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RESUMO

O estilo de vida estd fortemente relacionado com a qualidade e duracdo da vida, sendo a
alimentacdo um dos fatores que podem influenciar positivamente no desenvolvimento de
doencas quando o padrdo alimentar é baseado em alimentos industrializados, refinados, ricos
em gorduras saturadas, trans e acglcares. Apesar de a média global da expectativa de vida ter
aumentado nos Gltimos anos, a qualidade de vida diminuiu devido ao aumento das doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNT), entre elas o cancer. O cancer colorretal (CCR), o terceiro
mais diagnosticado em todo mundo, é um tipo tumoral que traz sérias consequéncias a
longevidade, uma vez que as taxas de incidéncia e prevaléncia tém aumentado em individuos
jovens embora seja comum em pessoas acima de 70 anos. A ocorréncia do CCR tem sido
associada ao estilo de vida baseado em dietas com baixo consumo de fibras, excesso de
consumo de carne vermelha e gorduras saturadas. No contexto da prevencdo do cancer bem
como na atuacdo coadjuvante ao tratamento, encontramos a dieta cetogénica (DC),
caracterizada pelo seu alto teor de gordura, proteina suficiente para manutencédo das atividades
e baixo teor de carboidrato que, propicia a utilizacdo dos acidos graxos como fonte de energia,
por meio da producdo de corpos cetdnicos. Utilizada para tratamento da epilepsia e desordens
do sistema nervoso, a DC tem demonstrado, quase que empiricamente, efeitos sobre
carcinogénese por direcionar a glicose anaerobia (efeito Warburg) e modulacéo dos niveis de
insulina. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da DC na
promocdo da tumorigénese colorretal induzida em ratos. O estudo foi realizado utilizando dois
modelos de dieta: uma baseada em um perfil lipidico rico em gordura saturada (DC) e outra rica
em triglicerideos de cadeia média (DCTCM) e perfil lipidico ainda rico em gorduras
insaturadas. Foram realizadas andlises in vitro para determinacdo do potencial antioxidante e
do teor de flavonoides e fenolicos totais. In vivo, lesbes pré-neoplésicas foram induzidas no
colon de ratos Wistar com o carcinégeno 1,2 dimetilhidrazina [DMH 40mg/kg peso corpdreo
(p.c.)], por 6 semanas e, imediatamente apos a indugao das lesbes, os animais foram submetidos,
por 6 semanas, aos dois modelos de dieta. Os animais foram monitorados diariamente quanto
ao peso, circunferéncia abdominal, comprimento naso-anal, consumo de agua, racéo e dietas.
Apos o tratamento, para avaliacdo da seguranca e do potencial quimiopreventivo, foram
quantificados os Focus de Criptas Aberrantes (FCA) e as Criptas Aberrantes (CA) na mucosa
coldnica, além da anlise de mutagenicidade pelo ensaio de microntcleo. O estudo dos possiveis
mecanismos envolvidos no efeito quimiopreventivo foi realizado empregando a marcagédo
imunohistoquimica para ciclooxigenase (COX-2), antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular
(PCNA) e B-catenina. Antes do inicio e ao final do periodo experimental foram realizadas
medicOes dos niveis de glicose e cetose. Nossos resultados demonstraram que os perfis
cetogénicos ndo apresentaram potencial antioxidante. Nenhum dos tratamentos demonstrou
influenciar na composicéo corporal e 0 monitoramento do consumo de agua e ragao indicou
auséncia de toxicidade. Os perfis cetogénicos induziram o organismo ao estado de cetose sem
modular os niveis de glicose e foram capazes de reduzir os cromossdémicos na medula 6ssea
causados pelo carcindbgeno DMH. As anélises da mucosa coldnica demonstraram gque ambas as
dietas foram capazes de reduzir a frequéncia de FCA e CA sendo que o efeito quimiopreventivo
mais evidenciado foi observado no grupo de DCTCM, evidenciando relevancia da qualidade do
perfil lipidico para o efeito protetor. Dados obtidos no ensaio de imunohistoquimica
demonstraram atuacdo das dietas na regulacdo da atividade inflamatéria de COXz e ainda, em
vias de proliferacdo e modulacdo transcricional como a via Wnt/B-catenina e do Antigeno



Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA).Nas condi¢Ges experimentais avaliadas, os resultados
sugerem que os perfis cetogénicos apresentam efeitos sobre diferentes vias da carcinogénese
colorretal e o que fornece prévias informagdes para outros estudos que possam futuramente
recomendar, de forma segura e eficaz, tal estratégia nutricional, tanto para pacientes
oncolégicos quanto para grupos de risco.

Palavras-chave: dieta cetogénica; efeito Warburg; quimioprevencdo; triglicerideos de cadeia
média; lesdes pré-neoplasicas



ABSTRACT

Lifestyle is strongly related to the quality and length of life, and food is one of the factors that
can positively influence the development of diseases when the eating pattern is based on
processed foods, refined foods, rich in saturated and trans fats and sugars. Although the global
average life expectancy has increased in recent years, life quality has decreased due to the
increase in chronic non-communicable diseases (NCDs), including cancer. Colorectal cancer
(CRC), the third most diagnosed cancer worldwide, is a tumor type that brings serious
consequences to longevity, since the incidence and prevalence rates have increased in young
individuals even though it is common in people over 70 years old. The occurrence of CRC has
been associated with a lifestyle based on low-fiber diets, excessive consumption of red meat,
and saturated fats. The ketogenic diet (KD) has been strongly associated in the context of cancer
prevention, as well as an important adjuvant to cancer treatment. It is characterized by its high
fat content, sufficient protein for maintenance of activities and low carbohydrate content, which
enables the use of fatty acids as an energy source, through the production of ketone bodies.
Used for the treatment of epilepsy and nervous system disorders, KD has demonstrated, almost
empirically, effects on carcinogenesis by directing anaerobic glucose (Warburg effect)
modulating insulin levels. In this regard, the present study aimed to evaluate the effects of KD
in the promotion of induced colorectal tumorigenesis in rats. The study was performed using
two diet models: one based on a lipid profile rich in saturated fats (KD) and another rich in
medium-chain triglycerides and lipid profile still rich in unsaturated fats (MCTKD). In vitro
analyses were performed to determine antioxidant potential and total flavonoid and phenolic
content. In vivo, preneoplastic lesions were induced in the colon of Wistar rats with the
carcinogen 1,2 dimethylhydrazine [DMH 40mg/kg body weight (b.w.).] for 6 weeks.
Immediately after the induction of lesions, the animals were subjected to the two diet models
for 6 weeks. The animals were monitored daily for weight, abdominal circumference, naso-anal
length, water, feed and diet consumption. After treatment, to evaluate the safety and
chemopreventive potential, Aberrant Crypt Foci (ACF) and Aberrant Crypts (AC) in the colonic
mucosa were quantified. The study of possible mechanisms involved in the chemopreventive
effect was performed by employing immunohistochemical labeling for cyclooxygenase (COX-
2), Cell Proliferation Nuclear Antigen (PCNA) and (-catenin. Measurements of glucose and
ketosis levels were performed before the start and at the end of the experimental period. Our
results showed that the ketogenic profiles did not show antioxidant potential. None of the
treatments were shown to influence body composition and monitoring of water and feed intake
indicated no toxicity. The ketogenic profiles induced the body to a state of ketosis without
modulating glucose levels and were able to reduce chromosomal damage in the bone marrow
caused by the carcinogen DMH. Colonic mucosa analyses demonstrated that both diets were
able to reduce the frequency of ACF and AC and that the most evident chemopreventive effect
was observed in the MCTKD group. MCTKD group shows the relevance of the quality of the
lipid profile for the protective effect. Data obtained in the immunohistochemistry assay showed
that the diets act in the regulation of the inflammatory activity of COX2 and also in pathways
of proliferation and transcriptional modulation as the Wnt/B-catenin pathway and Cell
Proliferation Nuclear Antigen (PCNA). In the experimental conditions evaluated, the results
suggest that ketogenic profiles have effects on different pathways of colorectal carcinogenesis,
which provides previous information for other studies that can safely and effectively
recommend this nutritional strategy in the future, both for cancer patients and for risk groups.



Keywords: ketogenic diet; Warburg effect; chemoprevention; medium-chain triglycerides;
precancerous lesions.
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1 INTRODUCAO

A longevidade pode ser definida pela obtencdo de uma vida produtiva e de qualidade
pelo maior tempo possivel, considerando a faixa etaria de 85 anos para longevos e 95 anos
com uma vida saudavel para longevidade excepcional. Inovagdes em saneamento, saude,
nutricdo e apoio social estdo diretamente relacionadas a qualidade de vida, influenciando por
consequéncia na expectativa de vida e longevidade (OEPPEN; VAUPEL, 2002; RILEY,
2005).

Como a expectativa de vida tem aumentado nos Gltimos anos, aumenta-se também as
causas de mortes relacionadas a condi¢cdes crénicas de inicio tardio, como doencas
cardiovasculares, respiratorias, metabolicas e cancer de maneira que, este aumento na
incidéncia, acaba por influenciar a qualidade de vida e longevidade (NAGHAVI et al., 2017),

Entre as Doengas Crénicas ndo Transmissiveis (DCNT) que interferem na longevidade
e na qualidade de vida, temos o cancer. De acordo com os dados da IARC (International
Agency for Research on Cancer), o cancer apresentou no ano de 2020 uma incidéncia de
aproximadamente 19 milhdes de casos em todo mundo com cerca de 10 milhGes de mortes.
Neste cenario, o cancer colorretal (CCR) apresenta-se como um dos mais prevalentes e
incidentes (ZYGULSKA,; PIERZCHALSKI, 2022).

O CRR representa um grupo heterogéneo de tumores (SCHNEIDER; LANGNER,
2014) que tem como fatores de risco a idade e a hereditariedade, porém, fatores relacionados
a urbanizacdo e ao estilo de vida também contribuem para o desenvolvimento desta doenca.
Estudos apontam que consumo excessivo de alcool, tabagismo, pratica de atividade fisica
insuficientes, além de dietas nutricionalmente incompletas, nas quais sdo ricas em carne
vermelha e calorias, e pobres em fibras, mostram-se como fatores de risco determinantes,
porém, modificaveis de acordo com os habitos e o estilo de vida, podendo dessa forma também
reduzir as chances de desenvolver a doenca (LEWANDOWSKA et al., 2022).

Os sintomas do CCR néo séo especificos e quando se manifestam ja estdo associados a
tumores relativamente grandes e em estagio avancado, apresentando dessa forma, um
prognoéstico ruim, reduzindo assim a sobrevida e, consequentemente, a longevidade do
paciente (BRENNER; KLOOR; POX, 2014; NIKOLAOU et al., 2018). Por outro lado, a
deteccdo em estagio inicial apresenta maiores chances de cura, reduzindo dessa forma a
mortalidade (ZYGULSKA; PIERZCHALSKI, 2022).

Ainda é preciso mencionar que o cancer influéncia de forma direta no estado fisico e
psicoldgico (LANG-ROLLIN; BERBERICH, 2018). A carcinogénese interfere de forma
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negativa no bem-estar fisico, social, mental e emocional, somado aos sintomas e efeitos
colaterais precoces e tardios do tratamento oncoldgico, além de problemas nutricionais como
a desnutricdo, a sarcopenia, a caquexia e a resposta inflamatoria sistémica, frequentemente
presentes em pacientes com CCR (MA et al., 2021; NAYAK et al., 2017). Em conjunto, esses
sintomas levam a comprometimentos na qualidade e na extenséo da vida (SHRESTHA et al.,
2019).

Visto que a longevidade é um fator ajustavel, ha espago para estender a vida a partir de
intervencdes que melhorem a qualidade de vida de um modo geral e que possam prevenir
doencas relacionadas a idade, em especial, o cancer colorretal (SEBASTIANI; PERLS, 2012).
Estudos tem demonstrado ao longo dos anos que, a utilizagdo de medicamentos, suplementos
nutricionais e até mesmo perfis dietéticos especificos podem contribuir para a longevidade,
visto que esses reduzem o risco de desenvolvimento de diferentes doencas e morbidades
associadas (LONGO et al., 2015; VAISERMAN; LUSHCHAK, 2017).

Nesse sentido, a utilizacdo da dieta cetogénica (DC) vem sendo bastante estudada no
contexto oncoldgico, apresentando efeitos promissores em relacdo a inibi¢do do crescimento
tumoral, aumento na toxicidade das terapias convencionais, protecdo de células néo
diferenciadas, além de outros desfechos positivos (WANG; SUK; LIAO, 2020). O mecanismo
de acdo da DC ainda ndo estd bem estabelecido, porém muitos estudos direcionam o0s
resultados ao efeito Warbung (TRAN et al., 2020), metabolismo dos corpos cetdnicos séricos
(POFF et al., 2014), reducdo da insulina (LI et al., 2019) e qualidade lipidica da dieta
(KADOCHI et al., 2017).

Atualmente uma das principais abordagens estabelecidas para diminuir a incidéncia de
cancer é a quimioprevencdo (LOOMANS-KROPP; UMAR, 2019). Visto que a utilizacdo da
DC ainda apresenta resultados heterogéneos em relacdo a sua utilizacdo nesse contexto, além
de seus mecanismos ainda ndo serem totalmente descritos (WEBER et al., 2020), o presente
pretende sanar estas lacunas com o objetivo de estudar os efeitos da DC na promocdo da

tumorigénese colorretal induzida em roedores.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LONGEVIDADE E FATORES ASSOCIADOS

Segundo relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a expectativa de vida
global sofreu um aumento de mais de seis anos, passando de 66,8 anos em 2000 para 73,4 anos
em 2019, porém, segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), em 2021 houve uma
reducdo de trés anos na expectativa de vida devido ao impacto da pandemia de COVID-19.
Em relacdo a expectativa de vida saudavel, esta passou de 58,3 anos para 63,7 anos. Entre as
doencas consideradas as principais causas de morte no mundo estdo as DCNTs na qual o cancer
aparece como uma das principais (OMS, 2020). O céncer, em 2020, apresentou uma
indicidéncia de 19,3 milhdes de novos casos e causou mais de 10 milhdes de morte em todo
mundo. Entre os diferentes tipos de tumores, o cancer colorretal € apontado como o terceiro
cancer mais comumente diagnosticado e o segundo tipo principal de causa de morte por cancer
(SUNG et al., 2021).

Fatores genéticos, ambientais, sociais e econémicos sdo grandes influenciadores no
processo saude e doenca, refletindo diretamente a expectativa e a qualidade de vida. Diante
deste cenario, individuo longevos apresentam envelhecimento saudavel, driblando as doencas
relacionadas a idade como diabetes, doencas cardiovasculares, distlrbios neurodegenerativos,
cancer entre outros que apresentam alta morbidade e mortalidade (YANG et al., 2017).

A longevidade pode ser definida pela obtencdo de uma vida produtiva e de qualidade
pelo maior tempo possivel. Ndo ha um limite de idade aceito para longevidade, mas a faixa
etaria de 85 anos é utilizada para esta caracterizacdo, aléem da longevidade excepcional
considerada acima de 95 anos e com uma vida saudavel (MARTIN et al., 2015; NEWMAN;
MURABITO, 2013), essa € consequéncia da interacdo entre fatores genéticos herdados e
influéncias ambientais (SANTOS-LOZANO et al., 2016)

Devido ao aumento da populagéo centenaria, a longevidade vem tomando espaco e se
tornando foco das pesquisas que trazem como base 0 mapeamento dos genes relacionados a
longevidade, ao envelhecimento saudavel e 0 modo como agem, bem como, estudos acerca da
interacdo gene-ambiente, deixando cada vez mais claro a influéncia do material genético sob
o0 desenvolvimento das doencas associadas a idade (SGARBIERI; PACHECO, 2017).

A longevidade é uma caracteristica complexa e com progresso demografico desigual,

onde as condicdes sociais, e ambientais possuem influéncias significantes. Fatores como

apoio social, saneamento basico, melhorias socioeconémicas, nivel educacional, introducgéo
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de antibidticos, criacdo e acesso as vacinas, avan¢os medicos e ndo médicos proporcionaram
aumento da sobrevivéncia adulta e infantil, favorecendo a queda nas taxas de mortalidade e
aumentando a expectativa de vida (MIAO et al., 2022; SEBASTIAN; PERLS, 2012).

Ao contrério da longevidade, o envelhecimento populacional tem levado a uma alta
prevaléncia de doencas cronicas como diabetes, doencas cardiovasculares e cancer. Uma vez
acometidos por essas condi¢cOes cronicas, a expectativa de vida tende a diminuir, sendo que
uma redugdo media de 7,5 a 20 anos de vida € apontada para individuos no contexto oncolégico
(CAPOCACCIA; GATTA; DAL MASO, 2015). Além disso, os sobreviventes de cancer
convivem com efeitos tardios dos tratamentos de quimioterapia, radioterapia e cirurgias,
tendendo os pacientes a sofrerem prejuizos na satde geral, implicando em sofrimento fisico e
psicoldgico, alem de problemas nutricionais com consequente reducgdo da qualidade de vida
(LECHELT etal., 2018).

A reducdo da expectativa e qualidade de vida sdo fatores que influenciam de forma
direta na extensdo da vida. Dessa forma, é evidente que o cancer interfere na longevidade e
torna-se emergente a necessidade de estratégias que reduzam a incidéncia dessa doenca, que
melhorem a qualidade de vida dos pacientes submetidos aos tratamentos convencionais, €, que,
principalmente previnam o seu desenvolvimento (RAPPANGE; BROUWER; VAN EXEL,
2016). O estilo de vida saudavel se mostra uma estratégia precisa na reducdo das DCNT,
melhorando a qualidade de vida, aumentando sua expectativa e potencializando a longevidade
(LI et al., 2020). Diante deste cenério, a nutricdo, um dos principais pilares do estilo de vida,
com seu efeito epigenético possui a capacidade de modular a expresséo de genes caracteristicos
envolvidos no processo de carcinogénse, fator crucial para a reducdo dos encargos com a
salde, baseado na prevencdo de desenvolvimento da doenca (GALOW; PELEG, 2022; REA
etal., 2015;).

2.2 PAPEL DA NUTRICAO NA SAUDE E LONGEVIDADE

Componentes dietéticos sdo capazes de modular vias metabolicas e atividades celulares
de um organismo, de modo que, dietas e nutrientes especificos possuem efeitos sob o processo
de crescimento e envelhecimento (KITADA et al., 2019). Segundo Ekmekcioglu (2020), entre
as principais estratégias e/ou compostos bioativos presentes no alimentos relacionados a
longevidade e ao antienvelhecimento, a restricdo caldrica € apresentada como um dos
principais métodos estudados, pois apresenta efeitos benéficos sobre o peso corporal, inibindo
a obesidade e o0 avanco da instabilidade gendmica (HOFFMEISTER et al. 2013), o
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encurtamento telomérico (VALDES et al. 2005), as alteracGes nos marcadores epigenéticos
(ROHDE et al. 2019), a perda de proteases (CAVADAS et al. 2016), o desequilibrio
nutricional (BETTEDI; FOUKAS 2017), a disfungdo mitocondrial (SRIPETCHWANDEEEt
al., 2018), vias moleculares importantes para inducdo da senescéncia celular (BURTON;
FARAGHER 2018), a exaustdo de celulas-tronco (LI et al.,, 2012) e as alteracbes na
comunicacdo intracelular (LOPEZ-OTIN et al. 2013; NAGAREDDY et al. 2014).

