade do DNA mitocondrial, o nivel e a
composicdo de lipidios celulares, o equilibrio de fatores pr6 e antioxidantes e fatores
anti e pro apoptoticos, além das proprias demandas metabdlicas do érgao, levando a
crer que a disfuncdo mitocondrial perfaz parte consideravel da fisiopatologia e
patogénese da DFGNA.

Kojima et al. (2007) defendem que tanto a simples EH quanto a EHNA sé&o
resultado de exposicdo ao estresse oxidativo, apesar de expressarem resultados
diferentes. De modo especial, a EHNA pode estar associada ao menor transporte da
enzima manganés superoxido dismutase (Mn-SOD) nas mitocéndrias hepaticas, devido
a um polimorfismo do gene da enzima, desencadeado na propria mitocondria.
Adicionalmente, em portadores de EHNA o sistema antioxidante estéd fragilizado, a
mitocondria hepética pode estar ainda mais vulneravel, mesmo a pequenas
quantidades de ERO, resultando em excessiva producdo destas espécies, 0 que
levaria ao agravamento do quadro de EHNA. Os autores vao além, indicando em seu
estudo experimental, que buscou investigar o papel das anormalidades mitocondriais
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5se oxidativo, que disfungbes mitocondriais sao

NA e podem sim estar associadas com o estresse

oxidativo (KOJIMA et al., 2007).

A B-oxidagdo mitocondrial de acidos graxos pode estar aumentada na DFGNA
associada a resisténcia a insulina, propiciando a geracao de ERO, que, num ambiente
com abundancia de lipidios, leva a peroxidagdo lipidica, inflamacdo e necrose
(BEGRICHE et al., 2006; KOVACS e STUMVOLL, 2005; MORIEL et al., 2000). Os
mecanismos que explicam o aumento da -oxidagdo mitocondrial na DFGNA parecem
ainda pouco entendidos, porém, varias hipéteses podem ser levantadas. A primeira
seria 0 excesso de acidos graxos disponiveis, devido ao aumento na captacdo de AGL
pelo figado; outra hipétese seria a ativacdo hepatica da expressdo de PPAR-a. Dados
recentes sugerem que a PPAR-a pode ser preferencialmente ativada por acidos graxos
sintetizados no figado a partir de carboidratos, mas ndo por acidos graxos do tecido
adiposo. Ao que parece, a PPAR-a reduz os triacilglicerdis no figado de varios modelos
de roedores portadores de EHNA associada a obesidade e a resisténcia a insulina.
Porém, o aumento basal deste fator nuclear parece néo ser suficiente para remover o
excesso de lipidios (BEGRICHE et al., 2006).

A peroxidacdo lipidica, a oxida¢do ou a mutacdo do DNA mitocondrial (DNAmt),
a inducédo de citocinas pro-apoptoticas, o aumento da permeabilidade mitocondrial e a
diminuicdo da fosforilacdo oxidativa podem ser causados pelo excesso de ERO
(HASSANEIN, 2004). A disfungdo mitocondrial € caracterizada pela abertura de poros
de transicdo da permeabilidade mitocondrial, localizados na membrana mitocondrial
interna. Esta abertura promove o esgotamento da forca motriz de prétons, permitindo
gue mais carga positiva chegue ao espaco intermembranar. Isto resulta na liberacao de
multiplas proteinas a partir do espag¢o mitocondrial intermembranar para o citosol,
levando a ativagcdo da caspase, a perturbac6es da cadeia respiratoria, a diminuicdo do
potencial transmembrana mitocondrial, a producdo de radicais livres, e a perda da
integridade estrutural da mitocondria (LI et al., 2008; PESSAYRE et al., 2001).

Consideracéo final
Embora cada vez mais estudos acerca do papel do estresse oxidativo e da

disfuncdo mitocondrial nas doencas hepaticas, especialmente a doenca do figado
gorduroso nao alcodlica, estejam disponiveis, ainda sao necessarios trabalhos que
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3 ARTIGO DE RESULTADOS

Perfil em acidos graxos do tecido hepético de ratos submetidos a dieta
cetogénica rica em trienantina
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Introducdo: A trienantina (trieptanoina), um triacilglicerol de cadeia média do &cido
heptandico, com propriedade anaplerotica, se mostrou mais efetiva na reversdo dos
sintomas mais severos em portadores de desordens mitocondriais congénitas, que 0s
tradicionais triacilglicerois de cadeia média. O presente trabalho visou contribuir com a
ampliagdo do conhecimento acerca da repercussdo do consumo de trienantina, em
proporcgdes cetogénicas, através da avaliacdo da sua influéncia sobre o perfil em AG do
tecido hepético de ratos. Métodos: Trinta ratos machos wistar foram divididos em trés
grupos (n=10) e submetidos a dieta controle AIN-93, dieta cetogénica rica em
trienantina ou dieta cetogénica rica em 6leo de soja. Apds o sacrificio, os figados foram
armazenados a -80°C e posteriormente submetidos a extragdo lipidica por solvente
organico e a metilacdo com BF; em metanol a 20%, para a obtencdo de ésteres
metilicos de acidos graxos, que foram submetidos a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Utilizaram-se os testes de Lilliefors e Levene, seguidos por
ANOVA e post-hoc de Tukey, nos residuos que atenderam 0s pressupostos
paramétricos, e Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de Nemenyi, para os demais.
Resultados: Os figados dos ratos dos grupos alimentados com dieta cetogénica
apresentaram reducdo significativa na concentragdo dos acidos graxos
monoinsaturados 9-hexadecendico e 9-octadecendico, quando comparados ao grupo
Controle, sugerindo uma possivel redu¢do na atividade da enzima Estearoil-CoA
Dessaturase 1, responsavel pela sintese desses dois acidos graxos. Adicionalmente, o
grupo alimentado com trienantina apresentou aumento dos niveis de acido
octadecandico, quando comparado ao grupo Controle. Conclusao: As alteracdes no
perfil em acidos graxos dos lipidios hepaticos de ratos submetidos as dietas
cetogénicas ricas em trienantina ou em 6leo de soja, ndo pareceram guardar relacao
com a fonte de 6leo da dieta, mas, sim, com as caracteristicas da dieta cetbgenica per
si. Tal consideracdo vem a se somar as evidéncias disponiveis na literatura de
auséncia de efeitos deletérios do consumo de trienantina, mesmo em proporgdes