A restrigdo de proteina e de metionina também j& foram apontadas como associadas a
reducdo de tumores e ao aumento da longevidade, pois, levam a reducdo dos niveis de fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (insulin-like growth factor 1) e da proteina
ligadora IGF-I tipo 3 (IGFBP-3) (insulin-like growth factor binding protein 3) (FONTANA et
al., 2006; FONTANA et al. 2008). Destaca-se também a supressao do alvo mTOR
(mechanistic target of rapamycin kinase) (JOHNSON et al., 2013; WEICHHART, 2018),
ativacéo de O FOXO (Forkhead box) (FONTANA; PARTRIDGE 2015; MURTAZA et al.,
2017; WANG et al., 2014; WEBB; BRUNET 2014;) ativacdo da AMPK (AMP-activated
protein kinase) (APFELD et al. 2004; TEMPLEMAN; MURPHY 2018) e inducdo de
autofagia como possiveis mecanismos envolvidos na longevidade (MADEO et al., 2015).

Embora muitas estratégias e componentes da dieta ainda precisem de maiores estudos
gue comprovem seus efeitos em humanos, o consumo de alimentos ricos em espermidina por
exemplo, pode ser uma estratégia antienvelhecimento, visto que este bioativo elimina radicais
livre, induz a autofagia citoprotetora, influencia positivamente fun¢bes enzimaticas e aumenta
a apoptose (BARDOCZ et al., 1995; IGARASHI; KASHIWAGI 2010; MADEO et al., 2018;
PEGG, 2016). Outro exemplo pode ser dado pelo resveratrol, um polifenol que possui efeito
antioxidante, anti-inflamatério e citoprotetor (KULKARNI; CANTO 2015; LI et al., 2018),
sendo também um nutriente importante contra doencas relacionadas a idade (SEALS et al.,
2016). Em uma analise com 60 pacientes, se mostrou que a associagdo entre interferon p-1a
(IFN-B1), farmaco usado no tratamento da esclerose multipla, e suplementacdo dietética de
200 mg/dia de coenzima Q10, durante um periodo de trés meses, foi capaz de reduzir a
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), alterar o ambiente sanguineo para um perfil
anti-inflamatorio e proporcionar melhora clinica dos sintomas depressivos, incapacidade, dor
e fadiga (MOCCIA et al., 2019). Em um outro estudo, foi avaliado o papel das protocianidinas
de sementes de uva na inflamacdo hepética induzida por cadmio visto que esse € um dos
materiais mais toxicos liberados no meio ambiente. Nesse trabalho, ratos Wistar receberam
oralmente 100 mg/kg p.c. de protocianidinas de sementes de uva em solucdo salina uma vez

ao dia por quatro semanas consecutivas, e dose hepatotdxica de cadmio de 5 mg/kg p.c./dia,
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por 28 dias. Apds o periodo experimental pode-se observar que protocianidinas de sementes
de uva apresentaram protecdo contra hepatoxicidade induzida por cadmio, recuperando 0s
danos no DNA hepético, reduzindo a inflamacdo, neutralizando alteracbes bioquimicas e
estruturais nas mitocondrias, devido as suas propriedades antioxidantes e quelantes de metais,
promovendo eliminagdo de radicais livres (MILTONPRABU; NAZIMABASHIR;
MANOHARAN, 2016). Dessa forma, muitos outros compostos tem demonstrado serem
capazes de proteger o genoma de alteracGes fenotipicas e funcionais advindas da idade
prevenindo ou reduzindo a incidéncia de doencas e estendendo a vida util (LEE et al., 2021;
WU et al., 2022; ZHENG et al., 2022)

Por outro lado, componentes alimentares caracteristicos da dieta ocidental como
gordura hidrogenada, carboidratos refinados, sodio e fosforo presentes em grandes quantidades
em refrigerantes, alimentos fritos, carnes e produtos industrializados, doces e gréos refinados
(MOVASSAGH; VATANPARAST, 2017) se apresentam como relacionados com o
desenvolvimento de obesidade, doenca intestinal inflamatoria, doencas metabolicas e varios
tipos de cancer (DIANATINASAB et al., 2020). Como ja mencionado, todas estas doencas
ameacam reduzir a qualidade e a expectativa de vida, impondo assim um grave 6nus a
longevidade (HOSSAIN; KAWAR; EL NAHAS, 2009).

De modo geral, apesar de a literatura apontar diversos compostos geroprotetores, néo
h& um padrdo dietético estabelecido, grupos alimentares e alimentos com doses e quantidades
especificas que levem a longevidade. Considera-se que € necessaria uma alimentacao saudavel,
na qual atenda os “principios da alimentacdo” em qualidade, quantidade, adequagdo e
harmonia, sendo suficiente em calorias e nutrientes, respeitando as diferencas individuais e/ou
coletivas relativas a caracteristicas biologicas, socioecondmicas e culturais (BRASIL, 2012).

Além dos bioativos apontados como geroprotetores, diversas dietas tém sido associadas
a melhora da qualidade de vida e consequentemente aumento da longevidade. A abordagem
dietética para interromper a hipertensdo (Dietary Approach to Stop Hypertension) (DASH) é
caracterizada pela combinagdo de frutas, vegetais e laticinios com baixo teor de gordura,
conteudo reduzido de gordura total, saturada e colesterol, além de quantidades consideraveis
de grdos inteiros, nozes, aves e peixes que além de controlar a pressdo arterial, também
promovem perda de peso, reducdo da circunferéncia abdominal, diminui¢do da concentracdo
plasmatica de triglicerideos e da lipoproteina de baixa densidade (low density lipoproteins-
VLDL), melhora no estado mineral dsseo, traz menor risco de danos renais e diabetes tipo 1 e
tipo 2. Quando associada a pratica de exercicios fisicos melhora a sensibilidade a insulina e

reduz a concentracéo serica de acido drico (SURI et al., 2020).
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As dietas do mediterraneo e paleolitica também podem influenciar positivamente no
metabolismo fisiopatoldgico reduzindo os fatores de risco para a saude. A dieta mediterranea
refere-se ao padréo dietético sustentavel, rico em vitaminas, fitoquimicos e minerais dos paises
e populacbes que vivem na bacia do Mar Mediterraneo, sendo reconhecida com um exemplo
alimentar saudavel pelas diretrizes dietéticas americanas de 2015-2020 (MCGUIRE, 2015).
Essa dieta prioriza o consumo de alimentos in natura como vegetais, leguminosas e frutas,
considera-se a ingestdo moderada de bebida alcodlica fermentada como vinho tinto e apresenta
consumo de baixo a moderado de peixes e aves (BARQUERO et al., 2020). Ja a dieta
paleolitica é baseada nos padrdes alimentares de 2,6 milhGes a 10 mil anos atras, periodo
anterior a agricultura industrial. Nessa época a alimentacdo era diversificada, dependente da
localizacdo geografica, clima e disponibilidade de alimentos (MENEZES et al., 2019).
Atualmente a dieta paleolitica moderna compartilha varios componentes de outras dietas
saudaveis como alto consumo de alimentos in natura como carnes magras, peixes e ovos, Nozes
e sementes, além da exclusdo de alimentos processados, laticinios e alguns dleos vegetais
(KLEMENT; PAZIENZA, 2019).

2.3 DIETA CETOGENICA (DC)

Entre as estratégias dietéticas que podem ser exploradas também no ambito da
longevidade, esta a dieta cetogénica, desenvolvida originalmente em 1921 pelo Dr. Wilder na
Clinica Mayo, a partir de percep¢des de que assim como o jejum, uma dieta composta em sua
maioria por gordura também seria eficaz na supressao de convulsfes. Dessa maneira, a dieta
cetogénica se tornou popular no tratamento de epilepsia, mas com o0 surgimento,
disponibilidade e praticidade dos medicamentos anticonvulsivantes orais, caiu em desuso,
visto que apresenta perfil alimentar rigoroso e exigente. Nos Ultimos anos, diversos estudos
tém comprovado os efeitos desse perfil dietético no tratamento da epilepsia resistente a
medicamentos e outras doengas neuroldgicas (ROGAWSKI et al., 2016), além de especulagdes
no campo oncologico (KLEMENT; PAZIENZA, 2019).

De forma geral, a dieta cetogénica apresenta alto teor de gordura, fornece proteina
suficiente para o crescimento e desenvolvimento celular e possui baixo teor de carboidrato
produzindo corpos ceténicos (B-hidroxibutirato e acetoacetato) no figado, na matriz
mitocondrial dos hepatécitos. A partir da dieta cetogénica classica, novas variantes foram
surgindo, seguindo o mesmo padréo de distribuicdo de macronutrientes, mas alterando suas
fontes (ULAMEK-KOZIOL et al., 2019). Assim, dentro das dietas cetogénicas, uma serie de
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variacOes sdo descritas como a dieta cetogénica classica (DCC), dieta Atkins modificada
(DAM), dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia média (DCTCM) e dieta cetogénica com
baixo indice glicémico (DCIG).

A DCC foi a primeira dieta cetogénica a ser introduzida no tratamento da epilepsia
refrataria, tanto em criancas como em adultos. Esse perfil dietético induz a cetose por
apresentar em sua composicéo 80% a 90% de gordura, 6% a 8% de proteinas e 2% a 4% de
carboidratos (VERROTTI et al., 2020), apresentando uma proporcao de 4:1, sendo 4 gramas
de &cidos graxos para cada grama da soma de proteina e carboidrato (NONINO-BORGES et
al., 2004). Essa proporcéo pode ser alterada para 3,5:1 ou 3:1, conforme a necessidade. Neste
modelo, o consumo de frutas, verduras, leites e derivados é reduzido, sendo necessario a
utilizacdo de complexos vitaminicos e suplementos minerais (VERROTTI et al., 2020).

Em 1970, Robert C. Atkins desenvolveu uma dieta para perda de peso restrita em
carboidrato chamada de Dieta Atkins modificada (DAM). Posteriormente, essa dieta foi
alterada por apresentar potencial no tratamento e controle de convulsdes. Diferente da dieta
cetogénica classica, a DAM proporciona maior palatabilidade contendo em torno de 65% de
gordura, 25% de proteina e 10% de carboidrato limitando-se a 10-20 g/dia em criangas e 15—
20 g/dia em adultos. A DAM apresenta proporcdo de 1:1 de gordura para carboidratos mais
proteinas, proporcionando assim maior flexibilidade, além de ndo exigir restricdo caldrica de
liquidos e de proteinas. E uma boa opcéo para pacientes que ndo conseguem tolerar uma dieta
mais restritiva como a dieta cetogénica classica (MEIRA et al., 2019).

A Dieta cetogénica com triglicerideos com cadeia média (DCTCM) é uma variante da
dieta cetogénica classica, baseada no fornecimento de calorias predominantemente por meio
de triglicerideos de cadeia média (TCM), tendo como fonte principal os dleos de coco e palma
(WELLS et al., 2020). A Dieta cetogénica baseada em TCM possui maior potencial cetogénico
do que dieta cetogénica a base de triglicerideos de cadeia longa (TCL), pois os TCMs séao
absorvidos e atingem o figado rapidamente. A maior producdo de cetonas faz com que nessa
variante seja permitido uma maior quantidade de carboidratos e proteinas, sendo constituida
por 30% a 60% gordura (em média 30% TCM), 10% de proteina e 15% a 19% de carboidratos,
0 que torna a dieta mais palatavel e provavelmente resultando maior diversidade nas escolhas
alimentares (GOSWAMI; SHARMA, 2019).

Outro modelo de dieta cetogénica € a de baixo indice glicémico (DCIG), utilizada pela
primeira vez em 2005 para reduzir o limiar de convulsdo no Massachusetts General Hospital,
Boston (EUA). Esse perfil dietético possui uma maior quantidade de carboidratos de 40g a

60g, restringindo-se a alimentos com indice glicémico (IG) inferior a 50, como carnes,
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laticinios, algumas frutas, alguns vegetais e alguns gréos inteiros ndo processados, com o
objetivo de evitar o aumento da glicose pos-prandial, além de apresentar quantidades irrestritas
de gordura e proteina, apresentando uma proporc¢do de 1:0,6 de gordura para carboidrato mais
proteina (WELLS et al., 2020).

De maneira geral, a dieta cetogénica em suas diversas variacdes, quando bem tolerada,
apresenta beneficios, porém, geralmente, apresenta efeitos adversos quando é estendida por
muito tempo. Entre eles destacam-se efeitos gastrointestinais, principalmente em criancas,
como nauseas, vomitos, diarreia e constipacao, especialmente durante a fase de iniciagdo. Pode
haver alteraces bioquimicas como hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e niveis
reduzidos de lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein) (HDL) (GOSWAMI;
SHARMA, 2019). A energia gerada na dieta cetogénia é em média 90% advinda de gordura,
6% de proteina e apenas 4% de carboidrato. Essa restricdo de carboidrato desencadeia
mudancas metabolicas fazendo com que o acido graxo seja a principal fonte de energia para o
corpo e simultaneamente eleva a producéo de corpos cetbnicos, principalmente acetoacetato e
B-hidroxibutirato (BHB), levando a condigdo de cetose (ULAMEK-KOZIOL et al., 2019).
Com tais caracteristicas, muito vem se estudando sobre o potencial da dieta cetogénica na
oncologia, bem como sua viabilidade e os possiveis mecanismos envolvidos. Muitas pesquisas
apontam diferentes efeitos desse perfil dietético sob a carcinogénese, necessitando assim mais

estudos conclusivos para que seu papel seja devidamente estabelecido (ZHANG et al., 2018).

2.4 CANCER: UM PROCESSO “MULTI-ETAPAS”

O processo de carcinogénese caracteriza uma doenca agressiva € maligna, na qual é
caracterizada, principalmente pela proliferacdo celular descontrolada levando ao
desenvolvimento de tumores com potencial metastatico, oriundo de mutacdes. A mutacéo,
evento inicial no processo de transformacdo maligna, tém intima correlacdo com a frequéncia,
exposicao e interacdo de carcindgenos ambientais com o material genético, levando a ativacao
dos oncogenes, inativagdo dos genes supressores de tumor e de reparo, transformando as
células normais em cancerosas (SAHU et al., 2021; SENGA; GROSE, 2021). De maneira
geral, a etiologia do céncer é variada e convenientemente associada ao estilo de vida (fatores
extrinsecos) como tabagismo, exposicao solar, alimentacao inadequada etc. Para grande parte
dos tumores, ha também os fatores intrinsecos, ditos ndo modificaveis, que se referem a
mutacdes espontaneas inevitaveis que surgem como resultado de erros aleatorios na replicagdo
do DNA (WU et al., 2018).
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O processo da carcinogénese se da em etapas sendo a iniciacdo o primeiro estagio,
favorecida pela predisposicao e susceptibilidade das células normais em se tornarem malignas.
A expansdo clonal de células iniciadas leva a um aumento no nimero de novas células, mas
ndo na diferenciacdo destas, apesar de nesta fase ja haver inibicdo de apoptose. Quando a
divisdo celular ocorre, antes que os sistemas de reparo de DNA possam agir, a lesdo torna-se
permanente e irreversivel e, nessa fase, as células iniciadas podem permanecer latentes por
semanas, meses ou anos (OLIVEIRA et al., 2007; PATTERSON et al., 2018). Na fase
seguinte, chamada de promocao, 0s carcin0genos atuam na alteracdo do genoma, aumentando
a proliferacdo celular e consequentemente a probabilidade de alteracdes genéticas adicionais
nas células iniciadas, isto é, uma segunda mutacdo, o que leva a etapa subsequente de
progressao do tumor. Ao contrario da iniciagdo, a promoc¢do é um estagio reversivel, é uma
fase que pode ser moldada por fatores fisioldgicos e, portanto, limitar a extensdo da
carcinogénese (OLIVEIRA et al., 2007; PATTERSON et al., 2018). O ultimo estagio é a
progressao, quando as células ou aglomerados celulares ja apresentam caracteristicas malignas,
proliferacdo celular independente, irreversibilidade, instabilidade genética, crescimento
descontrolado, invasdo, metastizacéo, e mudangas nas caracteristicas bioquimicas, metabdlicas
e morfoldgicas (OLIVEIRA et al., 2007; PATTERSON et al., 2018). A partir dai, apresenta-
se como marcas do cancer a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais
anti-crescimento, evasao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada,
invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG; 2000). Além destas, instabilidade gendmica,
inflamacdo, capacidade de reprogramacdo do metabolismo energético e evasdo da resposta
imune podem facilitar o desenvolvimento e a progressdao de tumores (HANAHAN E
WEINBERG; 2011). Mais recentemente acrescenta-se a estas marcas, a capacidade de
disdiferenciacdo e transdiferenciacdo, desregulacdo epigenética, alteragdes no microbioma e
sinalizacdo neural alterada (SENGA; GROSE, 2021).

Dados sobre a mortalidade do cancer no Brasil confirmam que a doenca é uma das que
mais interferem na longevidade e na qualidade de vida, visto que sua terapéutica desencadeia
inimeros efeitos colaterais influenciando nas condicdes de vida e no envelhecimento saudavel
(SELUANOV et al.,, 2019). Segundo Csiszar et al. (2019), metade dos canceres séo
diagnosticados em pacientes com mais de 70 anos, explicado pela sobreposicdo dos
mecanismos de carcinogénese como instabilidade genémica, aumento do estresse oxidativo,
mudancas epigenéticas, proteostase alterada, diminuig&o da sensibilidade e do metabolismo de
nutrientes e mudancas nas vias de senescéncia que estdo também envolvidas no

envelhecimento.
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Diante de tais condi¢fes, a quimioprevencdo se mostra como estratégia sublime para
reduzir a carga de cancer global, sendo este, fator importante para potencializar a longevidade.
Nesse contexto, investigar novos modelos dietéticos para prevenir a malignidade em
populacdes saudaveis se mostra uma alternativa atraente por possivelmente apresentarem bom
perfil de seguranca, enquanto as drogas sintéticas desencadeiam efeitos colaterais graves
(KLEIN et al., 2011).

2.5. POTENCIAIS EFEITOS DA DIETA CETOGENICA NAS CELULAS CANCEROSAS

A dieta cetogénica demonstra ser benéfica ndo apena no tratamento antiepilético. Esse
perfil dietético também vem mostrando efeitos sob a carcinogénese, onde alguns estudos que
se concentram nesta area de pesquisa tém demonstrado resultados ainda obscuros e, até certo
ponto, controversos. No entanto, experimentos em modelos celulares e animais apontam
inibicdo do crescimento tumoral, protecdo as células saudaveis dos danos da quimioterapia e
radioterapia, além do aumento de toxicidade em células cancerosas. Embora os mecanismos
por tras dos efeitos descritos ainda ndo sejam completamente esclarecidos, esta ainda é uma
dieta sugerida como terapia adjuvante (WANG et al., 2020).

Quando submetidas a cetose, as células cancerosas sofrem mudangas metabolicas
conhecidas como “efeito Warburg”, descrito pela primeira vez por Otto Warburg ao observar
gue os tumores requerem maior necessidade de glicose quando comparados com tecidos
normais (WARBURG, 1956). O Efeito Warburg consiste no processo de glicdlise aerdbica,
onde a glicose é fermentada para produzir lactato, mesmo na presenca de oxigénio, oferecendo
suporte e ambiente metabolicamente favoravel para o crescimento e proliferacdo celular.
Diante disso, foi concluido que as células tumorais poderiam ser combatidas com a privacao
de oxigénio e de energia advinda dos carboidratos (TRAN et al., 2020). Deste modo, a dieta
cetogénica pode direcionar ao efeito de Warburg, visto que € uma dieta com baixo teor de
carboidrato e que induz a reducéo dos niveis séricos de glicose, 0 que esgotaria as fontes de
energia rapida (glicose) das células tumorais. O alto teor de gordura desse perfil dietético eleva
a oxidacdo de acidos graxos levando a altas taxas de acetil-CoA e aumento na producdo dos
corpos cetdnicos que sdo utilizados prontamente como fonte de energia alternativa para 0s
tecidos normais (WOOLF et al., 2016). Este & um novo paradigma terapéutico que apresenta
uma abordagem racional, mas com suporte praticamente empirico e com sucesso limitado
(HAGIHARA et al., 2020; WEBER et al., 2020).
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Apesar do potencial de utilizacdo da dieta cetogénica como terapia coadjuvante para o
tratamento do cancer, ha experimentos que apontam que a dieta cetogénica ndo mostra eficacia
e apresenta, inclusive, efeitos pré-tumorais e colaterais graves (WEBER et al., 2020). Segundo
Liskiewicz et al. (2016) a dieta cetogénica, por possuir um alto teor de lipideos, quando usada
a longo prazo (de seis a oito meses), pode aumentar o crescimento tumoral a partir da ativacao
de proteinas da via das quinases ativadas por mitdgeno (mitogen-activated protein kinas)
(MAPK) e da mTOR, nas quais se revelaram hiperativadas dentro das lesGes tumorais, além
de apresentar maior fosforilagdo nos grupos tratados com dieta cetogénia a longo prazo.
Acredita-se que esses efeitos controversos se ddo devido a heterogeneidade dos tumores e
tempo de tratamento, de modo que, alguns podem néo apresentar exclusivamente necessidade
de glicose, utilizando outros compostos como fonte de energia e como substrato para
proliferacdo celular, além de responderem de formas diferentes a dieta cetogénica, mesmo
compartilhando a mesma assinatura metabdlica (SPERRY et al., 2020).

A hiperinsulinemia também é um fator de risco para o cancer. Essa condicao é capaz
de aumentar de forma consideravel os niveis de espécie reativa de oxigénio (ERO), resultando
na perda da homeostase redox e contribuindo para danos no DNA e mutagdes genéticas (LIN;
CHUANG; ZUO, 2017). Essa condicdo também promove acimulo aberrante e uma alta
expressdo de [-catenina, sendo este um sinal para iniciacdo e progressdo tumoral,
especialmente na carcinogenese colorretal (L1 et al., 2019; TRAN et al., 2006; ZHANG et al.,
2017). Ademais, estudos com células epiteliais intestinais mostram que a partir do momento
em que a insulina se liga ao seu receptor na superficie de células cancerosas além de estimular
seu crescimento, também é capaz de inibir a apoptose, dessa forma, esses fatores mostram ter
importante influéncia no desenvolvimento da carcinogénese (SUN; JIN, 2008; TRAN et al.,
2006). A diminuicéo dos niveis de insulina, que geralmente acompanha a condicéo de cetose,
provavelmente, faz-se reduzidas as chances de efeitos carcinogénicos e mutagénico, visto que
excesso de insulina, consequéncia do estilo de vida, incluindo a ma qualidade da alimentacéo,
é um fator de risco para diferentes tipos de cancer (ZHANG et al., 2021).

Com relacgdo a elevagdo dos corpos cetonicos, proporcionado pela dieta cetogénica a
partir da restricdo de carboidrato, alguns estudos apontam que 0 estado de cetose seja o0
elemento fundamental na eficicia anticancerigena da dieta cetogénica (POFF et al., 2014), uma
Vez gue 0 organismo nessa situacdo € capaz de reduzir atividade inflamatoria (NAKAMURA
et al., 2018), aumentar a tolerancia de células ndo diferenciadas a hipdxia (SEYFRIED et al.,
2003), além de diminuir a viabilidade e proliferacdo de células diferenciadas, resultados esses

evidentes tanto em estudos in vitro quanto in vivo (POFF et al., 2014). Estudos especulam
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ainda que, as células cancerosas possuem uma disfuncdo mitocondrial além de expressao
reduzida de enzimas cetolitica, ambos processos importantes para metabolismo das cetonas
(DABEK et al., 2020). Em contrapartida, trabalhos sugerem que os corpos cetonicos servem
como substrato energético para alguns tipos de canceres, e assim, contribuam para o
desenvolvimento tumoral (BONUCCELLI etal., 2010; XIA etal., 2017). A discrepancia entre
esses achados se da justamente pela heterogeneidade dos tumores, expressdes variadas de
enzimas-chave e individualidade metabdlica dos tumores (CHANG; OLSON; SCHWARTZ,
2013).

Embora ainda inconclusivos, muitos estudos vém demonstrado o papel promissor da
dieta cetogénica na reducdo do crescimento de tumor, protecdo das células normais contra a
quimioterapia e sensibilizacdo das células cancerosas ao tratamento (LEE et al., 2012).
Khodadadi et al. (2017) apontam os resultados da dieta cetogénica sob as células tumorais em
modelos animais. Entre os achados foi possivel observar que a dieta cetogénica aumentou
significativamente o tempo de sobrevivéncia e promoveu reducdo do crescimento tumoral
(ALLEN et al., 2013; KLEMENT RJ, 2013; OTTO et al., 2008). Hao et al. (2015)
demonstraram que a dieta cetogénica rica em &cidos graxos 6mega-3, TCM e banha de porco
retardou o crescimento de tumor colorretal, quando comparados com grupo controle.

Considerando os aspectos controversos apresentados acerca da dieta cetogénica e seus
efeitos sobre células tumorais, faz-se relevante estudar sua acdo e compreender 0s mecanismos
propostos por tras dos efeitos terapéuticos apresentados em trabalhos da literatura sob o

processo de carcinogénese.

2.6 CANCER COLORRETAL: ASPECTOS MOLECULARES E PROBLEMATICA DOS
TRATAMENTOS

Entre os tipos tumorais mais associados ao envelhecimento esta o cancer colorretal
(CCR) que abrange os tumores que atingem da porc¢éo inicial do intestino (colon) até sua
porcéo final (reto). Quase metade dos casos de cancer colorretal podem ser evitados a partir da
associacao entre alimentacdo saudavel, pratica de atividade fisica e manutencdo de peso
adequado. E importante ressaltar o consumo de fibras dentro da alimentacéo saudavel, pois
este apresenta papel relevante na protecédo e reducao dos riscos de CCR. As fibras aumentam
0 bolo fecal e promovem a dilui¢do dos carcindgenos presentes na dieta no qual o epitélio
intestinal esta exposto, além de seu efeito prebidtico e sua acdo na metabolizagdo da microbiota

intestinal (LOKE et al 2020). O risco elevado de CCR esta associado também a ingestao
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excessiva de carne vermelha e processada além de gorduras saturadas. O alto consumo de carne
vermelha esté associado, dada a presenca de ferro heme e ao cozimento em altas temperaturas,
que produz aminas heterociclicas aromaticas e hidrocarbonetos policiclicos com propriedades
carcinogénicas (SAFIRI et al., 2019; SANTARELLI et al., 2008).

O cancer colorretal é o terceiro mais diagnosticado em todo o0 mundo e uma das
principais causas de mortalidade e morbidade. Estima-se que até o ano de 2035, o numero total
de mortes por cancer de reto e colon aumentard em 60% e 71,5%, respectivamente
(DOUAIHER et al., 2017). De acordo com a GLOBOCAN, houve mais de 1,9 milhdo de novos
casos de CCR em 2020 (SUNG et al., 2021). A essas estatisticas foram atribuidas o maior
envelhecimento populacional, maior exposi¢cdo aos fatores de risco como tabagismo,
sedentarismo, obesidade e qualidade da alimentacdo (TESTA et al., 2018). O Brasil é o pais
da América do Sul com maior nimero estimado de casos em ambos 0s sexos e em todas as
idades. Nos ultimos 5 anos, o pais apresentou 141.004 casos, sendo mais prevalente em
mulheres (51,36%) do que em homens (48,63%), de acordo com IARC (2020).

Grande parte dos casos de cancer de coldn e reto surgem a partir de um polipo. Inicia-
se com a cripta aberrante, na qual progride para um adenoma inicial, em seguida adenoma
avancado, até se tornar um tumor maligno. Esse processo € impulsionado pelas alteracdes
genéticas e epigenéticas que ativam 0s oncogenes e inativam 0s genes supressores de tumor,
conduzindo a transformacdes celulares que levam de 10 a 15 anos para se manifestar, podendo
progredir com maior rapidez dependendo do ambiente (KUIPERS et al., 2015). No processo
de desenvolvimento do CCR por meio da conversdo do epitélio colénico normal em
adenocarcinoma ha a perda de fungdo no gene APC (5q) (APC regulator of WNT signaling
pathway) que ocorre em mais de 70% dos adenomas, ha ganho de funcdo do oncogene KRAS
(12p12) (RAS protooncogene, GTPase) que favorece a progressdo para adenoma, além, da
perda de funcéo dos genes supressores de tumor TP53 (17p) (tumor protein p53) e DCC (18q)
(DCC netrin 1 receptor), favorecendo assim a transicdo de adenoma a adenocarcinoma
(FEARON E VOGELSTEIN, 1990; TESTA; PELOSI; CASTELLI, 2018). Em relacdo as
alteracOes epigenéticas, a metilacdo do DNA é o processo mais estudado e ja foram apontados
diversos genes metilados de forma aberrante em CCR, incluindo genes da via de sinalizacéo
Whnt, tais como APC, AXIN2 (axin 2), DKK1 (ickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1),
SFRP1(secreted frizzled related protein 1), SFRP2 (secreted frizzled related protein 2),
WNT5A (Wnt family member 5A), genes de reparo de DNA (MGMT (O-6methylguanine-DNA
methyltransferase), hMLH1 (mutL homolog 1) e hMLH2 (PMS1 homolog 1)), genes
relacionados com o ciclo celular [(CDKN2A-INK4a (p14) (cyclin dependent kinase inhibitor
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2A), CDKN2AA-INK4b (p15) (cyclin dependent kinase inhibitor 4b), CDKN2A-ARF (pl16)
(cyclin dependent kinase inhibitor ARF) e a sinalizacdo RAS (Rat Sarcoma virus) (RASSF1A
(Ras association domain family 1 A) e RASSF1B (ras association domain family) (COPPEDE,
2014).

O diagnostico do CCR é realizado por analise histopatoldgica do célon (colonoscopia),
onde sdo atribuidas um grau de malignidade as lesdes observadas (RATHORE et al., 2013). A
taxa de sobrevida em 5 anos € de 90% caso diagnosticado precocemente (BRENNER et al.,
2014), quando diagnosticados tardiamente este apresenta progndstico ruim, abaixo de 50%
(NIKOLAOU et al., 2018), reduzindo a sobrevida para 14% (BRENNER et al., 2014). Quanto
ao tratamento, além da cirurgia, € amplamente empregada a quimioterapia que traz inimeros
efeitos colaterais, dentre eles a acdo ndo seletiva dos quimioterapicos que atingem todas as
células que apresentam divisdo rapida como células do foliculo piloso, mucosa, membrana da
cavidade oral e do trato gastrointestinal, eritrécitos e leucécitos (GERBER, 2008). Além disso
a maioria das drogas anticancer tem efeito apenas antiproliferativo, demonstrando pouco efeito
sobre processos posteriores como invasdo e metéastase (PENNY; WALLACE, 2015).

Diante de tais evidéncias, da problematica do diagnostico tardio e dos tratamentos
invasivos, a quimioprevencao surge como uma estratégia interessante para prevenir e frear o
desenvolvimento do cancer. A quimioprevengdo se caracteriza pelo uso de agentes
bloqueadores que inibem o desenvolvimento de células neoplésicas e de agentes supressores
que desregulam a promocdo e progressdo das células neoplasicas ja iniciadas (PENNY;
WALLACE, 2015). As abordagens quimiopreventivas podem ser classificadas em primarias,
secundarias e tercidrias. A quimioprevencdo primaria é aquela aplicada com o intuito de
prevenir lesbes precursoras da carcinogénese (mutacfes) sendo direcionada a populagédo
saudavel ou que possui determinados fatores de risco. A abordagem secundéria, tem o objetivo
de regredir e evitar a doenga invasiva, focando nos individuos com lesdes pré-malignas. J& a
quimioprevengdo em sua forma terciaria possui o objetivo de impedir a recorréncia ou o
surgimento de novos tumores, sendo destinada aos pacientes ja diagnosticados e tratados na
fase inicial (PENNY; WALLACE, 2015). Muitos dos agentes com potencial quimiopreventivo
sdo componentes dietéticos, facilmente encontrados nos alimentos de maneira isolada ou
conjunta na forma de dieta.

Muitos compostos alimentares que atuam na prevencdo e ou bloqueio do inicio da
carcinogénese ainda ndo tem seus mecanismos claros e estabelecidos, mas sabe-se que a dieta
e 0s habitos nutricionais sdo fortemente associados ao cancer colorretal. A tumorigénese

colorretal é acompanhada pelo processo inflamatério que pode ser modulado por compostos
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alimentares especificos que possuem efeito na fase de iniciacdo, mas também efeito na
promocdo da carcinogénese (PAN et al., 2011; PIAZZI et al., 2014; WANG et al., 2020) A
obesidade, principalmente relacionada com adiposidade visceral se torna um fator de risco
adicional associado a incidéncia de cancer colorretal. Ainda assim, o estilo de vida saudavel
pode reverter esse quadro por meio da modulacdo da microbiota intestinal que por sua vez
converte componentes alimentares em metabdlitos que atuam como reguladores epigenéticos
no cancer, bem como a absorcdo de nutrientes e recuperaco epitelial (CORNO et al., 2017).
Considerando os aspectos aqui relacionados sobre a biologia do cancer colorretal a pesquisa
de novas estratégias que possam reduzir sua ocorréncia, associadas a identificacdo de
alteracOes genéticas no tumor apds a exposicao é de suma importancia para o entendimento
dos mecanismos de acao para que se possa recomendar de forma segura e eficaz tal estratégia
nutricional, seja para pacientes oncoldgicos em tratamento, seja para grupos de risco
oncologico (WEBER et al., 2020).
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3 JUSTIFICATIVA

A incidéncia do CCR, tem aumentado em todo o mundo de modo que a maioria dos
casos sdo condicionados a fatores ambientais que envolvem o estilo de vida que, em grande
parte sdo modificaveis, podendo influenciar também nos tumores em desenvolvimento. Devido
a maioria dos pacientes serem assintomaticos ou apresentarem sintomas inespecificos nos
estagios iniciais da doenca, o prognostico € ruim, tornando a intervencao terapéutica bastante
agressiva e ainda, pouco efetiva, que de certa forma acaba por agravar a condi¢do do paciente
devido aos seus efeitos tdxicos, citotoxicidade sistémica e resisténcia as drogas
quimioterapeuticas. Essa pratica retrata e confirma a problematica de que o cancer colorretal €
uma doenca que interfere na qualidade de vida e consequentemente, na longevidade e no
envelhecimento saudavel (SELUANQV et al., 2019).

Torna-se cada vez mais evidente que a nutri¢do e a dietética sdo consideradas um dos
fatores externos mais influentes na ocorréncia de doencas. Esses se associam com a oncologia
como fator de risco para seu desenvolvimento, especialmente quando a alimentacdo é baseada
em uma dieta rica em alimentos ultraprocessados, de alta energia e baixo teor de nutrientes,
afetando a atividade transcricional e a expressdo de diversos genes. O perfil alimentar,
dependendo de sua qualidade e quantidade também se apresenta como fator protetor, pois
determinados compostos presentes nos alimentos dispdem da capacidade de direcionar, tratar
e prevenir o precoce aparecimento do cancer, podendo alguns perfis dietéticos até contribuirem
como estratégias terapéuticas adjuvantes (DANIEL; TOLLEFSBOL, 2015).

Considerando ser o efeito Warburg uma propriedade importante, muitas pesquisas tém
estudado a aplicacdo da dieta cetogénica nos diferentes tipos de canceres, principalmente no
gue tange ao tratamento oncolégico (LEE et al., 2012; VAN DER LOUW et al., 2019). Estudos
apontam que a DC possui um papel adjuvante no tratamento e apresenta resultados que
poderiam auxiliar na melhora da qualidade de vida durante os tratamentos convencionais, além
de inibir o crescimento tumoral, prolongar a longevidade e reduzir metastases em modelo
animal (ALLEN et al., 2013; KASUMI; SATO, 2019; KHODADAD et al., 2017; POFF et al.,
2013; WANG et al., 2020;). Apesar destes dados, os mecanismos de modulacdo em que se
relacionam perfil dietético cetogénico e a carcinogénese ndo sdo completamente estabelecidos.