cetogénicas.

Palavras-chave: trieptanoina; triacilglicer6is de cadeia média, estearoil-CoA

dessaturase.
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ABSTRACT

Introduction: The trienantin (triheptanoin) is a medium chain triglyceride composed of
heptanoic acid, with anaplerotic property, which has been shown to be more effective in
reversing more severe symptoms in patients with congenital mitochondrial disorders
than traditional medium chain triacylglycerols. This paper aims to contribute to the
expansion of knowledge about the repercussions of consuming trienantin in ketogenic
ratios by evaluating their influence on the fatty acid profile in rats liver tissue. Methods:
Thirty male Wistar rats were divided into 3 groups (n = 10) and submitted to the AIN-93
control diet, ketogenic diet rich in trienantin or ketogenic diet rich in soybean oil. After
sacrifice, livers were stored at -80 ° C and then subjected to lipid extraction by organic
solvent and methylation with BF3 in methanol (20%), to obtain methyl esters of fatty
acids, which were then subjected to gas chromatography mass spectrometry. We used
the Lilliefors and Levene tests, followed by ANOVA and Tukey's post hoc, for
parametric means and Kruskal-Wallis followed by post-hoc Nemenyi for non-parametric
means Results: The livers of mice fed a ketogenic diet in both groups showed a
significant reduction in the concentration of monounsaturated fatty acids 9-
hexadecenoic and 9-octadecenoic compared to control group, suggesting possibly a
reduction in the activity of the enzyme Stearoil-CoA Desaturase 1, responsible for the
synthesis of these two fatty acids. Additionally, the group fed trienantin showed
increased levels of octadecanoic acid compared to control group. Conclusion:
Changes in fatty acid profile of liver lipids of rats on ketogenic diets rich in trienantin or
soybean oil, did not seem to be related to the source of oil in the diet, but rather with the
characteristics of the ketogenic diet itself. Such consideration comes to be added to the
available evidence in the literature of the absence of deleterious effects of consuming

trienantin even in ketogenic ratios.

Keywords: triheptanoin, medium-chain triacylglycerols, stearoil-CoA desaturase.
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O perfil lipidico da dieta determina a incorporacdo e a composi¢cdo de acidos
graxos (AG) das membranas biologicas, alterando diversas fungbes celulares
(CLANDININ et al., 1991; BUENO et al., 2010), inclusive de 6rgaos como o figado e o
tecido adiposo, através, principalmente, da modulacdo dos AG esterificados aos
fosfolipidios de membrana (LIN et al., 1993; PAN e STORLIEN, 1993). Dentre as
funcBes celulares dependentes do perfil lipidico das membranas encontram-se a
sensibilidade a insulina (IBRAHIM; NATARAJAN; GHAFOORUNISSA, 2005), a
producédo de eicosandides e mensageiros secundarios (KELLEY, 2001) e a atividade
de enzimas ligadas & membrana (CLAMP et al., 1997). Modificagbes importantes no
perfii em AG de um érgdo considerado “a usina metabdlica do organismo”, como o
figado, leva a crer que acarretem alterac6es metabdlicas também importantes.

Dentre os lipidios, os triacilglicerois de cadeia média (TCM) sdo compostos por
trés AG saturados, de seis a doze atomos de carbono, esterificados a uma molécula de
glicerol. Sao rapidamente absorvidos no trato digestivo e metabolizados, diferentes de
Oleos e gorduras convencionais (LOPEZ-HERNANDEZ; GARCIA; HILL, 2005). Por esta
razdo, foram introduzidos na clinica, aproximadamente ha meio século, para o
tratamento de disfungbes na absor¢cdo e no transporte linfatico de lipidios,
abetalipoproteinemia, estresse cirargico, cancer, desnutricdo e outros, substituindo os
triacilglicerdis de cadeia longa (TCL). Adicionalmente, tém sido usados como
componentes de dietas cetogénicas no tratamento de epilepsia e de disfuncdes do
metabolismo oxidativo mitocondrial (HILL et al., 1990; MAK; CHI; VAN, 1999; ROE et
al., 2002).