Diante destes achados, faz-se necessario nao so descrever melhor a influéncia que a DC
tem sob a promocdo da carcinogénese colénica, mas também esclarecer os mecanismos
envolvidos. Considerando que os casos de cancer colorretal vem aumentando anualmente e

que este aumento influencia diretamente na longevidade, estudos de novos métodos que
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trabalhem a prevencéo desta patologia séo bem-vindos. Baseado nos resultados ja encontrados
sobre a DC e cancer, torna-se plausivel estudar também suas variantes e seu efeito protetor,
visto que estudos comparativos nessa vertente sdo escassos na literatura e este perfil dietético
japossui resultados significativos na terapéutica, controle e protecéo de outras patologias, além
de que, apresenta baixo custo e facil acesso. Esta avalia¢do contribui para esclarecer os efeitos
da DC sobre a tumorigénese colorretal e fornecer prévias informac@es para outros estudos que

possam futuramente recomendar, de forma segura e eficaz, tal estratégia nutricional.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da dieta cetogénica na promocdo da tumorigénese colorretal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

Estudar o feito da dieta cetogénica (DC) e da dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia
meédia (DCTCM) na tumorigenése colorretal

Desenvolver o plano alimentar de macro e micronutrientes da DC e da DCTCM, bem
como avaliar sua composicao centesimal

Determinar o potencial antioxidante e os teores de compostos fendlicos e flavondides
totais das dietas;

Avaliar a seguranca genotoxicolégica (mutagenicidade na medula 6ssea e carcinogenese
no colon) da DC e da DCTCM,;

Avaliar o potencial quimiopreventivo da DC e DCTCM e, comparar 0 aumento e
ou/reducdo de lesbes pré-neoplasicas no célon entre ambas;

Monitorar os niveis de B-hidroxibutirato e glicose para acompanhamento do processo de
cetose;

Quantificar a expressdo imunohistoquimica no célon de proteinas associadas a
proliferacéo celular;

Comparar a influéncia dos diferentes perfis lipidicos sob o efeito das dietas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 PREPARO DAS DIETAS

A elaboragdo das dietas cetogénicas foi realizada utilizando o software de nutri¢do
DietBox®. As informagdes nutricionais foram utilizadas para calcular a ingestdo calérica e a
porcentagem de macro e micronutrientes a partir das tabelas de composicdo de alimentos
Tucunduva e Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) nele disponivel, bem
como informacdes presentes nos rotulos nutricionais de alguns insumos.

Foram elaborados dois modelos de dieta para serem utilizados neste estudo. Uma dieta
cetogénica (DC) com perfil lipidico rico em gordura saturada e uma dieta cetogénica com
triglicerideos de cadeia média (DCTCM), mas com perfil lipidico ainda rico em gorduras
insaturadas. Todos os ingredientes foram pesados de acordo com sua proporcao, misturados
manualmente e preparados diariamente em porcdes de 1009 e ofertado aos animais conforme

consumo.

5.2 SISTEMA-TESTE IN VITRO

5.2.1 Obtengdo de componentes antioxidantes

Componentes antioxidantes foram obtidos das amostras de DC e DCTCM para
posterior determinacéo e avaliagdo do potencial antioxidante pela captura do radical ABTS. A
atividade antioxidante estd diretamente relacionada a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides totais.

Aliguotas de mais ou menos 0,5 g das amostras das dietas (DC e DCTCM) foram
pesadas em Tubo de Falcon de 15 mL e em seguida, foram adicionados de 5 mL de solucédo de
metanol 80% (v: v) ou solugdo de acetona: metanol: agua (7:7:6, v:v:v), na tentativa de se
buscar melhores condicdes de extracdo das amostras. Os tubos foram agitados em vortex de
bancada por 30 segundos (s), sendo incubados por 30 minutos (min) em banho de ultrassom
(40 KHz), a 25 °C. Ao final do processo, os tubos foram centrifugados a 3.000 rotagdes por
minuto (rpm), por 10 min a 25 °C, sendo os sobrenadantes separados do pellet e reservado. Em
seguida, foi adicionado 0 mesmo volume inicial de solvente e o procedimento de extracao foi

repetido. Os sobrenadantes de ambas extra¢Bes foram juntados em tubo Unico e o volume final
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foi ajustado para 10 mL com o mesmo solvente utilizado. Os extratos foram armazenados a
temperatura de -18 °C até o momento das anélises. Cada amostra (DC e DCTCM) foi extraida
duas vezes, de forma independente e as analises de cada extrato de DC e DCTCM foram

realizadas em triplicada.

5.2.2 Determinagéo do potencial antioxidante

Para a determinacdo do potencial antioxidante foi realizada a técnica de captura do
radical ABTS (&cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). O método baseia-se na
geracdo do ABTS+, de cor azul esverdeado, por meio da reacédo da solucdo estoque de ABTS
com persulfato de potassio. Com a adi¢do de um antioxidante ocorre a reducdo do ABTS+ a
ABTS promovendo a perda da coloracdo do meio reacional (RE et al., 1999).

As aliquotas de 250 uL dos extratos de cada amostra (DC e DCTCM) anteriormente
preparados foram adicionados 750 pL da solugdo de ABTS, resultando em volume final de 1
ml. As amostras foram incubadas ao abrigo da luz por 15 minutos e analisadas em
espectrofotdbmetro BelPhotonics Ultraviolet/ Visible-M51 (Bel) em comprimento de onda de
734 nm. Foram preparadas, em triplicata, solu¢fes de branco, substituindo as aliquotas de
amostra pelo solvente utilizado e mantendo a solucdo de ABTS. Os valores de absorbancia
encontrados nas leituras de cada amostra foram descontados das solugbes de branco. Na
sequéncia, o potencial antioxidante foi calculado por meio da equacéo da reta obtida em curva
padrdo de Trolox, construida a partir de faixa de sete pontos entre as concentraces que
variaram de 0 a 7 nmol. Os resultados foram expressos em equivalente de trolox (nmol/g)
(MARGRAF; GRANATO, 2016; RE et al., 1999).

5.2.3 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

Para a determinacdo de fendlicos totais foi utilizado o método Folin-Ciocalteu (mistura
de fosfomolibdato e fosfotungstato) segundo a metodologia descrita por Wang et al. (2020),
com modificagdes. O método baseia-se na oxidacdo dos polifendis e na consequente reducao
do reagente Folin-Ciocalteu, resultando na formacgéo de um complexo de cor azul, proporcional
a concentracdo dos fendlicos. Em condigdes alcalinas, ocorre a desprotonacdo dos grupos
hidroxila da molécula dos polifendis e a consequente liberagdo de elétrons que, por sua vez,

levardo a reducdo do reagente (WANG et al., 2020).
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Em aliquotas de 160 pL de cada amostra foram adicionados 80 pL de Folin-Ciocalteu.
As misturas foram manualmente homogeneizadas por 10s e incubadas ao abrigo da luz, a 25
°C por 5 min. Um volume de 640 pL de Na.COs (7,5% p/v) foi adicionado, sendo os tubos
homogeneizados e incubados ao abrigo da luz a 25 °C por mais 30 min. A absorbancia foi
mensurada a 756 nm em espectrofotdmetro BelPhotonics Ultraviolet/ VisibleM51 (Bel). Os
resultados foram calculados a partir da equacao da reta obtida em uma curva de quantificagéo
de sete pontos construida pela analise de padréo de acido gélico. Os resultados de compostos

fenolicos totais foram expressos em equivalentes de acido galico (mg/g).

5.2.4 Determinacdo de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais das amostras foram determinados conforme o método
descrito por Boateng et al. (2018), com modificacdes. Este método se baseia na complexacao
do cation aluminio (AlI*®) com as moléculas de flavonoides presentes na amostra, formando
um complexo estavel flavondide-Al™® de coloragdo amarelada a vermelho-tijolo, cuja
intensidade é proporcional a concentragdo de flavonoide na amostra (PEIXOTO SOBRINHO
etal., 2010).

Foram colocados 625 pL de cada amostra em tubos de ensaio contendo 37,5 pL de
nitrito de sédio (NaNO2) a 5% (p/v). As misturas foram manualmente agitadas por 10s e
incubadas ao abrigo da luz, a 25 °C por 5 min. Ap6s o periodo de incubacdo foram adicionados
37,5 pL de cloreto de aluminio (AICI3) a 10% (p/v) e a mistura foi manualmente agitada por
10 s, sendo os tubos incubados a 25 °C por 5 min. Na sequéncia, foram adicionados 250 uL de
NaOH 1 M e 350 pL de agua ultrapura, sendo os tubos novamente agitados incubados nas
mesmas condic¢des anteriormente descritas. A absorbancia das amostras foi mensurada em
espectrofotometro BelPhotonics Ultraviolet/ Visible-M51 (Bel) em comprimento de onda de
510 nm. O contetdo de flavonoides totais foi calculado a partir da equacéo da reta obtida de
uma curva de quantificacdo construida por meio de padrdo de catequina. Os resultados de

flavonoides totais foram expressos em equivalente de catequina (mg/g).
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5.3 SISTEMA-TESTE_IN VIVO

5.3.1 Agente indutor de lesdes pré-neoplasicas

Para inducdo de lesGes pré-neoplasicas no colon de ratos Wistar foi utilizado 1,2
Dimetilhitrazina [DMH, 40mg/kg p.c. (peso corpdreo), Sigma-Aldrich) ], administrado de
modo subcutéaneo (s.c.), uma vez por semana, no quinto dia de cada semana durante 6 semanas,
resultando em uma dose final de 240mg/kg p.c. (WALIA et al., 2018). O &cido etilenodiamino
tetra acético (EDTA, 1mM) foi utilizado para dissolver o DMH momentos antes do seu uso
(KAWANISHI; YAMAMOTO, 1991). A escolha da dose foi realizada com base em dados da
literatura que descrevem que a dose letal (DL50) de DMH em ratos Wistar foi determinada em
1g/kg p.c enquanto doses de trabalho na carcinogénese variam entre 10 a 375mg/kg p.c
(DAVIS et al.,, 2002; MOURA et al., 2019; PERSE; CERAR, 2005). O DMH é um
carcindgeno genotoxico que quando metabolizado gera ions capazes de metilar o DNA, RNA
e proteinas, além de gerar radicais livres (KAWANISHI; YAMAMOTO, 1991).

5.3.2 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos, espécie Ratus norvegicus,
com aproximadamente 100-120g peso corporeo (p.c), provenientes do Centro de Bioterismo
da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas plasticas em uma
sala experimental, sob condi¢Ges controladas de temperatura (23 £ 2°C), umidade (50 + 10%),
12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum a alimentacdo e agua. Os protocolos de
tratamentos realizados neste estudo foram submetidos a Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Alfenas e aprovados (Anexo A). Cada grupo experimental
consistiu em 10 animais. O peso corpOreo, 0 comprimento naso-anal e a circunferéncia
abdominal foram avaliados semanalmente. O consumo de ragéo padréo e agua foram avaliados
no segundo e no quinto dia da semana, enquanto o consumo das dietas cetogénicas e de racdo
padréo consumida pelos grupos tratados com TCM foram mensurados diariamente. O volume
de &gua e racdo ofertados foram baseados no consumo do grupo controle. O consumo dos
grupos foi avaliado com base na diferenca entre o volume inicial ofertado e o volume final
obtido apds pesagem. A quantidade de DC e DCTCM oferecida diariamente atendia as
necessidades caloricas dos animais, sendo estas baseadas na quantidade caldrica normalmente

consumida pelo grupo controle em racdo padrao.
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5.3.3 Delineamento experimental

O periodo experimental, teve ao todo duracdo de 14 semanas. Apds retirada, 0s animais
permaneceram por 1 semana em aclimatacdo. Da 22 a 72 semana (periodo de 6 semanas) foi
realizada a inducdo das lesbes pré-neoplésicas utilizando o carcindbgeno DMH conforme
anteriormente descrito. Passado o periodo de indugdo das lesBes, no inicio da 8% semana 0s
animais foram submetidos aos dois protocolos de dieta (DC e DCTCM) por 6 semanas
(anterior a este periodo, durante o intervalo para inducédo das lesdes pre-neoplasicas, todos 0s
animais receberam racdo padrdo). Na 142 semana foi realizada a coleta das amostras e
processamento das analises e resultados. Segundo Sengupta (2013), em ratos adultos, o periodo
de 6 semanas é relativamente equivalente a 3 anos em humanos, sendo assim, um tempo
considerado razoavel para exposicdo a cetose gerada pelos modelos de dieta. Um grupo de
TCM foi incluido para excluir o viés relacionado ao perfil lipidico, caso houvesse efeito na
DCTCM. O TCM escolhido foi o 6leo de coco, administrado aos animais via gavage no
volume de 1mL/dia (correspondente a 1,04g ou 25% aproximadamente).

Os animais, que foram divididos em grupos abaixo, tiveram acesso ad libitum a agua,
dieta padrédo Nuvilab CR-1, DC e DCTCM:

1) Controle negativo (CN - Dieta padrdao + EDTA 1mM 0,3mL sc.),

2) Dieta cetogénica (DC + EDTA, 1mM 0,3mL sc.),

3) Dieta cetogénica de triglicerideos de cadeia média (DCTCM + EDTA, 1mM 0,3mL sc.)
4) Triglicerideos de cadeia média (TCM) (Dieta padréo + 6leo de coco 1ImL [TCM 25%]
+ EDTA 1mM 0,3mL sc).

5) Controle positivo (DMH 40 mg/kg s.c. + dieta padrao),

6) DMH + DC (DMH 40 mg/kg s.c. e DC),

7) DMH + DCTCM (DMH 40 mg/kg s.c. e DCTCM),

8) DMH + TCM (DMH 40 mg/kg s.c. + Dieta padréo + 6leo de coco 1mL [TCM 25%)]).

Embora a oferta alimentar tenha sido ad libitum, limitamos o0 consumo para que nao
ultrapassasse o valor caldrico sabidamente consumido diariamente pelos animais do grupo
controle que ingeriam apenas ragdo padrao.

Apds o periodo de tratamento, no primeiro dia da 14° semana, 0s animais receberam o
analgésico Tramadol [12,5 mg/kg p.c.; intraperitoneal (i.p.)] e foram anestesiados com 0,5 mL

de Tiopentax® [Tiopental sodico - 40 mg/kg p.c., i.p.; Cristalia] para a coleta de 6mL de
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sangue por punc¢do cardiaca para posterior avaliacdo bioquimica. Em seguida, nos casos
necessarios, os animais receberam 0,5 mL de Tiopentax® (120 mg/kg p.c.; i.p.) para eutanésia.
Em seguida, foi realizada a laparotomia para a obtencéo de diferentes 6rgdos. Inicialmente
coletou-se a porgéo distal do colon, no qual foi retirado uma amostra de fezes, armazenada em
microtubo de 2 mL estéril e posteriormente acondicionada em freezer para futuras analises do
microbioma fecal. Em seguida, o célon foi lavado com solu¢édo salina, sendo coletada uma
amostra da porcéo distal para anélise de imunohistoquimica que foi armazenada em microtubo
de 1,5 mL contendo formalina e ap06s 24h transferida para microtubo 1,5 mL com etanol 70%.
Outra amostra da porcdo distal do c6lon também foi armazenada em microtubo de 1,5 mL com
trizol para anélise de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR), além de amostras para
andlises de citocinas inflamatorias nas quais foram armazenadas em microtubo de 1,5 mL
contendo tampédo fosfato e trizol, separadamente. O restante da porcdo distal do célon foi
fixado em placa de isopor para posterior realizacdo de teste de foco de criptas aberrantes
(FCA). Uma porcao de 400mg (em média) de figado foi coletada a qual foi picotada com Meio
de Merchan, em placas de 35mm, filtrado em gaze, sendo o conteddo armazenado em
microtubos de 1,5 mL e armazendados em biofreezer -80°C para posterior realizacédo do ensaio
cometa. O restante do figado assim como a porcdo proximal e medial do col6n, juntamente
com o trato gastrointestinal, além do coracdo, pulmao, baco, figado e rins foram retirados,
pesados, embalados em papel aluminio, identificados de forma individual e armazenados a -
80°C. As carcacas foram separadas em sacos plasticos de acordo com respectivos grupos de
tratamento, identificadas e armazenadas em freezer. O contetdo cecal foi coletado e
armazenado em Tubo Falcon de 15 mL contendo soro fetal bovino, para posterior analise da
imunidade inata. Ao final, foi realizada a coleta de um dos fémures dos animais, o qual foi
lavado em Tubo Falcon de 15 mL, com auxilio de seringa de 1 mL, com soro fetal bovino

(SFB), a fim de coletar a medula 6ssea para a realizacéo do teste do micronucleo.

5.3.4 Avaliacao das lesdes pré-neoplésicas

O teste de FCA em lesdes pré-neoplasicas induzidas no colon de ratos Wistar com o
carcindgeno DMH foi realizado a fim de avaliar os possiveis efeitos carcinogénicos e
quimiopreventivo das dietas na promocao da carcinogénese colorretal. Apds a eutanasia dos
animais, os célons foram excisados, abertos longitudinalmente, lavados com solucéo salina
para remocao das fezes, presos em placas de isopor por meio de alfinetes e fixados com solucéo

de formaldeido (10%) durante 24 h. No dia seguinte, os c6lons foram corados com solugéo de
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azul de metileno (0,02%) por 10 minutos e colocados sobre uma lamina de microscopia com a
parte interna da mucosa voltada para cima para a visualizacdo dos FCA.

Os procedimentos para a analise histoldgica do colon foram realizados de acordo com
Bird (1987). A anélise de FCA foi realizada em microscopia optica com amplificacdo de 40X
onde foi realizada a contagem de 50 campos sequenciais na porc¢éo distal do colon, sendo os
FCA caracterizados pela espessa camada epitelial que se cora mais intensamente, abertura
luminal alongada, tortuosa e maior em relagdo as criptas normais circunvizinhas. Foram
quantificados o nimero de FCA e as criptas aberrante (CA). A multiplicidade de criptas foi

expressa CA/foco.

5.3.5 Determinacdo da cetose

Visto que os niveis de p-Hidroxibutirato normalmente se apresentam elevados e os
niveis de glicose reduzidos durante uma dieta cetogénica (SAMPAIO et al., 2018), realizamos
a medicdo destes parametros no sangue da cauda dos animais previamente ao inicio dos
protocolos de dietas e ao final do experimento. As medicGes foram realizadas utilizando-se o
sistema de monitoramento de glicose e cetonas no sangue (Freestyle Optium Neo, Abbott) com
tiras de testes compativeis para glicemia (Tiras Abbott Teste para glicose no Sangue Freestyle

Optium) e cetose (Tiras Abbott Teste para Cetona no Sangue Freestyle Optium).

5.3.6 Avaliacdo da composicéo corporal

Para avaliacdo da composicao corporal, a massa gorda foi avaliada semanalmente e o
indice de Lee foi calculado utilizando-se a seguinte férmula: [¥/ peso corporal (g) / distancia
naso-anal (cm)]. A distancia naso-anal e a circunferéncia abdominal foram mensuradas
utilizando uma fita métrica. O indice de Lee e a massa gorda apresentam uma correlacdo, de
modo que, 0 aumento ou a reducdo na massa gorda reflete na classificacdo do indice de Lee,
podendo este ser usado como forma acurada e rapida para determinar o acimulo de gordura
corporal. Valores abaixo de 0,300 g/cm? sdo considerados normais. Com os dados coletados
foi determinado o indice de massa corporal (IMC) a partir da razdo entre peso corporal

(g)/comprimento nasoanal (cm?).
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5.3.7 Avaliacao de mutagenicidade

A avaliacdo da mutagenicidade foi realizada em células da medula déssea seguindo a
técnica descrita por Schmid (1975). Apos a eutanasia dos animais, um dos fémures traseiros
foram retirados, limpos em gaze e tiveram suas epifises cortadas. O fémur foi armazenado em
um tubo Falcon de 15ml contendo 2,5ml de soro fetal bovino onde a medula 6ssea foi retirada
com o auxilio de uma seringa contendo agulha a partir de movimentos de aspiracao e expiracéo,
repetido até a retirada completa do conteddo medular. Em seguida, o material foi centrifugado
a 800 rpm por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet do material foi homogeneizado
e gotejado diretamente sobre uma lamina limpa que, com o auxilio de outra lamina foi realizado
um esfregaco. As laminas foram fixadas em metanol por 5 minutos coradas com Giemsa diluido
em tampado fosfato (pH 6,8) na proporcédo de 1:30 por 5 min.