Ha mais de trés décadas foram descritas desordens metabolicas decorrentes da
deficiéncia hereditaria da enzima Carnitina Palmitoil-Transferase 1 (CPT-1)
(CORNELIO et al.,, 1977), que trouxeram a tona enfermidades que envolvem o
funcionamento inadequado de diferentes etapas da B-oxidacdo mitocondrial dos acidos
graxos de cadeia longa (AGCL), caracterizadas por hipoglicemia, neuropatia periférica,
hipotonia, cardiomiopatias agudas e crénicas, rabdomiolise e morte subita (ROE et al.,
2002). Tradicionalmente, nestas desordens utilizam-se TCM convencionais, que
apresentam AG com numero par de atomos de carbono; porém, essa terapéutica nao
foi suficiente para evitar os quadros de cardiomiopatia e rabdomiolise. A utilizacdo de
TCM constituido por AG com namero impar de atomos de carbono, pouco freqientes
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Figura 1 — Trienantina (trieptanoina)

A trienantina € um TCM sintético composto por trés moléculas de AG enéantico
(acido heptandgico; C7:0). O acido heptandico prescinde de ligacdo a CPT-1 para
atravessar a membrana mitocondrial interna e oferece, na ultima volta da -oxidagéo,
acetil-CoA e propionil-CoA (ROE et al., 2002). Este ultimo € um composto anaplerotico,
ou seja, participa de reacdes que alimentam o ciclo do acido citrico (OWEN, 2002),
através da sua conversao metabdlica ao succinil-CoA. Uma vez que alguns
intermediarios do ciclo sdo constantemente utilizados como precursores de vias
biossintéticas (cataplerose), o balanco entre a anaplerose e a cataplerose nos
portadores das desordens hereditarias da oxidacdo de AGCL estd prejudicado.
Portanto, a oferta de compostos anapleroticos faz-se necessaria (ROE et al., 2002).

Especificamente em relacdo a trienantina e seus produtos de digestédo, estudos
acerca da seguranca e tolerabilidade do consumo cronico sdo escassos, embora
promissores. H& poucos relatos de ensaios clinicos, os quais se baseiam em criancas
portadoras de desordens mitocondriais (MOCHEL et al., 2005; ROE et al., 2002; ROE e
MOCHEL, 2006) e ensaios experimentais (ATAIDE et al., 2009; LUCENA et al., 2010).

Diante do exposto, faz-se necessario que se amplie o conhecimento acerca da
repercussdo da ingestdo de trienantina, em diferentes contextos, sobre a saude
humana. O presente estudo visa contribuir com essa ampliacdo, através de uma
avaliacdo da influéncia da trienantina dietética, em proporcdes cetogénicas, sobre o
perfil em AG do tecido hepético de ratos.
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Animais

Os animais empregados nesta pesquisa foram os mesmos utilizados no trabalho
de Lucena et al. (2010), que objetivou avaliar os efeitos metabdlicos de uma dieta rica
em lipidios a base de trienantina, em ratos jovens. Trinta ratos machos albinos recém
desmamados, da linhagem Wistar (Rattus novergicus), pesando 33.4 + 5.7 g (média +
DP), foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas
(BIOCEN/UFAL). Os animais foram mantidos sob temperatura de 20-24°C e ciclo claro
escuro de 12 horas (luz acesa as 6h) e foram alocados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas no Biotério Setorial da Faculdade de NutricAo/UFAL. Os animais
receberam dieta e 4gua ad libitum, por seis semanas, além do periodo de adaptagéo
de uma semana. O peso corporal e o consumo alimentar foram monitorados
semanalmente, durante todo o periodo experimental.

O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da UFAL, sob
direcdo do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude, que se baseia em
principios nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979) e internacionais (Universal Declaration
of Animal Rights UNESCO, 15/10/1978).

Dietas e tratamentos

Os animais foram distribuidos, de acordo com o peso corporal no inicio do
periodo experimental e com a dieta oferecida, em trés diferentes grupos (n=10):
Controle (dieta AIN-93G; 7g de 6leo de so0ja/100g dieta) (REEVES, 1997), CetoTAGC,
(dieta cetogénica a base de trienantina; 40g de margarina, 4g de 6leo de soja e 25,79¢g
trienantina/100g de dieta) e CetoTAGsoja (dieta cetogénica a base de 6leo de soja; 40g
de margarina e 29,79 g de 6leo de so0ja/100g de dieta) (Quadro 1). A proporcdo de
macronutrientes na dieta controle era de 1:11,8 de lipidios para carboidratos +
proteinas, respectivamente, enquanto que nas dietas cetogénicas era de 3,5:1. A
margarina foi utilizada para melhorar a consisténcia e promover homogeneidade das
dietas.

Os ingredientes utilizados na preparagdo das dietas foram fornecidos por
Rhoster (Sao Paulo, Brasil). A trienantina foi adquirida de stéarinerie Dubois (Boulogne-
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Quadro 1. Composicéo das dietas controle, cetoTAGC; e cetoTAGsoja

Dietas

Constituintes (g/kg)

controle* cetoTAGC; | cetoTAGsoja
Amido de milho 495,9 0 0
Amido de milho dextrinizado 132,0 0 0
Caseina 200 200 200
Celulose 50 50 50
Mix mineral AIN-93 G 35 35 35
Mix vitamina AIN-93 10 10 10
L-cisteina 3 3 3
L-metionina 1,6 1,6 1,6
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
t-Butilidroguinona (mg/kg) 14 139,58 139,58
Oleo de soja 70 40 297,9
Trienantina 0 257.,9 0
Margarina 0 400 400
Energia (Kcal/Kg)** 3.941,6 7.003,7 7.081,1

*Reeves et al., 1997.
**Estimada conforme Atwater e Bryant (1900).

Analise do perfil em acidos graxos das dietas e do tecido hepatico

Extracdo da fracéao lipidica

Apbs o periodo experimental, os animais foram anestesiados com uma injecéo
de uretana+cloralose (1000mg/kg+40mg/kg) e sacrificados por deslocamento cervical.
Na sequéncia, procedeu-se a dissecag¢do de o6rgaos, que foram armazenados em
freezer a -80°C. Para a presente proposta de investigacdo, promoveu-se extracao
lipidica do tecido hepatico, de acordo com o método de Folch et al. (1957), em que as
amostras, 1g de cada, foram maceradas em capsula de porcelana e homogeneizadas
em 1,25 mL de tampdo fosfato de sodio, pH 7,2. Em um tubo de ensaio foram
adicionados 5 mL de cloroférmio/metanol, na proporcdo 2:1, 0,3mg do antioxidante
hidroxitolueno butilado (BHT) e o homogenato. A mistura foi levada ao agitador de
tubos, por 1 minuto, e ao agitador rotatério, por 4 h, e, em seguida, mantida sob

refrigeracdo, durante a noite (overnight). No dia seguinte, foi acrescentado 1 mL de
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inte em agitador de tubos, por 1 minuto. ApGs a

inferior, cloroférmica, e a superior foi lavada com

mais 2 mL de cloroférmio. As fragBes cloroformicas foram reunidas e secadas com
sulfato de sodio anidro e filtradas. Apos a evaporacdo do solvente sob atmosfera de
nitrogénio gasoso, o material foi submetido & metilagdo. As dietas ndo foram
submetidas a esta etapa, uma vez que foram consideradas apenas amostras de suas

fontes lipidicas, nas propor¢des determinadas.

Preparacéo dos ésteres metilicos de acidos graxos

Os extratos lipidicos do tecido hepéatico, obtidos na etapa de extra¢do descrita no
item anterior, e as amostras dos lipidios dietéticos foram submetidos a metilagdo com
trifluoreto de boro (BF3z) em metanol, conforme procedimento descrito por Kang e Wang
(2005), com adaptacdes. No tubo de ensaio contendo o material a ser metilado, foram
adicionados 1mL de hexano e 1mL de BF; em metanol a 20%. A mistura foi colocada
em uma placa de aquecimento e agitacdo a temperatura aproximada de 40°C, por 30
horas, em cinco dias consecutivos, de seis horas cada. Ao final das 30 horas,
adicionou-se 1mL de agua destilada, que gerou duas fases, a superior, organica, que
continha os ésteres metilicos de AG, foi colocada em outro tubo, secada em nitrogénio
gasoso e armazenada a -20°C, para analise cromatografica. A fase inferior, contendo
BF3; e metanol, diluidos em agua, foi descartada.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CGEM)

Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Um pL da amostra foi injetado
utilizando-se um cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-17A, equipado com uma
coluna SPB-5, série us 108447-08B, com 30m de comprimento, 0,25um de espessura
e 0,25mm de diametro interno. O gas utilizado para o arraste foi o Hélio (He), a um
fluxo de 1 mL.min® e pressdo de 50 kPa. A temperatura inicial foi de 50°C,
permanecendo constante durante 2 minutos; em seguida, foi aumentada até atingir
250°C, a uma velocidade de 4°C.min™, permanecendo constante durante 15 minutos.
As temperaturas do injetor e da interface foram mantidas a 250°C e 310°C,
respectivamente. O modo de controle de injecdo foi o Split, com razdo de 30:1. A
espectrometria de massas foi realizada em um aparelho Shimadzu, modelo GCMS-
QP5050A, acoplado ao cromatégrafo gasoso, com 70 eV de energia do feixe de
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5 amostras (Apéndices 1 a 6).

Andlise estatistica

Para a analise estatistica, foram considerados 0s pressupostos paramétricos de
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade das variancias dos residuos (teste
de Levene). Foi realizada ANOVA com teste post-hoc de Tukey ou, na auséncia de
homogeneidade nas variancias dos residuos, o teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de
Nemenyi. Em todos os casos foi adotado o nivel critico de 5% para o risco de falsa

rejeicdo da hipétese nula (p<0,05).

Resultados

Os acidos graxos encontrados nos tecidos hepaticos dos animais foram
dodecandico, tetradecandico, pentadecandico, 9-hexadecendico, octadecandico, 9-
octadecendico, 9,12-octadecadiendico e 9,12,15-octadecatriendico, cujas
concentracbes apresentaram homogeneidade das varidncias dos residuos, e
hexadecandico, heptadecandico e 5,8,11,14-eicosatetraendico, com heterogeneidade
das variancias (Tabela 1). O perfil em acidos graxos das dietas fornecidas aos animais
dos diferentes grupos encontra-se na Tabela 2.

N&o foram observadas diferengas significativas entre os grupos de animais em
relacdo aos acidos dodecanoico, heptadecandico, 9,12,15-octadecatriendico e
5,8,11,14,-eicosatetraendico. Em contrapartida, observaram-se diferencas significativas
entre 0s grupos Controle e cetogénicos e entre 0s préprios grupos cetogénicos, no que
diz respeito aos &cidos tetradecandico, pentadecandico, hexadecandico, 9-
hexadecendico, octadecandico, 9-octadecendico e 9,12-octadecadiendico (Tabela 1).