A andlise foi realizada em microscopio comum em aumento de 1000x. A citotoxicidade
foi monitorada a partir da contagem de 1000 eritrécitos totais, quantificando os que se
apresentavam como normocromaticos (NCESs) e policromaticos (PCESs) para posterior obtencédo
da razdoPCEs+NCEs/Total. A frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados

(PCEMNSs) foi determinada a partir da analise de 2000 PCEs por animal.

5.3.8 Imunoistoquimica

O tecido colorretal coletado foi fixado em formalina e, em seguida, incluido em parafina,
e entdo foram realizados cortes histologicos de 3-4 um de espessura. Os cortes foram
desparafinizados anteriormente a realizacdo da técnica em temperatura de 60°C por 1 hora,
associada a trés banhos de xilol (15 min cada), seguidas de dois banhos em alcool etilico (100
e 70%, 15 min cada). Apos a desparafinizacdo, foi realizada a recuperacao antigénica através
da imersdo das laminas em tampdo citrato, em panela de pressdo, por 3 min.

A fim de se reduzir a marcacao inespecifica, foi realizado o blogqueio da peroxidase
enddgena por meio da incubacgéo das laminas em solucao de peroxido de hidrogénio 3% por 15
min. O blogueio de proteinas inespecificas foi realizado com a incubacao por 10 min em solucéo
de leite desnatado (molico) a 5%. Esta solucdo foi preparada em TBST (Tris-Buffered Saline
Tween 20) em pH 7,6. Posteriormente, as laminas foram lavadas com TBST e incubadas
overnight em camara Umida na geladeira com os seguintes anticorpos primarios anti-p-catenina
(Abcam, Cambridge, UK, Cat.: ab32572; monoclonal): diluicdo 1:1000, anti-PCNA (Abcam,
Cambridge, UK, Cat.: ab29; monoclonal): dilui¢do 1:2000 e anti-COX2 (Abcam, Cambridge,
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UK, Cat.: ab15191; policlonal): diluicdo 1:1000. No dia seguinte, realizou-se a incubacdo dos
cortes com o anticorpo secundario 1gG anti-coelho produzido em cabras conjugado com
peroxidase Dako EnVisionTM + Dual Link System-HRP (Aguilent, Santa Clara, CA, USA)
por 1 hora. Apds esse periodo, os cortes foram corados com 3,3'-diaminobenzidina (DAB,;
0,5%) por 5 min., contracorados por 15s com hematoxilina filtrada (100%).

A determinagdo semi-quantitativa da expressdo proteica foi avaliada utilizando o
software ImageJ Fiji® (versdo 1.2; WS Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD),

conforme descrito por Crowe e Yue (2019).

5.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por andlise de varidncia (One-way
ANOVA) para experimentos inteiramente aleatorizados, com o calculo da estatistica F e de
seu respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram
comparadas pelo método de Tukey, com o calculo da diferenca minima significativa para o =

0,05, utilizando o programa Graph Pad Prism (Verséo 8.0).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CONSTITUICAO DAS DIETAS: PERFIL DIETETICO DE MACRO E
MICRONUTRIENTES

Com a finalidade nédo sé de avaliar o efeito da cetose sobre a carcinogénese colorretal,
mas também de comparar se o perfil lipidico neste processo exerce alguma influéncia, foram
elaborados dois modelos de dieta cetogénica. Umas delas, com perfil lipidico rico em gordura
saturada (DC) e outra com perfil lipidico rico em gorduras insaturadas onde o triglicerideo de
cadeia média foi acrescentado (DCTCM). Segundo Woolf et al. (2016), a composicdo da dieta
pode alterar seus efeitos. Diante disso, uma dieta cetogénica que apresenta em sua composi¢éo
25% de TCM possui efeito antitumoral mais elevado quando comparada a uma dieta
cetogénica com totalidade lipidica de TCL (WEBER et al., 2018).

A informacdo nutricional dos macronutrientes para os dois modelos de dieta estdo
apresentados na Tabela 1. A DC foi composta por uma mistura de 72g de margarina, 13g de
6leo de soja, 8g de proteina concentrada do soro do leite em po, 7 gramas de mddulo de fibras
(constituido de psyllium, fibra de macd, fibra de aveia e inulina) e um mix de micronutrientes
(vitaminas e minerais) (ARSYAD et al., 2020) para cada 100g de preparo (Tabela 1). A
DCTCM, além de um perfil lipidico mais saudavel, rico em gorduras monoinsaturadas e
poliinsaturadas, foi desenvolvida contendo 25% de TCM (WEBER et al., 2018), sendo
composta por 40g de abacate, 26g de dleo de canola, 24g de 6leo de coco, 3g de proteina
concentrada do soro do leite em p6, 7g de modulo de fibras (contendo psyllium, fibra de maca,
fibra de aveia e inulina) e mix de micronutrientes (vitaminas e minerais) (ARSYAD et al.,
2020) para cada 100g de preparo (Tabela 1).

Ambas as dietas cetogénicas foram calculadas para apresentarem em média 7g de
lipideos para 1g de carboidrato mais proteina (7:1) (Tabela 1). Apos diversos testes, com
proporcdes maiores, somente esta proporcdo (7:1) apresentou consisténcia adequada para o
tratamento dos animais. A definicdo desta razdo cetogénica foi ainda, baseada em dados da
literatura que mostram que em razdes proximas (8:1) é possivel encontrar niveis bastante
elevados de B-hidroxibutirato em animais de experimentacéo (SU et al., 2000; ZHAO et al.,
2004).
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Tabela 1 - Informac&o nutricional dos macronutrientes da dieta padréo, dieta cetogénica (DC)
e da dieta cetogénica de triglicerideos de cadeia média (DCTCM).
Macronutrientes em DP VCT DC VCT DCTCM VCT

100g (9) (%) (9) (%) (9) (%)
Energia (kcal) 336 100,00 577,96 100 522,46 100
Proteina 22 26,19 6,21 4 3,13 2
Gordura 4 10,71 60,22 94 54,54 94
Carboidratos 53 63,09 2,49 2 4,77 4
Razéo cetogénica 0,053:1 7:1 7:1

Fonte: Nuvilab® e DietBox®
Legenda: VCT — Valor caldrico total, DP — Dieta padréo

O perfil lipidico das dietas seguiu célculos aproximados, realizados no DietBox®
(Tabela 2), comparados ao perfil de indicado na tabela TACO e dados da literatura acerca da
avaliacdo centesimal (MIGUEL et al., 2009).

Como controle experimental de macro e micronutrientes, foi utilizada uma dieta padrao
correspondente a alimentacdo com racdo padrdo Nuvilab CR-1 irradiada utilizada pelos
animais do grupo controle negativo, cuja razdo cetogénica é de 0,053:1 (Tabela 1). O mix de
micronutrientes foi manipulado em farmécia de manipulacdo com base nas informacdes
nutricionais dos micronutrientes apresentados na informacdo nutricional da dieta padréo
Nuvilab CR-1 irradiada (DP) (Tabela 3). Para a manipulacdo do mix de micronutrientes, foi
realizado o calculo dos micronutrientes naturalmente presentes em cada modelo de dieta e 0s
valores de micronutrientes da deita padrao foram diminuidos destes para que a quantidade de
micronutrientes das trés dietas (DC, DCTCM e DP) fossem exatamente os mesmos (Tabela 3).
A adicdo dos micronutrientes foi pensada para eliminar o viés da experimentacao pois como a
DC e DCTCM apresentam perfis dietéticos muito restritivos, a caréncia de nutrientes poderia
modular os resultados obtidos nos grupos tratados quando comparados ao grupo controle
negativo (racdo padréo).

Tabela 2 — Perfil lipidico da dieta cetogénica (DC) e da dieta cetogénica
de triglicerideos de cadeia média (DCTCM).

Composicao lipidica DC(g) DCTCM(g)
A.G. Monoinsaturado 6,66 19,10
A.G. Poli-insaturado 11,81 8,44
A.G. Saturada 42,11 23,47

Fonte: DietBox®
Legenda: A.G. — acido graxo



51

6.2 SISTEMA-TESTE IN VITRO

6.2.1 Potencial antioxidante e teor de flavonoides e fendlicos totais

A mutagénese e a carcinogénese por consequéncia, sao resultados de multiplas lesdes
ndo reparadas que resultam em prejuizos a estrutura e ao funcionamento do DNA, sendo o
estresse oxidativo um dos mecanismos responsaveis por essa inducdo de danos (LIMOLI;
GIEDZINSKI, 2003; PINO; CHUNG, 2010). O desequilibrio entre a producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROQ), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e protecdo antioxidante
leva, por conseguinte a tal processo (MENA; ORTEGA; ESTRELA, 2009). Vérios estudos
postulam uma convergéncia entre a capacidade antioxidante das dietas e seu efeito na protecéo
da carcinogénese colorretal (AMIANO et al., 2019; LA VECCHIA et al., 2013; MEKARY et
al., 2010; VECE et al., 2015;). Considerando o objetivo do atual estudo e, com a finalidade de
direcionar para posteriores analises moleculares que investiguem o mecanismo de acao,
julgamos ser importante realizar a avaliagdo do potencial antioxidante das diferentes dietas, o

qual normalmente é diretamente relacionado ao teor de flavonoides e compostos fendlicos.

Tabela 3 - Informacdo nutricional dos micronutrientes dos diferentes tipos de dieta utilizados

no estudo.
(continua)

Micronutriente DP* DC* DCTCM*
Fibra bruta 79 1,49 Og
Calcio 1g-1.4g 1g-1.4g 0,999
Fosforo 600mg 600mg 583,6 mg
Vit A 1300mg 1300mg 1300mg
Vit D3 200mg 200mg 200mg
Vit E 3.4 Ul o Ul oulI
Vit K3 0.3mg 0.3mg 0.3mg
Vit B1 0.5mg 0.5mg 0.5mg
Vit B2 0.6mg 0.6mg 0.6mg
Vit B6 0.7mg 0.7mg Omg
Vit B12 2.2 mcg 2.2 mcg Omg
Niacina 6mg 6mg 6mg

Biotina 0,005mg 0,005mg 0,005mg
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Tabela 3- Informacgéo nutricional dos micronutrientes dos diferentes tipos de dieta
utilizados no estudo.
(concluséo)

Micronutrientes DpP* DC* DCTCM
Acido pantoténico 2,1mg 2,1mg 2,1mg
Colina 190mg 190mg 190mg
Sodio 270mg 256mg 260,7mg
Ferro 5mg 5mg 458mg
Manganés 6mg 6mg 5,91mg
Zinco 6mg 6mg 5,83mg
Cobre 1mg 1mg img
lodo 0.2mg 0.2mg 0.2mg
Selénio 0.005mg 0.005mg 0.005mg
Cobalto 0.15mg 0.15mg 0.15mg
Fluor 6mg 6mg 6mg
Lisina 1.29 1.29 1.29
Metionina 400mg 400mg 400mg
BHT 10mg 10mg 10mg

Fonte: Nuvilab® CR-1 Irradiada e DietBox
Legenda: DC — Dieta cetogénica, DCTCM- Dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia média, DP — Dieta

padrdo, BTH - Hidroxitolueno butilado*Quantidade presente em 100g de dieta.

Inicialmente, para verificar qual o solvente seria mais efetivo em carrear 0s compostos
fendlicos e flavondides das dietas, foi realizado as anélises utilizando dois solventes, sendo
eles 0 metanol 80% e uma combinacdo de metanol, acetona e agua (7:7:6). O potencial
antioxidante e o contetdo de fendlicos e flavonoides totais encontrados nas DC e DCTM estéo
apresentados na Tabela 4. De maneira geral, a mistura de solventes que foi capaz de carregar
maior conteddo de fendlicos totais e consequentemente apresentou maior potencial
antioxidante foi a combinagdo de metanol, acetona e agua (7:7:6). Os teores de flavonoides a
partir da extragdo com a combinacgdo de metanol, acetona e agua (7:7:6) foram praticamente
iguais aos teores obtidos na extracdo com metanol 80% (Tabela 4). O potencial antioxidante
apresentado pela DC equivalente a radical trolox (nmol/g) utilizando metanol 80% como
solvente foi de 13,38 £ 1,02 nmol/g, enquanto DCTCM foi de 19,92 £+ 2,50 nmol/g. Quando

foi utilizada a mistura de solventes (acetona: metanol: agua; 7:7:6), a DC apresentou um



53

equivalente de 46,64 + 2,63 nmol/g enquanto a DCTCM 44,95 + 2,67 nmol/g. No que diz
respeito aos fendlicos totais equivalentes a &cido galico (mg/g), a DC na extracdo com metanol
80% apresentou 0,27 = 0,04 mg/g e a DCTCM 0,36 = 0,04 mg/g, enquanto que na extracao
com a combinacéo de solventes (acetona: metanol: agua; 7:7:6), a DC apresentou o equivalente
de 0,46 = 0,02 mg/g e a DCTCM 0,41 + 0,04 mg/g. Em relacdo aos flavonoides totais
equivalentes a catequina (mg/g), a DC apresentou 0,25 + 0,01 mg/ge a DCTCM 0,17 £ 0,02
mg/g quando se empregou o solvente metanol 80%, ja em acetona: metanol: &gua; 7:7:6, a DC
também apresentou 0,25 £ 0,01 mg/g e DCTCM 0,19 + 0,02 mg/g.

Tabela 4 - Potencial antioxidante e conteldo de fendlicos e flavonoides totais das dietas
cetogénicas ap0s extracdo com dois solventes [i. metanol 80%; ii.
acetona:metanol:agua (7:7:6)].

Amostra Potfengial Fenc_ﬁlicos Flav_onoides
antioxidante*  totais** totais***
DC (metanol 80%) 13,38 +1,02° 0,27 £0,04° 0,25 £ 0,04?
DC (acetona: metanol: agua 7:7:6) 46,64 +2,63* 0,46 +£0,02¢ 0,25+0,01°
DCTCM metanol 80%) 19,92 +£2,50° 0,36 +0,04° 0,17 +0,02°

DCTCM (acetona: metanol: agua; 7:7:6)  44,95+267°  0,41+0,04* 0,19 +0,02°

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: *Equivalente em trolox (nmol/g), **equivalentes em &cido galico (mg/g), ***equivalente em catequina
(mg/g), DC: Dieta cetogenica, DCTCM: Dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia média.
Resultados acompanhados de mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem entre si segundo a
Analise de Varidncia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey (p<0,05).

De maneira geral, os niveis de flavonoides e fendlicos totais e o potencial antioxidante
observados em nosso estudo estdo muito abaixo dos niveis encontrados em alimentos
considerados como fontes de compostos polifendlicos os quais apresentam potencial
antioxidante expressivo. Esses por sua vez, sdo provenientes de matéria vegetal como frutas,
vegetais, ervas e especiarias (HALVORSEN et al., 2002). O orégano € uma especiaria com
potencial antioxidante considerado expressivo (EMBUSCADO, 2015). Por meio do ensaio de
analise de ABTS, Kosakowska et al. (2021) fizeram a avaliacdo da atividade antioxidante do
o0leo essencial e do extrato de orégano grego (OG) e do orégano comum (OC). O estudo revelou
notavel potencial antioxidante (nmol Trolox/g) nas diferentes amostras, apresentando 6leo
essencial de OG um equivalente de 3,40 x 10°+ 3,10 x 10° nmol, o 6leo essencial de OC 3,42
x 10° + 2,90 x 10° nmol, o extrato de OG 3,81 x 10°+ 2,40 x 10° nmol e extrato de OC 3,97 x
10° + 2,90 x 10° nmol. Esses resultados sdo claramente superiores aos apresentados pelas dietas

neste estudo e servem como referéncia do potencial antioxidante.
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Quanto aos compostos fendlicos totais, em uma andlise sobre a caracterizacao
fitoguimica, cinco vegetais, a saber, chicdria vermelha, cebola roxa, berinjela, batata-doce roxa
e cenoura preta foram submetidos a analise do contetdo total de fenolicos e potencial
antioxidante. Tais vegetais apresentaram elevado contetudo de fendlicos totais, contendo a
chicoria vermelha a maior quantidade de fendlicos (2,16mg * 0,02 /g equivalentes a acido
gélico), enquanto a berinjela continha menor quantidade (1,32 £ 0,1) (FROND et al., 2019).

Em relacdo aos flavonoides totais, o cacau é um fruto conhecido por conceder muitos
beneficios a satde devido a presenca de polifenois que possuem alta capacidade antioxidante.
Estudos epidemiologicos estabelecem a correlacdo inversa entre a ingestdo de polifendis e o
aparecimento de DCNT, dentre elas o cancer (KOCH, 2019). Com isso, Carrillo; Londofio-
Londofio e Gil (2013) compararam a quantidade de flavondide equivalentes a catequinas em
grdos de Theobroma cacao de diferentes areas de cultivo de cacau na Colémbia. Dentre as 18
cultivares analisadas, a que apontou maior teor de catequinas apresentou 1,297 + 0,031 mg/g
e 0 menor teor ficou em torno de 0,226 + 0,006 mg/g.

Todas as concentracdes de polifendlicos apresentados nos trabalhos citados foram
superiores aos teores apresentados para as dietas cetogénicas deste estudo, somente 0 menor
teor de flavonoides totais em gréos de cacau que se mostrou bem préximo ao teor encontrado
na DC e DCTCM. Diante dessas comparagdes, ao baixo potencial antioxidante das DC e
DCTCM investigadas neste estudo, se atribuem as baixas concentracdes de fendlicos e
flavonoides totais que, devido a quantidade presente ndo contribuiriam para reducdo de
oxidantes e consequentemente eliminacdo de radicais livres. Em outros estudos, no qual foram
utilizados modelos de DC comerciais ou mesmo que desenvolvidas, como nesse trabalho, ndo
foram realizadas anéalises do potencial antioxidante (ARSYAD et al., 2020; DOURIS et al.,
2017; HERNANDEZ et al., 2018; OGURA et al., 2020), provavelmente devido a composi¢éo
destas serem pobres em alimentos fontes de polifenélicos como cha, café, vinho tinto, frutas e
hortalicas (DEL BO et al., 2019).