Dentre o0s resultados observados, destacam-se as concentragdes
significativamente maiores dos acidos graxos hexadecanodico, 9-hexadecendico e 9-
octadecendico no figado dos animais do grupo Controle, em relacdo ao grupo
CetoTAGs0ja, e a maior concentracao do &cido octadecanoico no figado dos ratos sob
dieta cetogénica a base de trienantina, do que nos animais submetidos a dieta controle
(Tabela 1). Destacam-se, ainda, as diferencas de concentracdo do &cido 9,12-
octadecadiendico entre os grupos Controle e CetoTAGsoja e entre 0S grupos
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entre os grupos Controle e CetoTAGC7, no que diz

o, 9-octadecendico e octadecandico (p<0,01).

Tabela 1. Escores médios percentuais de diferentes acidos graxos do tecido hepatico dos
ratos submetidos as dietas controle, cetoTAGC- e cetoTAGsoja.

Acidos Graxos
(%; média £ EPM)

Grupos
Controle CetoTAGC, CetoTAGsoja
(n=7) (n=9) (n=7)

Dodecanoico

Tetradecandico

Pentadecandico

Hexadecanodico

Heptadecandico

Octadecandico

9-hexadecendico

9-octadecendico

9,12-octadecadiendico

9,12,15-octadecatriendico

5,8,11,14-eicosatetraendico

>Saturados

>Monoinsaturados

>Poliinsaturados

0,0329 +0,0145
0,9357 +0,1389
0,0970 + 0,0339
36,3686 * 4,1831
0,1043 + 0,0464
13,2286 + 1,7042
3,9886 + 0,4760
23,2110 % 2,2952
14,2529 + 0,4473
0,1443 + 0,0691
7,2643 + 2,9659
8,4611 + 2,2009
13,6000 + 2,8938
7,2204 £ 1,7714

0,1556 +0,0671
0,5233 +0,1470
0,1640 +0,0341
26,8300 * 2,4167
0,2056 + 0,0565
29,1144 + 4,3476°
0,2878 + 0,2030%
12,239 + 1,8884°
14,6489 + 2,4285
0,0822 + 0,0532
15,2378 + 4,5650
11,6179 £ 1,9624
6,2633 +1,7173%
9,9896 + 2,1523

0,0871 + 0,0331
0,2500 * 0,0578?
0,0330 + 0,0164°
20,5914 + 1,0524°
0,0414 +0,0201
20,6071 + 2,8860
0,0743 + 0,0356°
12,8490 + 0,8957°
34,8814 + 2,4861%°
0,2357 + 0,0691
10,1000 + 1,3947
6,9350 + 1,5835
6,4614 + 1,8231°
15,0723 + 3,3814

& diferencas significativas em relagéo ao grupo Controle pelo teste post-hoc de Tukey-HSD (p<0,05).
b diferencas significativas em relacédo ao grupo CetoTAGC; pelo teste post-hoc de Tukey-HSD (p<0,05).
¢ diferencas significativas em relagéo ao grupo Controle pelo teste post-hoc de Nemenyi (p<0,05).

Tabela 2. Valores percentuais aproximados dos &acidos graxos mais
abundantes nas dietas oferecidas aos animais dos grupos Controle,
CetoTAGC; e CetoTAGsoja.

Acidos graxos Dietas
(%) controle  cetoTAGC; cetoTAGsoja

Heptandico ND 96,21 ND
Dodecandico ND 0,81 1,64
Hexadecandico 24,18 0,62 14,29
9,12-octadecadiendico 39,21 0,69 54,79
9-octadecendico 32,33 0,71 21,89
Octadecandico 4,41 0,95 7,40

ND Nao detectado.
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A composicdo em acidos graxos da dieta € conhecida por influenciar a
composicdo em &cidos graxos de lipidios estruturais e de estoque, em diferentes
compartimentos corporais (ANDERSSON et al. 2001). Mudangas na composicdo em
acidos graxos da dieta podem exercer diferentes efeitos sobre a composi¢cdo em acidos
graxos dos lipidios de membrana. Os fosfolipidios de tecidos como o figado e o
intestino grosso sdo 0s mais sensiveis as mudancas proporcionadas pela dieta,
enquanto fosfolipidios de timécitos e do tecido adiposo sdo menos responsivos
(HULBERT et al., 2005).

O principal achado da presente investigacdo foram os niveis significativamente
menores dos acidos graxos monoinsaturados 9-hexadecendico e 9-octadecendico
apresentados pelos grupos CetoTAGsoja e CetoTAGC,, quando comparados ao grupo
Controle (Tabela 1). A sintese destes acidos graxos € catalisada pela enzima estearoil-
CoA dessaturase 1 (Stearoil-CoA Desaturase 1; SCD1), que tem como substratos
fundamentais os acidos hexadecandico e octadecandico, respectivamente. A atividade
dessa enzima é imprescindivel para a sintese hepatica de triacilglicerdis, devido a
necessidade de incorporacdo de um acido graxo monoinsaturado em um dos carbonos
do glicerol (ALLARD et al., 2008; NTAMBI e MYIAZAKI, 2004). Sua expressao é
sensivel a fatores dietéticos, incluindo acidos graxos poliinsaturados, colesterol e
vitamina A, teor hepético de acidos graxos trans, mudancas hormonais (insulina e
glucagon) e obesidade (LARQUE et al., 2000; NAKAMURA e NARA, 2002; WANG et
al., 2006; NTAMBI, 1995).