6.3 SISTEMA-TESTE IN VIVO
6.3.1 Parametros toxicoldgicos
Durante todo o periodo experimental que compreendeu desde a prévia inducdo das

lesBes pré-neoplésicas no célon dos animais até a exposicdo aos modelos de dieta cetogénica,

0 consumo de agua e o peso corpéreo dos animais foram mensurados a fim de detectar
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possiveis sinais de toxicidade provenientes dos tratamentos. Durante o periodo experimental
de 13 semanas, ndo foram observadas nenhuma alteracdo comportamental que indicasse
toxicidade nos grupos os quais foram submetidos aos modelos de dieta.

Os resultados do consumo de agua de todo o periodo de tratamento (13 semanas) sao
apresentados na Figura 1. A Figura 2 apresenta os resultados de consumo alimentar de racéo
padrdo dos grupos CN, TCM, CP e TCM combinado ao DMH referente ao periodo de 13
semanas, e 0 consumo dos grupos DC, DCTCM, DC combinado ao DMH referente as 6
primeiras semanas que antecederam a exposicao dos animais as dietas cetogenicas, ou seja,
periodo em que se realizou a inducéo das lesbes pré-neoplasicas onde todos 0s animais se
alimentaram com ragdo padréo. A Figura 3 apresenta os resultados de consumo alimentar
referente ao periodo no qual os animais se alimentaram com os dois modelos de dieta (6
semanas).

Os resultados obtidos demonstraram que o grupo de animais que recebeu dieta padrao
e foram suplementados com TCM apresentou um consumo hidrico significativamente maior
qguando comparado ao grupo controle negativo (que recebeu apenas dieta padrdo), DC e a
DCTCM. Os resultados obtidos mostram ainda que, a inducao das lesées com o carcindgeno
DMH nédo promoveu diferencas no consumo hidrico quando comparados ao controle negativo.
Os animais pertencentes aos grupos de DC e DCTCM combinados ao DMH demonstram uma
reducdo no consumo hidrico quando comparados ao grupo de animais que recebeu apenas o
DMH, no entanto, apresentaram consumo hidrico semelhante ao grupo controle negativo
(Figura 1). Na literatura, nenhum trabalho envolvendo dietas hiperlipidicas realizaram tal
analise (DO AMARAL et al., 2021; JIN et al., 2021; TRIPATHY et al., 2021).
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Figura 1- Valores medios e desvio padrdao do consumo de
agua dos ratos Wistar submetidos aos diferentes
modelos de dieta e respectivos controles.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo + EDTA 1mM 0,3),
DC — Dieta cetogenica, DCTCM — Dieta cetogénica com
triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de
cadeia média, CP — Controle positivo (DMH — 1,2
dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05
(ANOVA one-way e teste de Tukey, n = 6 animais por
grupo). aSignificativamente diferente do grupo controle
negativo, PSignificativamente diferente do grupo DC,
Significativamente diferente do grupo DCTCM,
dSignificativamente ~ diferente do grupo TCM,
eSignificativamente diferente do grupo controle positivo.

Conforme mencionado anteriormente, durante as 6 primeiras semanas todos 0s grupos
consumiram racdo padrdo, posteriormente, continuaram em racdo padrdo até a 13° semana
somente aqueles animais pertencentes aos grupos de CN, TCM, CP e TCM combinado ao
DMH. De maneira geral, alguns grupos apresentaram diferencas significativas entre si no que
se refere ao consumo da dieta padrdo (Figura 2). O grupo de animais tratados com DC
combinado ao DMH apresentaram consumo reduzido quando comparado aos demais grupos,
incluindo o controle negativo e positivo. Os grupos de animais que receberam a DC combinado
ao DMH, a DCTCM combinado ao DMH e o0 TCM combinado ao DMH também apresentaram
menor consumo que o grupo que recebeu apenas DCTCM. O consumo de racéo pelos grupos
DC, DCTCM e TCM combinados ao DMH se deu concomitantemente com a indugdo do DMH,
dessa forma sugere-se que a carcinogenese do célon induzida por DMH afeta 0 consumo de
racdo pelos animais tratados (VENKATACHALAM et al., 2020). O consumo mais elevado de

racao padréo pelo grupo DCTCM, pode ser justificada pela pequena elevacao de peso corporeo
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desse grupo no inicio do experimento, porém essa variavel ndo apresentou diferenca estatistica

significativa em relacdo a média de peso inicial dos demais grupos.

Figura 2- Valores médios e desvio padrdao do consumo
de racdo padrdo dos ratos Wistar submetidos
aos diferentes modelos de dieta e respectivos
controles.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo + EDTA 1mM 0,3),
DC — Dieta cetogenica, DCTCM — Dieta cetogénica com
triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia
média, CP — Controle positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina
40 mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e
teste de Tukey, n = 6 animais por grupo). Significativamente
diferente do grupo DC, "Significativamente diferente do
grupo DCTCM.

Quanto aos dados de consumo das dietas (DC e DCTCM), estas foram ofertadas durante
6 semanas, a partir da 7° semana até ao final do experimento. Os modelos cetogénicos
atenderam as necessidades energeéticas dos animais, a qual foi baseada na quantidade calorica
consumida pelos grupos em dieta padrdo. Dessa forma, possiveis alteragdes na composicao
corporal serdo decorrentes do efeito das dietas cetogénicas e ndo do aporte calérico ofertado. A
respeito do consumo de DC e DCTCM, os resultados obtidos mostram que ndo houve diferencas
significativas em relagéo ao consumo entre os grupos de DC e DC combinado com DMH e
sequer entre os grupos de DCTCM e DCTCM combinado com DMH. Apesar de ambas as deitas
serem bem aceitas, teve-se um maior consumo nos grupos de DCTCM e DCTCM combinado

ao DMH quando comparados com os demais grupos, DC e DC combinado ao DMH (Figura3)
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Figura 3- Valores médios e desvio padrdo do consumo
da Dieta Cetogénica (DC) e da Dieta
Cetogénica com Triglicerideos de Cadeia
Média (DCTCM) de ratos Wistar.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: DMH — 1,2 dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). Referéncia
para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey, n = 6
animais por grupo). 2 Significativamente diferente do grupo
DC, "Significativamente diferente do grupo DCTCM,
Significativamente diferente do grupo DC + DMH.

Em um estudo no qual os animais foram alimentados com dieta para roedores e
suplementados com éster de cetona, amido, ou gordura, encontrou-se um consumo reduzido de
dieta padrdo para roedores e aumento sérico de Malonil-CoA justamente no grupo
suplementado com éster de cetona. Este grupo também apresentou elevacdo nos niveis de
corpos cetonicos (KASHIWAYA et al., 2010). Dados similares foram obtidos em nosso estudo
guando avaliamos o grupo de DC e DC combinado ao DMH gue apresentaram menor consumo
(Figura 3) e niveis mais elevados de corpos cetdnicos (dados apresentados na sequéncia) quando
comparados com DCTCM e DCTCM combinado ao DMH. Apesar de ndo termos avaliado 0s
niveis malonil-CoA, com base na literatura, acredita-se que possivelmente os niveis de malonil-
CoA se elevaram em ambos 0s grupos tratados com os diferentes perfis cetogénicos, visto que
estes grupos também apresentaram elevacdo nos niveis de corpos ceténicos. Dessa forma uma
possivel hipotese para o consumo reduzido dos grupos de DC e DC combinado com DMH em
relacdo aos grupos DCTCM e DCTCM combinado ao DMH é a maior elevagéo dos niveis de
corpos cetdnicos apresentado pelos grupos de DC e DC combinado ao DMH. Com isso,

presume-se que estes grupos também tenham niveis mais altos de malonil-CoA sendo este um
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horménio anorexigeno o que explicaria a diminuicdo da ingestdo alimentar. Os mecanismos de
acdo da cetose na reducdo do apetite ainda ndo sdo completamente compreendidos, porém Ma
et al (2018) utilizaram uma dieta cetogénica com distribuicdo de macronutrientes semelhante a
utilizada no presente estudo, contendo 7g lipideo: 1g carboidrato mais proteina, durante 8
semanas. Essa razao cetogénica também foi capaz de induzir o organismo de camundongos ao
estado de cetose, além da dieta se mostrar capaz de influenciar nos niveis de malonil-CoA.
Outros estudos como o de Kashiwaya et al. (2010) também sugerem a mesma associa¢do. Outra
possivel explicacdo para a diferenca da ingestdo alimentar é simplesmente aceitacéo,
palatabilidade e textura da DC (CALCATERRA et al., 2021).

6.3.2 Composicéao corporal

Muitos sdo os efeitos colaterais ocasionados pelos tratamentos do cancer e pela prépria
doenca em si. Ndo é incomum que pacientes oncologicos apresentem reducdo do consumo
alimentar progredindo para quadros de desnutri¢do e caquexia, sendo este Ultimo caracterizado
por uma sindrome multifatorial, definida por uma perda de peso continua de massa muscular e
esquelética, na qual evolui para comprometimento funcional progressivo (ARENDS et al.,
2017).

Apesar da extensa associacdo com morbidade e mortalidade por cancer, ndo foram
desenvolvidas intervencdes eficazes para a caquexia. Dessa forma, se faz necessario estratégias
pelas quais essa sindrome seja prevenida (LUNDHOLM et al., 2004). Nesse sentido, as
intervencdes nutricionais precoces se mostram relevantes na melhoria do estado nutricional do
paciente oncoldgico, bem como estratégia significativa para reducdo dos riscos de cagquexia
(PRADO; PURCELL; LAVIANO, 2020).

Logo, no atual trabalho, monitoramos uma possivel perda de peso durante o periodo
experimental e os resultados baseados no ganho de peso obtido durante o periodo experimental
pelos animais estdo apresentados na Figura 4. Foi possivel observar que a utilizacdo de
diferentes perfis dietéticos cetogénicos ndo demonstraram diferengas significativas em relacéo
ao grupo controle negativo, de forma que nao influenciaram expressivamente sobre o peso dos
animais que, por sua vez, ganharam em média 140g durante o todo o periodo experimental
(Figura 4).

Nossos resultados estdo de acordo com achados da literatura. Hao et al. (2015) tambeém
utilizaram uma dieta cetogénica composta por TCM e ainda 6mega-3, ofertada de forma ad

libitum, durante 45 dias. Os animais do experimento demonstraram aumento constante no peso
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corporal, assim como também no grupo que recebeu dieta cetogénica com TCL. Esses
resultados mostram que quando ofertada de modo irrestrita, a dieta cetogénica nao é capaz de
modular o peso, ou seja, nao influencia na perda de peso. Resultados similares também ja foram
obtidos em outros tipos tumorais. Camundongos saudaveis e camundongos que foram
submetidos a xenoenxertos de cancer de mama e receberam quimioterapia com ciclofosfamida
concomitantemente a alimentacdo com dieta cetogénica com TCM, dieta cetogénica com TCL
e dieta controle demonstraram uma pequena perda de peso devido a adaptacdo inicial e,
posteriormente também mantiveram peso constante durante o experimento (LICHA et al.,
2019). Estudos mais longos, com 22 semanas de duracdo, demonstraram que a dieta cetogénica
ndo foi capaz de influenciar negativamente no peso corporeo, além disso, 0s animais submetidos
ao tratamento cetogénico ainda revelaram ganho de peso equivalente entre o grupo controle a
partir da 12° semana (ELLENBROEK et al., 2014). Por outro lado, dados da literatura apontam
que a dieta cetogénica pode ser uma eficiente estratégia para perda de peso, visto que ha
mobilizacdo de &cidos graxos para geracdo de energia (PAOLI, 2014). A divergéncia entre 0s
resultados, pode estar relacionado as diferentes composi¢des dos modelos cetogénicos, aporte
caldrico e suas respectivas proporcdes de macronutrientes e micronutrientes (BIELOHUBY et
al., 2011).

Figura 4- Valores médios e desvio padrdo de ganho de peso
obtidos de ratos Wistar submetidos aos
diferentes modelos de dieta e respectivos
controles.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo — EDTA 1Mm 0,3),
DC - Dieta cetogénica, DCTCM — Dieta cetogénica com
triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia
média, CP- Controle positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina
40 mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e
teste de Tukey, n = 6 animais por grupo).
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Considerando todo o periodo experimental, no qual a circunferéncia abdominal (C.Ab)
foi semanalmente avaliada e os resultados estdo apresentados na Figura 5. Demonstramos a
auséncia de diferengas significativas nos grupos estudados em relacdo ao grupo controle
negativo. Todos os animais, dos diferentes grupos, apresentaram em meédia uma C.Ab inicial de
14 cm e média de C.Ab final de 16,5 cm. De maneira geral, 0os animais ganharam 2,5 cm de
circunferéncia abdominal durante o tempo de experimento (Figura 5), foi possivel observar um
ganho de circunferéncia abdominal 50% menor nos grupos que receberam DCTCM (1,66¢cm) e

DCTCM combinado ao DMH (1,66cm) em relacdo ao grupo controle (3,41 cm).

Figura 5- Valores médios e desvio padrdo de ganho de
circunferéncia abdominal de ratos Wistar
submetidos aos diferentes modelos de dieta e
respectivos controles.

|

Ganho de circunferéncia
abdominal (cm)

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo — EDTA 1Mm 0,3), DC
— Dieta cetogénica, DCTCM - Dieta cetogénica com
triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia
média, CP- Controle positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina 40
mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste
de Tukey, n = 6 animais por grupo).

A circunferéncia da cintura, em humanos, € um parametro bastante sensivel e que
apresenta melhor correlagdo com a quantidade absoluta de gordura intra-abdominal e visceral,
(POULIOT et al., 1994; ROSS et al., 2020). Apesar da necessidade de analises mais profundas
em relacdo a composicdo corporal, nossos dados permitem sugerir que a dieta cetogénica,
composta por 25% de TCM e quantidade significativa de &cido graxo insaturado, pode ter
desempenhado um papel positivo na modulagéo da composicao corporal, visto que os animais

submetidos a essa combinacdo apresentaram menor ganho de circunferéncia abdominal, ainda
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que sem resultados estatisticos significativos, sugerindo menor quantidade de acumulo de
gordura intra-abdominal e visceral nestes grupos.

Fukazawa et al. (2020), em seu estudo com ratos machos, tratados com dietas
cetogénicas com diferentes tipos de gorduras, mostraram que o grupo que recebeu DCTCM
também apresentou peso total de gordura intra-abdominal significativamente menor em
comparagdo com 0s grupos em dieta padrdo e dieta cetogénica contendo TCL. Esta bem
documentado na literatura que os &cidos graxos de cadeia média possuem um metabolismo
diferente dos &cidos graxos de cadeia curta. Os TCMs por sua vez, sdo principalmente
absorvidos pela veia porta, dessa forma rapidamente atingem o figado e o mdusculo,
independentemente da disponibilidade do sistema de transporte da carnitina
palmitoiltransferase 1 (CPT-1) e assim alimentam vias de B-oxidagéo e geracdo de ATP, sendo
minimamente  armazenados (LEMARIE et al., 2016; MARTEN; PFEUFFER;
SCHREZENMEIR, 2006). As evidencias apresentadas até agora apoiam a ideia de que 0s
TCMs podem modular a composicdo corporal por induzirem a termogénese e reduzirem a
lipogénese (AKPA et al., 2010).

A fim de aprofundar a interpretacdo sobre o peso dos animais, avaliamos ainda, 0
comprimento naso-anal (CNA) semanalmente durante as 13 semanas do experimento e 0S
resultados estdo apresentados na Figura 6. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
avaliados. Os animais ganharam em média 4 cm durante as 13 semanas de tratamento (Figura
6). Esse resultado, juntamente com os demais apresentados, apoia 0 parecer que os tratamentos

utilizados no presente estudo ndo influenciaram no desenvolvimento dos animais.
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Figura 6 — Valores médios e desvio padrdo do ganho no
comprimento naso-anal ratos Wistar submetidos
aos diferentes modelos de dieta e respectivos
controles.

Ganho de comprimento
naso-anal (cm)

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo — EDTA 1Mm 0,3),
DC - Dieta cetogénica, DCTCM — Dieta cetogénica com
triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia
média, CP- Controle positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina
40 mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e
teste de Tukey, n = 6 animais por grupo).

Dados similares sdo evidenciados no estudo observacional prospectivo de Tagliabue et
al. (2012), que por sua vez analisaram a composicdo corporal de 18 pacientes infantis com
epilepsia refrataria antes e ap6s 6 meses de tratamento com DC (4g gordura:1g de carboidrato
+ proteina). Dentre os parametros analisados, a altura ndo apresentou diferenca significativa
quando comparada com a linha de base. Ao contrario, um estudo com uma dura¢do maior,
realizado por Kim et al. (2013), no qual estudaram retrospectivamente prontuérios de 40
criancas portadoras de epilepsia intratavel apds 2 anos em DC cléssica (4:1), foi documentado
uma reducao significativa no ganho de altura.

As evidencias apresentadas até agora apoiam a ideia que o tempo de exposicdo ao
tratamento pode ser um fator importante em relacéo a avaliacdo do desenvolvimento a partir do
comprimento naso-anal (GROLEAU et al., 2014). Provavelmente, o tempo de 6 semanas em
gue os animais do presente estudo permaneceram nos protocolos de dieta tenha sido muito curto
para revelar mudancas que poderiam ser observadas em estudos mais longos. Juntos, as
afericOes e interpretacOes desses pontos sdo importantes para avaliagdo da composicéo corporal
realizada neste trabalho juntamente com a quantificacdo do IMC e indice de Lee, um método

rapido e acurado de investigar obesidade em roedores.
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A Figura 7 apresenta valores médios e desvio padrdo do IMC (A) e indice de Lee (B) de
ratos Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta durante o periodo experimental. Tais
resultados foram obtidos a partir da diferenca entre IMC e indice de Lee encontrado no inicio e
no final do experimento. Nenhuma diferenca estatistica significativa foi referida entre a
diferenca inicial e final dos indices murinométricos, mostrando assim que pode nao ter havido

diferenca na composicdo corporal durante o periodo experimental de 13 semanas.

Figura 7- Valores médios e desvio padrdo do IMC (A) e indice de Lee (B) de
ratos Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta e
respectivos controles.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: IMC- Indice de massa corporal, CN — Controle negativo (Dieta padrdo — EDTA
1Mm 0,3), DC — Dieta cetogénica, DCTCM - Dieta cetogénica com triglicerideo de
cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia média, CP- Controle positivo (DMH
— 1,2 dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c). Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e
teste de Tukey, n = 6 animais por grupo). Valores encontrados a partir da diferenca
entre IMC e indice de Lee iniciais e finais.

De modo geral, os animais, dos diferentes grupos, apresentaram no inicio do
experimento um IMC médio de 0,60 + 0,2 g/cm? e foram classificados como eutréficos (IMC
= 0,45 a 0,68 g/cm?) e ao final do experimento, o IMC médio foi de 0,71 £ 0,03 g/cm? e foram
classificados com obesos (IMC > 0,68 g/cm?) (Figura 7A), segundo a classificacdo de Novelli
et al. (2007).