Uma possibilidade que poderia ser considerada nesse contexto seria a de que
as dietas cetogénicas exerceram uma diminuicdo na atividade da enzima SCD1,
levando a uma menor concentracdo de ambos os 4cidos graxos monoinsaturados nos
grupos a elas submetidos (Tabela 1). Em camundongos, a deficiéncia da SCD1 induz
perda de massa corporal, através da maior oxidacdo hepética de acidos graxos e da
menor sintese e armazenamento de triacilglicerdis, por meio da diminuicdo da
expressdo de genes lipogénicos. Esses animais se tornam mais sensiveis a acdo da
insulina e resistentes a obesidade induzida pela dieta (NTAMBI et al., 2002). Sao
muitos os relatos na literatura de animais submetidos a dieta cetogénica ou high-fat,
gue ganharam menos peso do que aqueles submetidos a dieta regular (LAVAU e
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m um ganho de peso significativamente menor nos

ratos submetidos a dieta cetogénica, em relacdo ao grupo Controle, na segunda,
terceira e quarta semanas do estudo; no entanto, tal diferenca desapareceu na ultima
semana do periodo experimental.

A concepcao da dieta cetogénica, iniciada em meados de 1920, ja indicava que
ela mimetiza as mudancas bioquimicas do jejum (VINING et al., 1998). Este se
caracteriza por intensa oxidacao de &cidos graxos e diminuicdo da lipogénese, para a
obtencdo de energia (SANKAR e MENEZES, 1999). Nesse sentido, supde-se que o
menor ganho de peso de animais submetidos a dieta cetogénica poderia ser
relacionado, em parte, a uma reducdo da atividade da SCD1, que acarreta menor
producdo de triacilglicer6is, uma vez que estes necessitam de &cidos graxos
monoinsaturados para a sua sintese.

Na presente investigacdo, o acido graxo tetradecandico apresentou baixas
concentragbes nos trés grupos estudados, havendo diferenga significativa entre o
grupo CetoTAGsoja e Controle (Tabela 1). Estes dados estdo em consonancia com
outros estudos, que também encontraram baixas concentracdes desse acido graxo
(CLAMP et al., 1997; SABARENSE, 2003; TAHA; RYAN; CUNNANE, 2005), o que leva
a crer que haja uma forte regulacdo intracelular de sua concentragcdo (RIOUX;
CATHELINE; LEGRAND, 2007). Em hepatdcitos de ratos, ha vias alternativas para a
biossintese de acido tetradecandico, além da via usual de biossintese de AG por meio
da acido graxo sintase, que libera, principalmente, acido hexadecandico. Uma dessas
vias é o encurtamento do hexadecanoato pela 3-oxidacdo microssomal ou a elongacéo
do dodecanoato (RIOUX; CATHELINE; LEGRAND, 2007). No entanto, o
tetradecanoato também é preferencialmente oxidado, via (-oxidagéo, ou elongado, o
gue resulta em hexadecanoato, e gera um ciclo que parece contribuir para os baixos
niveis deste acido graxo no tecido hepatico de ratos (RIOUX; LEMARCHAL;
LEGRAND, 2000).

O éacido graxo pentadecandico dos figados dos animais do grupo CetoTAGsoja
mostrou-se significativamente menor do que no grupo CetoTAGC;. O papel deste acido
graxo no metabolismo animal ndo esta bem estabelecido. Existem evidéncias de que a
forma ativada do acido pentadecandico, pentadecanoil-CoA, é tdo efetiva quanto o
miristoil-CoA na acilacdo de proteinas que sofrem N-miristoilacdo. Porém, esse papel

provavelmente ¢é secundéario, devido as infimas concentragbes de acido
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SMEDMAN et al., 1999), ausente na dieta dos animais aqui investigados, fato que

poderia justificar a pequena quantidade encontrada nos tecidos.

Os figados dos animais do grupo CetoTAGsoja apresentaram concentracdes
significativamente maiores do &cido graxo poliinsaturado 9,12-octadecadiendico,
gquando comparados com os demais grupos (Tabela 1). A dieta ofertada a estes
animais possuia aproximadamente quatro vezes mais Oleo de soja, importante fonte
deste acido graxo, do que a dieta ofertada ao grupo Controle, e aproximadamente sete
vezes mais que a dieta cetoTAGC;. Uma vez que o &cido 9,12-octadecadiendico nao é
sintetizado endogenamente, sua concentracdo no tecido hepatico deve ser reflexo do
teor dietético, aqui demonstrado pela expressiva predominéancia deste acido graxo na
dieta ofertada ao grupo CetoTAGsoja (Tabela 2).

Observaram-se menor concentracdo do &cido hexadecandico no grupo
CetoTAGsoja, guando comparado ao grupo Controle, e, surpreendentemente, auséncia
de diferencas significativas entre os grupos CetoTAGC; e Controle e entre os grupos
cetogénicos entre si, apesar das diferentes composi¢cdes em acido hexadecandico das
dietas (Tabelas 1 e 2). A dieta ofertada aos animais do grupo CetoTAGsoja continha
menor quantidade desse acido graxo do que a dieta controle e quantidade muito maior
do que aquela encontrada na dieta do grupo CetoTAGC; (Tabela 2). No entanto,
diferentemente de &cidos graxos essenciais, 0 hexadecanoato é sintetizado
endogenamente, sendo o principal produto do complexo da acido graxo sintase, que
utiliza como substrato o acetil-CoA, proveniente de diferentes fontes, como glicose,
lactato e aminoacidos, o que torna a modulacdo da sua sintese um processo de dificil
investigacgéao.

O grupo CetoTAGC; apresentou quantidades significativamente maiores de
acido octadecanédico, quando comparado com o grupo Controle (Tabela 1). Sob
condi¢cbes normais, este acido sofre rapida metabolizagdo através da SCD1 e se
converte em acido 9-octadecendico (SAMPATH e NTAMBI, 2005). Reafirmando
consideracdes ja apresentadas, uma menor atividade da SCD1, promovida pela dieta
cetogénica, poderia relacionar-se aos niveis aumentados de acido octadecandico nos
figados do grupo CetoTAGC;. No entanto, os niveis deste acido no grupo CetoTAGsoja
nao diferiram significativamente daqueles do grupo Controle.
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Observou-se que as alteracdes no perfil em acidos graxos dos lipidios hepaticos

de ratos submetidos as dietas cetogénicas ricas em trienantina ou em 6leo de soja, um

6leo convencional amplamente utilizado, ndo pareceram guardar relacdo com a fonte

de 6leo empregada na elaboragéo destas dietas, mas, sim, com as caracteristicas da

dieta cetbgenica per si, apesar das diferencas na composi¢cao em 4cidos graxos entre a

trienantina e o 6leo de soja. Tal consideragdo vem a se somar as evidéncias

disponiveis na literatura de auséncia de efeitos deletérios do consumo de trienantina,

mesmo em propor¢des cetogénicas.
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a0 da dieta sobre o perfil em acidos graxos dos

MO uma importante estratégia para a avaliacdo da
seguranga e tolerabilidade do consumo de determinados componentes dietéticos,
especialmente a fracdo lipidica, partindo da premissa de que cada acido graxo € uma
entidade anica, com fungbBes proprias. Alteracdes na concentracdo dessas notérias
moléculas sinalizadoras, num tecido que ocupa um papel central no metabolismo de
mamiferos, como o figado, sdo um importante achado, que deve ser discutido no
contexto metabalico.

As alteracdes no perfil em AG dos lipidios hepaticos dos ratos submetidos as
dietas cetogénicas, no presente estudo, provavelmente estdo relacionadas a natureza
das dietas e ndo ao tipo de 6leo oferecido. Nesse sentido, parece seguro 0 uso da
trienantina, quando comparado ao 6leo de soja. Assim, esse estudo deve ser
considerado como mais um indicador da seguranca e tolerabilidade desse triacilglicerol,
mesmo em propor¢cdes cetogénicas. No entanto, ainda sdo necessérias novas
investigagcBes cientificas com o uso da trienantina, como participante do tratamento

dietético, em diferentes contextos clinicos, combinada a outros componentes da dieta.
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Tempo de retencdo | Area | %Area Acido graxo