Ainda, em relagéo a indices preditores de excesso de peso, 0s animais, dos diferentes
grupos de tratamento ndo apresentaram diferenca significativa em relacéo aos grupos CN e CP
em relacdo a alteracdo do Indice de Lee durante o periodo experimental. Os animais
apresentaram indice de Lee inicial de 0,32 + 0 g/cm? e indice de Lee final de 0,31 + 0 cm/g?
(Figura 7B), estando estes no limite inferior do excesso de gordura corporal (< 0,30), segundo

Bernardis e Patterson (1968).
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Um estudo de intervencao nutricional, ndo randomizado, “Ketogenic or LOGI Diet in a
Breast Cancer Rehabilitation Intervention — KOLIBRI” (KAMMERER et al., 2021), teve como
objetivo comparar a dieta cetogénica, dieta low carb e dieta padrdo em pacientes com cancer de
mama e avaliar a viabilidade, seguranca e tolerabilidade destes perfis dietéticos. O estudo
contou com 152 participantes e teve duracdo de 20 semanas. Apos esse periodo, foi possivel
evidenciar que o grupo em DC apresentou reducéo significativa em relagdo ao IMC inicial, bem
como reducdo de massa gorda e gordura visceral (KAMMERER et al., 2021), podendo a dieta
cetogénica auxiliar na reducao da obesidade de poupar massa muscular esquelética em pacientes
do sexo feminino com cancer (COHEN et al., 2018; KLEMENT et al., 2020).

Em um experimento conduzido como um estudo duplo-cego, randomizado, comparativo
de grupos paralelos, nos quais foram submetidos a trés dietas diferentes, sendo estas DC com
TCM, DC com TCL e dieta controle, trés vezes ao dia, de forma restrita, durante 5 dias,
demonstrou que ambos os grupos em dieta cetogénica apresentaram alteracao significativas na
composigdo corporal, com redu¢do no IMC, massa de gordura corporal, massa muscular da
perna direita e massa muscular da perna esquerda. Embora tenha havido perda de massa
muscular, esta ndo gerou preocupacdo aos autores pois representa perda média de 3% e
provavelmente esta relacionada ao confinamento por um determinado periodo de tempo e a
diminuigéo da ingestéo alimentar (NAKAMURA et al., 2022).

Dados da literatura de experimentos que avaliaram a DC em conjunto com o indice de
Lee sdo escassos, entretanto Souza et al. (2021) em seu trabalho objetivaram investigar a
interferéncia de dieta com acido graxo moninsaturado e saturado com a infeccdo por
Trypanosoma cruzi. Nesse sentido camundongos machos C57BL/6 foram divididos em grupos
de dieta normolipidica, dieta de acidos graxos monoinsaturados e dieta de acidos graxos
saturados. O indice de Lee foi utilizado para determinar a presenca de obesidade e quando
utilizado de forma isolada nédo apresentou diferenca entre os diferentes grupos de tratamento
assim como no nosso estudo, porém, ao analisar o tecido adiposo epididimal e subcutaneo estes
se apresentaram em maior quantidade no grupo tratado com acido graxo saturado. Resultados
semelhantes também foram apresentados por Machado et al. (2014), onde o indice de Lee nédo
apresentou diferenca estatistica significativa entres grupos de ratos Wistar machos tratados
durante 24 dias com racdo comercial para ratos, dieta hiperlipidica ou dieta hiperlipidica
acrescida de infusdo de erva-mate. Vale ressaltar, portanto, que as utilizacdes desses critérios
de forma individual ndo sé@o suficientes e adequadas para prever mudancas na composi¢ao
corporal, pois ndo retratam as reais alteragdes possiveis. Tais avalia¢cbes antropométricas devem

ser interpretadas conjuntamente com outros estudos (FERRAZ et al., 2016).
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Apesar de ainda serem necessarios avaliacdes mais aprofundadas sobre a composi¢édo
corporal, esses dados iniciais permitem presumir que ambos os perfis cetogénico utilizados
nesse estudo ndo foram capazes de influenciar no desenvolvimento, embora demonstrem
modulacdo ndo significativa na composicdo corporal dos animais. Esses resultados
provavelmente estdo relacionados ao fato de que as dietas deste estudo ndo foram pensadas para
apresentarem restricdo caldrica, mas sim ofertarem aporte calérico suficiente aos animais, bem
como encontrar-se adequadas em relacdo aos micronutrientes (ARMENO et al., 2019;
FERRARIS et al., 2019; KOSSOFF et al., 2006).

6.3.3 Determinacdo da glicose e cetose

A diminuicéo dréstica na disponibilidade carboidratos na dieta, como no caso da dieta
cetogénica, na maioria das vezes faz-se reduzir também os niveis séricos de glicose e dessa
forma reprogramam o organismo para outros substratos do metabolismo energético (KUTER et
al., 2021). Os niveis de glicose e cetonas séricas foram medidos antes de se iniciar os protocolos
de dietas e ao final do experimento e os resultados obtidos séo apresentados na Figura 8.

A principio, todos os grupos receberam dieta padrdo por 6 semanas e na primeira
avaliacdo (antes do primeiro dia de DC), os animais dos diferentes grupos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si em relacdo ao nivel glicémico (Figura 8A). Ao final do
experimento, ndo houve diferenca na glicemia entre os grupos DC e DC combinado ao DMH e
DCTCM e DCTCM combinado ao DMH em relacéo ao grupo controle, assim como os demais
grupos (Figura 8B). Esse desfecho é consistente com o estudo de Zhou et al. (2007) que mostra
que uma dieta cetogénica quando ofertada de forma ad libitum néo €é capaz de influenciar nos
niveis de glicose. Porém, ao avaliar a modulagdo entre os niveis de glicose inicial e final,
observa se que o grupo TCM apresentou uma reducao significativa dos niveis de glicose em
relacdo aos grupos DCTCM e DCTCM combinado ao DMH, sendo que nenhuma outra
diferenca foi digna de nota (Figura 8C).
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Figura 8- Valores medios e desvio padrdo das concentracdes de glicose de ratos
Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta e seus respectivos

controles.
A B
150 - 150 7
3 i
T T
o )
E 100 £ 1007
= =
2 £
5 =
L]
z 50 2 50
8 2
5 o
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
R R SN S I N R S N * R
[N A o
gt 0-0‘} x&} @-Q“\ ©° c,l‘b SRS x°® 10*
< &+ Q o
° o"o ¢ ° «°¢\ «“"‘\
Q Qc"
C
40 1
]
h-l
L.
2 5
23
c O
w E
0=
c o
o o
® oy
o=
o
2
<
-60 T T T T T T T T
- O Q
& o 0\“ 0\“ P @«"\ \:3‘ \‘3‘
0& A "0 xo .Q
Q O s
Q «(.p ,\0
o
<

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo + EDTA 1Mm 0,3), DC — Dieta cetogenica,
DCTCM - Dieta cetogénica com triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de
cadeia média, CP - Controle Positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c). A:
niveis de glicose no inicio do experimento, B: niveis de glicose no final do experimento
e C: alteracfes do nivel de glicose durante o periodo experimental. Referéncia para
p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey, n = 6 animais por grupo). 2
Significativamente diferente do grupo TCM.

A normoglicemia no plasma, mesmo apds uma dieta que oferece quantidades limitadas
de glicose, pode ser justificada pelo fato de que a glicose é capaz de ser sintetizada a partir de
precursores ndo carboidratos, processo esse conhecido como gliconeogénese, pois enzimas
chave no processo de gliconeogénese, tais como fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK1) e a

glicose-6-fosfatase (G6PC), se mostram aumentadas em organismo em estado de cetose,
levando a homeostase glicémica (KUTER et al., 2021).
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Os TCMs além de estarem associados a reducdo da inflamacdo também estdo
relacionados a melhora da sensibilidade a insulina de forma mais eficiente que os TCLs
(THOMAS et al., 2019). No processo de metabolizagdo, os triglicerideos sdo hidrolizados a
acidos graxos livres que possuem papel importante para a funcdo normal das células B-
pancreaticas amplificando a secrecdo de insulina e assim apresentando reducdo na glicose
plasméatica (NOLAN et al., 2006). Nesse contexto, explica-se a reducdo apresentada pelo grupo
TCM na diferenca entre os niveis iniciais e finais de glicose. Resultado simular foi encontrado
no estudo de Yeh e Zee (1976) que, em seu trabalho com ratos alimentados com TCM
demonstraram ap6s uma hora de ingestdo o0 aumento nas concentragcdes plasmaticas de insulina
e reducao nos niveis de glicose, sendo que esses mesmos parametros ndo foram afetados nos
animais tratados com TCL.

O acido B-hidroxibutirato € um dos trés corpos cetdnicos gerados a partir de acidos
graxos e gque pode ser usado para producdo de energia nas mitocéndrias por meio do ciclo do
acido tricarboxilico, onde é convertido em &cido acetoacético e depois em acetil-CoA, em
condicdes de privacao de glicose (DUEREGGER et al., 2015; NEWMAN; VERDIN, 2014).

Considerando tal abordagem, o presente estudo também avaliou o estado de cetose dos
animais e os resultados estdo apresentados na Figura 9. Em relacéo a alteracdo da concentracao
plasmatica de corpos cetdnicos, no inicio do experimento, os resultados demonstraram que 0s
animais de todos os grupos estudados apresentavam um nivel insignificante de cetose (Figura
9A) enquanto que, ao final do periodo experimental, observou-se que os grupos TCM, CP e
TCM combinado ao DMH se mantiveram estaveis quando comparados ao controle negativo
(Figura 9B). Os grupos nos quais receberam os tratamentos DC, DC combinado ao DMH,
DCTCM e DCTCM combinado ao DMH por seis semanas, ao final do experimento,
apresentaram aumento dos niveis de cetonas no sangue, demonstrando que ambas as dietas
cetogénicas, no periodo analisado, foram capazes de induzir o organismo ao estado de cetose
(Figura 9B e 9C).

Os grupos DC e DC combinado ao DMH aumentaram os niveis de corpos cetdnicos em
3,97 £ 1,72 mmol/l e 2,8 £ 0,79 mmol/l respectivamente, durante o periodo de administracéo
da dieta, sendo esse aumento significativo em relagdo ao grupo controle negativo (dieta padréo).
O grupo DCTCM e DCTCM combinado ao DMH néo apresentaram diferenca estatistica
significativa quando comparado com grupo que recebeu dieta padrdo, mas ainda assim revelou
elevacdo nos niveis de corpos cetdonicos em 1,3 £ 0,75 mmol/l e 1,16 = 0,66 mmol/l,

respectivamente, durante o periodo experimental (Figura 9C).
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Figura 9 - Valores médios e desvio padrdo da concentracéo de cetona no sangue
de ratos Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta e seus

respectivos controles.
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: CN — Controle negativo (Dieta padrdo + EDTA 1Mm 0,3), DC - Dieta cetogenica, DCTCM —

Dieta cetogénica com triglicerideo de cadeia média, TCM — Triglicerideo de cadeia média, CP -

Controle Positivo (DMH — 1,2 dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). A: niveis de cetose no inicio do

experimento, B: niveis de cetose no final do experimento e C: alteragdes do nivel de cetose durante

o periodo experimental. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de Tukey, n = 6 animais

por grupo. 3Significativamente diferente do controle negativo, ®Significativamente diferente do

grupo DC, ‘Significativamente diferente do grupo controle positivo (DMH 40 mg/kg p.c),

dSignificativamente diferente do grupo DC + DMH.

Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com os achados da
literatura, onde grupo de animais que sdo submetidos a dietas cetogénicas atingem estado de
cetose em relacdo a seus controles. Arsyad et al. (2020) também trabalharam com perfil
cetogénico de forma irrestrita, durante 60 dias, apesar de utilizarem dietas com proporcao
cetogénica maior do que do presente estudo, 8,6:1 e 7:1, respectivamente, e, também
demonstraram elevacao nos niveis de corpos cetonicos. Otto et al. (2008) avaliaram o efeito de
uma dieta cetogénica suplementada com TCM e dmega-3 com razao cetogénica de 2,7:1 sendo

gorduras: carboidratos mais proteinas, uma razao cetogénica menor que a utilizado no presente
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estudo, no crescimento de células de cancer gastrico humano em camundongos nude, e
demonstraram que os animais submetidos a dieta proposta também atingiram estado de cetose.

Os dois perfis dietéticos utilizados nesse trabalho direcionaram os animais ao estado de
cetose, porém a DC demonstrou elevar ainda mais os niveis de corpos ceténicos quando
comparada com DCTCM, sendo 0s grupos que apresentaram menor consumo de deita
cetogénica justamente aqueles que apresentaram corpos cetdnicos séricos mais elevados (DC e
DC combinado ao DMH), podendo o organismo em estado de cetose, acordo com Ma et al
(2018) e Kashiwaya et al. (2010), modular os niveis de malonil-CoA, sendo este um horménio
anorexigeno e dessa forma influenciar no consumo alimentar. Na literatura, poucos sao 0s
trabalhos que se atentam ao perfil lipidico da dieta cetogénia e ainda os analisam de forma
isolada. Nossos achados vao de encontro com os estudos disponiveis na literatura, nos quais
mostram o carater cetogénico dos TCMs que, por sua vez, ao contrario dos TCLs, sdo
transportados para mitocéndria de forma independente do transportador de carnitina, sofrendo
[-oxidag&o com maior eficiéncia que TCLs e, assim, elevando a producdo de corpos cetdnicos
(MCCARTY:; DINICOLANTONIO, 2016).

6.3.4 Avaliacéo do potencial quimiopreventivo na carcinogénese colorretal

A analise histolégica dos FCA e das CA no célon dos ratos foi realizada para avaliar o
potencial carcinogénico e quimiopreventivo da DC e DCTCM sobre o processo de
carcinogénese colorretal, apés a inducdo quimica de lesdes pré-neoplésicas. Ndo foram
observadas nenhuma alteracdo histolégica nos grupos controle negativo, DC, DCTCM e TCM
de maneira isolada (sem combinacdo ao DMH — Apéndice A) indicando assim, auséncia de
potencial carcinogénico dos tratamentos utilizados.

Quanto ao potencial quimiopreventivo, os resultados estdo apresentados na Figura 10.
Os resultados demonstraram que os grupos de animais tratados com DC combinada ao DMH e
DCTCM combinada ao DMH bem como o grupo tratado com TCM combinado ao DMH
apresentaram uma reducéo significativa nos FCA de 49%, 67% e 30% (p<0,05) (Figura 10A) e
CA na proporcdo de 50%, 69% e 25% (p<0,05) (Figura 10B) respectivamente, quando
comparados ao grupo controle positivo (DMH) (Figura 10). A vista disso, todos os tratamentos
demonstraram potencial quimiopreventivo. Entre os efeitos observados o mais significativo é

apresentado paraa DCTCM combinada ao DMH nos dois parametros avaliados (FCA e CA).
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Figura 10 — Média de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA)
observadas no célon distal de ratos Wistar submetidos aos diferentes
modelos de dieta e respectivos controle.
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: FCA — Focos de criptas aberrantes, CA — Criptas aberrantes, DC — Dieta cetogenica,
DCTCM - Dieta cetogénica com triglicerideo de cadeia media, TCM — Triglicerideo de
cadeia média, CP- DMH — 1,2 dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c.). A: Focus de criptas
aberrantes, B: Criptas aberrantes. Referéncia para p<0,05 (ANOVA one-way e teste de
Tukey, n = 6 animais por grupo) 2 Significativamente diferente do grupo controle positivo,
bSignificativamente diferente do grupo DC + DMH, °Significativamente diferente do grupo
DCTCM + DMH.

A reprogramacao metabdlica das células cancerosas a partir do aumento da captacdo de
glicose e a fermentacao da glicose em lactato é conhecida como teoria do efeito Warburg, que
pode explicar os efeitos quimiopreventivos observados em nosso experimento (WARBURG
1956). A DC e DCTCM possuem quantidades reduzidas de carboidratos, com isso, baixas
concentracdes de glicose estariam disponiveis para a sintese de energia. Dessa forma, as células
cancerosas ndo possuem energia suficientes para se manterem, visto que essas necessitam de
uma demanda maior de glicose por gerarem energia através da glicolise ao invés da fosforilacéo
oxidativa como as células ndo diferenciadas.

A literatura aponta outros plausiveis mecanismos para a reducdo do numero de leses
pré-neoplasicas, apesar dos niveis constantes de glicose no sangue, como encontrado em nosso
trabalho. Sugere-se que o aumento expressivo de corpos cetbnicos sericos e a provavel
capacidade da DC de reduzir significativamente os niveis de insulina, como fatores importantes
para o possivel efeito quimiopreventivo (SHARMAN et al., 2002). Outro possivel mecanismo,
é a reducéo dos niveis de insulina baseados na modulagéo do insulin-like growth factor I (IGF-
1) associada a tumorigénese (ZHANG et al., 2021) visto que, nas células cancerosas, o receptor

de insulina A é superexpresso, desencadeando entdo efeitos mitogénicos e assim fornecendo
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vantagens de crescimento para as células malignas expostas a hiperinsulinemia. Além disso, 0s
niveis elevados de insulina sérica aumentam a biodisponibilidade de IGF-1 e a superproducédo
de EROs que podem danificar o DNA e assim contribuir para a mutagénese e carcinogénese
(ARCIDIACONO et al., 2012; BELFIORE; MALAGUARNERA, 2011; VIGNERI;
GOLDFINE; FRITTITTA, 2016).

O estado de hiperinsulinemia contribui para a carcinogénese colorretal por meio de uma
cascata de ativagdes de diferentes vias culminando na ativagdo da proteina RAS, podendo esta
ativar também proteina quinase ativada por AMP (AMPK), resultando assim na atividade
mitogénica das celulas epiteliais colorretais (GOALSTONE et al., 1998). Além disso, 0s
colonécitos naturalmente possuem superexpressdo receptores de IGF-1, o que também
possibilita a proliferacdo celular (VALENTINIS; BASERGA, 2001). Vérios estudos
epidemioldgicos confirmam a relagcdo entre aumento na expressao de IGF-1 e risco de CCR
(KNUPPEL et al., 2021; MUC-WIERZGON et al., 2014; MURPHY et al., 2020).

Trabalhos como o nosso, que avaliaram o efeito da dieta cetogénica na reducao de lesdes
pré-neoplésicas de CCR séo inexistentes até 0 momento. Ao passo que a caréncia de dados traz
dificuldades de comparacdo, mostra também a necessidade de pesquisas voltadas para o efeito
quimiopreventivo desse perfil dietético que ja se mostra muito utilizado em aplicacdes clinicas.
Apesar de tal limitacdo, Hao et al. (2015), em modelo xenoenxerto em camundongos BALB/C
machos, usando células tumorais de cancer de colon demonstraram efeito semelhante para a
dieta cetogénica. Os animais foram divididos em grupos que receberam DC rica em TCM e
acido graxo insaturado 6mega-3, DC com TCL e um grupo controle que recebeu dieta padréo,
todos em forma ad libitum. Apds o periodo experimental, foi possivel constatar que ambas as
dietas apresentaram um efeito retardador no crescimento do tumor e resultou em areas
necroticas maiores dentro dos tumores. Os autores relacionaram esses resultados com as
elevadas concentracBes de corpos cetdnicos séricos e a presenca de TCM e gordura insaturada
na composicdo da dieta, visto que ndo houve diferenca na glicemia.