10060 8147 2.0278 Tetradecanodico
13178 65575 | 16.3215 Hexadecanoico
13717 2831 0.7046 9-hexadecenodico
16755 17059 | 4.2460 Octadecandico
17347 88617 | 22.0566 9-octadecendico
18.450 169837 | 42.2719 9,12-octadecadiendico
18.942 8562 2.1310 6,9,12-octadecatriendico
19.611 22512 | 5.6031 9,12,15-octadecatriendico
31.128 2099 0.5224 | 4,7,10,13,16,19-docosahexaendico
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Tempo de retencdo | Tempo inicial | Tempo final | Area | %Area | Altura | %Altura | Area/Altura Acido graxo
29.042 29.008 29.075 21014 1.88 11492 3.29 1.83 Dodecandico
40.367 40.317 40.400 143040 | 12.79 | 54921 | 15.72 2.60 Hexadecandico
44.600 44.525 44.658 630621 | 56.36 | 182199 | 52.17 3.46 9,12-Octadecadiendico
44.717 44.667 44.783 239723 | 21.43 | 71080 | 20.35 3.37 9-octadecendico
45.283 45.233 45.317 84305 | 7.54 | 29595 8.47 2.85 Octadecandico
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Tempo de Tempo Tempo Area %Area | Altura %Altura | Area/Altura Acido graxo
retencéo inicial final
8.375 8.267 8.483 7087464 0.21 2170734 0.92 3.27 Hexandico
12.258 11.842 14.925 | 3050396814 | 91.30 | 164193996 | 69.78 18.58 Heptandico
23.208 23.117 23.350 2491799 0.07 530290 0.23 4.70 Decandico
29.917 29.800 30.075 22978653 0.69 4972830 2.11 4.62 Dodecandico
35.975 35.858 36.092 2915788 0.09 627521 0.27 4.65 Tetradecandico
41.442 41.175 41.658 23283593 0.70 3242323 1.38 7.18 Hexadecandico
45.675 45.492 45,733 23174676 0.69 5798141 2.46 4.00 9,12-Octadecadiendico
45.817 45.742 46.083 38517068 1.15 7984502 3.39 4.82 9-octadecendico
46.442 46.350 46.550 79261504 2.37 19507959 8.29 4.06 Octadecandico
49.564 49.500 49.633 87422170 2.62 | 25339333 | 10.77 3.45 5,8,11,14-
eicosatetraendico
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Tempo de retenc¢do | Tempo inicial | Tempo final Area %Area Altura %Altura | Area/Altura Acido graxo
28.916 28.867 28.983 917213 0.03 312300 0.05 2.93 Dodecandico
34.552 34.492 34.625 1171885 0.04 374153 0.06 3.13 Miristoléico
34.915 34.833 35.008 28029534 0.99 9124907 1.52 3.07 Tetradecandico
37.695 37.625 37.775 2912930 0.10 912433 0.15 3.19 Pentadecanéico
39.833 39.617 39.967 158110159 | 5.58 42028963 6.99 3.76 9-hexadecendico
40.452 40.267 40.650 652433117 | 23.03 | 108183341 | 18.00 6.03 Hexadecandico
42.881 42.817 42.950 2988161 0.11 950305 0.16 3.14 Pentadecanéico
44,166 44.083 44.250 10455848 0.37 3282906 0.55 3.18 9,12,15-octadetriendico
44.640 44.442 44.683 591573768 | 20.88 | 114921978 | 19.12 5.14 9,12-Octadecadiendico
44.802 44.683 44.842 655763376 | 23.15 | 131583296 | 21.91 4,98 9-octadecendico
44,882 44.842 45.033 111901342 | 3.95 36915710 6.14 3.03 9-octadecendico
45.362 45.225 45.508 306933947 | 10.83 | 74350064 12.37 4,12 Octadecandico
48.426 48.275 48.492 282309439 | 9.96 70115806 11.67 4.02 5,8,11,14-eicosatetraendico
48.771 48.708 48.858 12155396 0.43 3638062 0.61 3.34 8,11,14-eicosatriendico
49.183 49.108 49.233 3788630 0.13 1122554 0.19 3.37 11,14-eicodiendico
49,289 49.233 49.367 3177812 0.11 870940 0.14 3.64 14-Eicosadecendico
49.850 49.783 49,933 2862879 0.10 866942 0.14 3.30 Eicosanéico
54,299 54.242 54.367 1245002 0.04 349967 0.06 3.55 Docosandico
60.519 60.433 60.633 3202937 0.11 548341 0.09 5.84 Tetracosanoéico
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Tempo de retencdo | Tempo inicial | Tempo final Area %Area | Altura | %Altura | Area/Altura Acido graxo
28.925 28.858 29.000 731747 0.07 237682 0.09 3.08 Dodecandico
34.917 34.833 35.017 3414910 0.35 1046161 0.41 3.26 Tetradecandico
37.700 37.633 37.783 1606163 0.16 499701 0.20 3.21 Pentadecandico
39.692 39.625 39.750 1641707 0.17 545400 0.21 3.01 9-hexadecendico
40.392 40.258 40.500 205096602 | 20.78 | 54135298 | 21.14 3.79 Hexadecandico
42.892 42.825 42.942 3119761 0.32 999804 0.39 3.12 Heptadecandico
44,167 44.092 44.250 1502928 0.15 461690 0.18 3.26 9,12,15-octadetriendico
44583 44.467 44.650 165977553 | 16.81 | 46525400 | 18.17 3.57 9,12-Octadecadiendico
44,717 44.650 44,783 66439343 6.73 | 20251394 7.91 3.28 9-octadecendico
44.833 44.800 44.900 10198140 1.03 3207420 1.25 3.18 9-octadecendico
45.367 45.242 45.450 284328210 | 28.79 | 68692054 | 26.84 4.14 Octadecandico
48.417 48.275 48.608 230777020 | 23.38 | 56902802 | 22.23 4.06 5,8,11,14-eicosatetraendico
49.858 49.792 49.925 1745964 0.18 591718 0.23 2.95 Eicosandico
54.300 54.200 54417 2440071 0.25 665370 0.26 3.67 Docosandico
60.550 60.400 60.717 6718973 0.68 1006613 0.39 6.67 Tetracosanoico
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Tempo de Tempo Tempo Area %Area | Altura | %Altura | Area/Altura Acido graxo
retencéo inicial final
28.925 28.767 29.025 2327694 0.27 717608 0.31 3.24 Dodecandico
34.925 34.808 35.058 4199284 0.48 | 1369590 0.58 3.07 Tetradecandico
37.708 37.533 37.858 660924 0.08 238562 0.10 2.77 Pentadecandico
39.692 39.642 39.733 1725126 0.20 604821 0.26 2.85 9-hexadecendico
40.383 40.292 40.442 139251797 | 16.04 | 40850251 | 17.39 3.41 Hexadecandico
42.883 42.825 42.958 604245 0.07 213761 0.09 2.83 Heptadecandbico
44.630 44,533 44.675 380597121 | 43.84 | 88640396 | 37.74 4.29 9,12-octadecadiendico
44,750 44.692 44,892 141317953 | 16.28 | 46445648 | 19.77 3.04 9-octadecendico
45.325 45.250 45.392 47268749 | 5.45 | 14059080 | 5.98 3.36 Octadecandico
48.408 48.325 48.467 145557152 | 16.77 | 40387677 | 17.19 3.60 5,8,11,14-
eicosatetraendico
8.775 48.725 48.833 4479105 0.52 1384088 0.59 3.24 Eicosandico
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