Estudos sugerem que a atividade anti-inflamatoria da DC a direciona como um possivel
instrumento de prevencdo do cancer (HURSTING et al., 2013), visto que a inflamac&o descrita
como um aumento de citocinas inflamatdrias na circulagcdo local e sistémica tem sido
considerada um trago relevante na carcinogénese (HARVEY; LASHINGER; HURSTING,
2011). A DC por sua vez, quando composta parcialmente por gorduras insaturadas, mostra-se
capaz de reduzir os niveis de citocinas circulantes, além de reduzir a sinalizacdo de NF-«xB
(Nuclear factor kappa B subunit 1A) e expressao de COX-2 (Cyclooxygenase 2) levando assim
a um efeito preventivo (ELISIA; KRYSTAL, 2021).
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Com relacéo a elevacéo plasmatica de corpos cetdnicos, este se mostra fator fundamental
na eficacia anticancerigena da dieta cetogénica. Tal efeito se deve a alteracdo forcada das células
cancerosas em relacdo ao seu metabolismo energético (HESS; KHASAWNEH, 2015). Estudos
apontam que em estado de cetose ha a alternacdo das vias metabdlicas glicélise e fosforilacdo
oxidativa (BOLAND; CHOURASIA; MACLEOQOD, 2013). Notoriamente, a producao excessiva
de EROs, a partir da oxidacdo mitocondrial, induz estresse oxidativo (DUEREGGER et al.,
2015), proporcionando um ambiente incompativel com o crescimento e sobrevivéncia de
células tumorais sem causar prejuizos as células normais, resultando dessa forma em efeitos
anticancerigenos (RAJ et al., 2011).

No atual estudo, o grupo no qual foi induzido a lesdo pré neoplasica e posteriormente
tratado com DCTCM apresentou uma reducdo de FCA e CA maior que 0s demais grupos.
Ademais, o grupo de TCM em associacdo com carcindgeno quimico, também apresentou
reducdo significativa no nimero de lesdes pré neoplasicas. Dessa forma, podemos assegurar
que a qualidade lipidica da dieta cetogénica é um fator importante, visto que quando composta
por TCM e proporcOes de gordura insaturada adequada, estes componentes, juntos, podem
potencializar os efeitos desse perfil dietético. Estudos mostram que quando a dieta possui em
sua composicdo TCM e 4cido graxo insaturado esta se mostra mais efetiva (HAO et al., 2015).
Segundo Kadochi et al (2017), a utilizacdo de BHB ¢ TCM de forma conjunta ou individual,
em presenca ou nao de glicose, apresenta diferentes efeitos em relagdo a proliferacdo celular,
estresse oxidativo e remodelacdo do metabolismo energético direcionando-o para fosforilacdo
oxidativa e consequentemente gerando estresse oxidativo que causa danos celulares em células
cancerosas (KADOCHI et al., 2017).

Uma das principais preocupacdes em relacdo a DC é a alta quantidade de gordura,
especialmente quando rica em gordura saturada uma vez que esta pode induzir a inflamacéo e
desencadear diferentes prejuizos a sadde (FRITSCHE, 2015), inclusive promover a formacao
de CCR, visto que o consumo excessivo de gordura estimula a secre¢do excessiva de &cidos
biliares que por sua vez podem ser reciclados no figado e promover carcinogénese a longo prazo
(BERNSTEIN et al., 2011; FU et al., 2019). Em contraste, as gorduras poliinsatudas como EPA
(&cido eicosapentaenoico), DHA (&cido docosa-hexaendico) e dmega-3 possuem propriedades
anti-inflamatorias (ELISIA; KRYSTAL, 2021). Nesse sentido, May-Wilson et al. (2017)
identificaram a associacdo entre 0s niveis plasmaticos de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA), moniinsaturados (MUFA) e saturados e o risco de CCR. O &cido oleico (MUFA), o
acido palmitoleico (MUFAS) e o acido linoleico (PUFA) mostraram associa¢do com a reducao

do risco de CRR, enquanto o acido graxo araquidénico (PUFA) e o acido estearico (acido graxo
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saturado) foi associado ao risco aumentado de CCR. Com isso, mostra-se 0 benéfico de
aumentar a ingestao de &cidos graxos insaturados e reduzir o consumo de gorduras saturadas.

Devido a escassa literatura associando os efeitos da dieta cetogénica na carcinogénese
colorretal em modelos animais e apesar do abismo que ha entre os estudos in vivo e in vitro
devido simplificacdo da realidade, destacando apenas alguns angulos e ndo apresentando todas
as especificidades do processo (BEKISZ et al., 2022), os estudos in vitro podem apoiar 0s
achados do atual trabalho. Em 2017, Kadochi e colaboradores estudaram a influéncia da cetose
e/ou triglicerideos de cadeia média em células de cancer de célon de camundongos CT26. De
acordo com os autores, o BHB e TCM apresentam papeis diferentes no metabolismo quando
utilizados de forma associada ou isolada, na presenga ou ndo de glicose. Em relagéo a
proliferacdo celular, na presenga de glicose, tanto PHB quanto TCM, de forma isolada ou
combinada, demonstraram potencial supressor da cacinogénese na presenca e na auséncia de
glicose. Esse efeito se deu em decorréncia da regulacdo positiva do estresse oxidativo, por meio
da inibicdo da peroxidacdo lipidica consequentemente causando a reducdo de produtos
decorrentes como 4-hidroxinonenal (4-HNE), porém, de forma isolada TCM apresentou
melhores resultados.

Estudos mostram que niveis circulantes de fosfatase alcalina dentro dos intervalos
normais podem estar associados a menores risco de CCR (HE et al., 2021). A fosfatase alcalina
é uma enzima que se mostra suprexpressa em diferentes tipos tumorais e a inibicdo de sua
atividade pode reduzir a viabilidade das células cancerosas e induzir a apoptose (RAO et al.,
2017), Nesse sentido, BHB e TCM quando utilizados concomitantemente inibiram a atividade
da fosfatase alcalina em diferentes concentragdes de glicose, porém, de modo isolado o fHB
apresenta capacidade de reduzir a atividade dessa enzima em meio suplementado com glicose,
em contraste, TCM induziu sua atividade na presenca e auséncia de glicose. Além disso, foi
possivel observar que as células CT26 ndo conseguiram utilizar corpos cetdnicos como fonte
de energia devido a uma deficiéncia cetolitica onde a enzima succinil-CoA transferase (SCOT)
que se mostra reduzida, mesmo com tratamento de BHB e TCM. Por outro lado, a carnitina
palmitoiltransferase 1A (CPT1), enzima importante para o transporte e controle da oxidagéo
dos acidos graxos na mitocondria foi expressa em altos niveis. Por fim, os autores concluiram
que, no modelo in vitro que PHB e TCM possuem a capacidade de modular positivamente as
vias de producdo de estresse oxidativo, evitando danos nas células cancerosas (KADOCHI et
al., 2017). Esses achados, reforcam mais uma vez o que foi observado em nosso estudo em
relacdo a qualidade lipidica das dietas. Embora a diferenca ndo seja significativa, nossos

resultados demonstram que houve uma tendéncia de que DC com melhor qualidade lipidica,
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sendo aquela acrescida de TCM e acido graxo insaturado, tenha demonstrado ser mais eficaz
que a DC com TCL.

Para além disso, a relacdo das dietas no contexto da modulagdo da expressao génica no
cancer colorretal € digna de profunda exploracdo, tendo em vista os resultados expressivos

obtidos neste trabalho e os potenciais efeitos quimiopreventivos subsequentes.

6.3.5 Avaliagdo do potencial citotoxico e mutagénico dos perfis cetogénios

O ensaio do microndcleo foi realizado com o intuito de avaliar a mutagenicidade
proveniente dos tratamentos bem como sua capacidade em reduzir efeitos mutagénicos e,
consequentemente a carcinogénese. Os resultados da razdo de eritrécitos
policromaticos/eritrécitos normocromaticos (PCE/NCE) e a frequéncia média de eritrocitos
policromaticos micronucleados (PCEMNSs) obtidas em células da medula 6ssea de ratos Wistar
tratados com os diferentes perfis cetogénicos e seus respectivos controles estéo apresentados na
Figura 11.

Né&o foram observadas reducdes significativas em relacdo a razdo PCE/NCE de nenhum
dos grupos experimentais quando comparados ao grupo controle negativo, indicando auséncia
de citotoxicidade nos diferentes tratamentos (Figura 11A). No entanto, um aumento na razéo
PCE/NCE de células da medula 6ssea foi observado nos grupos tratados DC, DCTCM isolados
e DC, DCTCM e TCM combinado ao DMH quando comparado aos grupos CN, TCM e CP
(Figura 11B).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os valores médios de PCEMN nos
grupos tradados com DC, DCTCM e TCM quando comparados ao controle negativo. Como
esperado, o grupo CP apresentou elevacdo de 198% na frequéncia de PCEMN quando
comparado com CN. Os grupos DC, DCTCM e TCM combinados ao DMH apresentaram uma
reducdo significativa de 32%, 50% e 48%, respectivamente, nos PCEMNs quando comparado
ao grupo tratado apenas com DMH. Neste sentido, os grupos de DCTCM e TCM combinados
ao carcindgeno quimico apresentaram os maiores efeitos na de reducdo de danos (Figura 11B).

Esses achados reforcam os resultados encontrados no teste de focos de criptas
aberrantes, onde o efeito quimiopreventivo obtido se da em partes pela capacidade de os

tratamentos reduzirem eventos mutagénicos.
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Figura 11 — Média da razao de eritrdcitos policromaticos (PCE) / eritrécitos normocromaticos
(NCE) e de eritrécitos policrométicos micronucleados (PCEMNS) observadas na
medula Ossea de ratos Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta e
respectivos controles.

A B

ade

PCEMN

Fonte do autor (2022).

Legenda:NCE — Eritrdcitos normocromaticos, PCE — Eritrocitos policroméaticos, PCEMN — Eritrdcitos
policrométicos micronucleados, DC — Dieta cetogenica, DCTCM — Dieta cetogénica com triglicerideo de
cadeia média, TCM —Triglicerideo de cadeia média, CP- DMH — 1,2 dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c.).
Referéncia para p<0,05, (ANOVA one-way, e teste de Tukey, n= 6 animais por grupo).
aSignificativamente diferente de CN, PSignificativamente diferente de DC, SSignificativamente diferente
de DCTCM, SSignificativamente diferente de TCM, °Significativamente diferente de CP,
fSignificativamente diferente de DC+DMH.

Os dados desse trabalho comprovam que o carcin6geno na respectiva dose utilizada
apresentou caracteristicas mutagénicas, porém ndo citotoxicas, além disso os tratamentos
empregados mostraram-se capazes de aumentar o nimero de células da medula 6ssea. A terapia
continua com DC pode desencadear alguns efeitos adversos, a depender do perfil lipidico e de
sua composicao, cabendo destacar a hiperlipidemia em decorréncia da hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e elevacdo de outras lipoproteinas. O alto teor de lipideos, resulta na
elevacdo de &cidos graxos livres que por sua vez sdo utilizados como fonte de energia para a
auto renovacdo de células tronco hematopoiéticas e diferenciacdo de células progenitoras
(PERNES et al., 2019). Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (60%) por um longo
periodo de tempo, apresentaram por sua vez, aumento na frequéncia de células tronco intestinais
e auto renovagdo, além disso nesse mesmo estudo, a partir de testes in vitro os autores
demonstraram que as criptas de animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram maior
propensdo em se regenerar (BEYAZ et al., 2016).

Para mais, a DC simula em alguns aspectos o estado de jejum por ambas intervencoes

induzirem a cetogenése. Estudos apontam que a retirada prolongada de alimento por 48 horas
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¢ capaz de reduzir os danos nas células-tronco, proteger animais de experimentacdo contra a
quimiotoxicidade, além de provocar a regeneracdo hematopoiética via mediacédo de IGF-1/PKA
(cCAMP dependent protein kinase). Dessa forma intervencdes que reduzam a sinalizagéo de IGF-
1, contribuem para reestabelecimento de efeitos adversos proveniente da tumorigenese
(CHENG et al., 2014). Ademais, a producdo de corpos cetdnicos, principalmente BHB, gerado
durante o estado de cetose é capaz de promover a auto-renovagao de células tronco intestinais
a partir da inibicdo das histonas desacetilases (HDACs) (CHENG et al., 2019), DC também
mostrou aumentar o numero de células tronco de musculos esqueléticos (FUJIKURA et al.,
2021). Além disso suplementos cetogénicos exdgenos levam a promocédo da proliferacdo de
células neurais saudaveis (KOVACS; BRUNNER; ARI, 2021). No entanto, n&o ha estudos na
literatura que demonstrem efeitos de uma dieta cetogénica sob células tronco hematopoiéticas,
porém, a partir de nossos resultados sugerimos que tal intervencéo dietética pode modular a
hematopoiese e/o envelhecimento de tais células, sendo este um caminho molecular para a
longevidade.

Em suma, nos resultados demonstram um gque o aumento na razdo PCE/NCE nos grupos
tradados com DC e DCTCM tanto isolado quanto combinado com DMH, quando comparados
ao grupo controle negativo podem estar relacionados aos lipideos presentes nas dietas que agem
como substrato energético para autorenovacdo celular, além de possiveis efeitos advindos do
estado de cetose como reducéo de IGF-1 e elevagdo BHO. Ainda que os tratamentos cetogénicos
proporcionam otimizacdo da hematopoiese esse processo torna-se um fator de risco para
proliferacdo celular nos tecidos transformados, em contrapartida, nossos achados demonstram
reducdo de criptas aberrantes nos grupos tratados. Tal resultado se da pelo fato de que o efeito
Warbung é seletivo para células cancerosas, visto que diferentes das células ndo transformadas
as celulas tumorais direcionam seu metabolismo energético para a glicdlise anaerdbia, dessa
forma estratégias que induzam a inibicéo da glicélise, como DCs, podem aumenta a seletividade
atingindo e destruindo células cancerosas de forma mais efetiva (SCATENA et al., 2010).

Os eventos que ocorrem durante a divisdo celular podem levar a danos no material
genético, tais como danos clastogénicos os quais danificam 0s cromossomos ou aneugénicos
que induzem aneuploidia ou segregacédo anormal do cromossomo (FERRAZ et al., 2016). Esses
danos citogenéticos se ddo em decorréncia de influéncias genéticas ou ambientais, que, devido
ao nao reparo ou perda de reparo de lesbes no DNA pode resultar em acimulo de fragmentos
no citoplasma das células, havendo posteriormente a formacdo de uma membrana ao envolto
dessas fracOes de material genético, formando dessa forma micronucleos (MN) (HAYASHI,

2016). Tais estruturas foram encontradas em elevada frequéncia nos grupos em que a lesdo pré-
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neoplasica foi induzida com DMH com dose final de 240 mg/kg p.c. Estudos apontam que o
DMH e seu metabolito azoximetano sdo potentes agentes mutagénicos, 0s quais iniciam suas
atividades mutagénicas através da metilacdo da guanina, que por sua vez é pareada com timina
ao inves de citosina, provocando dessa forma modificacdo e emparelhamento incorreto entre as
bases nitrogenadas, levando por conseguinte mutacGes no DNA (VENKATACHALAM et al.,
2020). Mesmo que utilizado em doses mais baixas (160 mg/kg p.c), menor que no presente
estudo, 0 DMH demonstrou ter efeito mutagénico, apresentando aumento na frequéncia de MN
em 4,25 vezes em relacdo ao grupo controle negativo (DO AMARAL et al., 2021).

No presente estudo, os traimentos utilizados se mostraram seguros e ndo foram capazes
de causar danos no DNA. Ambos os modelos de DC foram capazes de reduzir a frequéncia de
MN induzidos pelo carcin6geno mutagénico DMH, principalmente DCTCM composta por 25%
de gordura insaturada. Esses achadas complementam e explicam os resultados encontrados no
teste de FCA no qual os perfis dietéticos mostraram-se quimiopreventivos. Fatores ambientais
e o estilo de vida possuem a capacidade de metilar o0 DNA, sendo este um dos eventos
epigenéticos mais investigados atualmente, no qual consiste na adi¢do catalitica de grupos metil
na 5%posicdo dos anéis de citosina dos dinucleotideos CpG mediado pela DNA
metiltransferases, culminando na regulacdo da expressdo génica, sendo este um fator comum e
critico para carcinogenese, onde a grande maioria dos casos de CCR apresentam genes
metilados de forma aberrante (OKUGAWA; GRADY; GOEL, 2015). Sugere-se que a reducao
da frequéncia de MN observada nos grupos em tratamento com os perfis dietéticos deva ser,
pelo menos em parte, em decorréncia dos mecanismos epigenéticos modulados pela DC.
Estudos que elucidam os mecanismos epigenéticos da DC sob a carcinogenese sao escassos na
literatura. No entanto, alguns poucos trabalhos mostraram que a DC aumenta a sinalizagéo de
adenosina que por sua vez € um bloqueador da metilacdo de DNA ( LUSARDI et al., 2015;
WILLIAMS-KARNESKY et al., 2013;).

Outro evento epigenético é a disfuncdo no padrdo de acetilacdo e desacetilacdo de
histonas que levam a desregulacdo na expressdo génica, infinitamente relacionado com a
etiologia do CCR (BISWAS; RAO, 2017). Estudos apontam que geralmente HDAC1(histone
deacetylase 1) apresenta-se elevada em tecidos de tumores colorretais (SU et al., 2016), bem
como HDAC?2 (histone deacetylase 2) que mostrou-se regulada positivamente em linhagens de
células CCR (YE et al., 2016). Dessa forma, terapias que inibam essas enzimas contribuiriam
para a reducdo de danos no material e consequentemente da carcinogénese através de
modificagdes na cromatina. O principal produto da DC, o BHB gerado a partir da metaboliza¢ao

dos é&cidos graxos, que age como um inibidor enddégeno de HDAC1, visto que um dos principais
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inibidores de HDAC de classe | e Il € o butirado que esta intimamente relacionado com este
corpo cetbnico. Com a inibicdo de tais enzimas ha a modulagdo na expresséo de proteinas a
nivel pds-traducional, afetando dessa forma a metilagdo do DNA e acetilando proteinas histonas
e nao histonas envolvidas em vias carcinogénicas, o que reduz eventos mutagénicos envolvidos
na tumorigénese (BENJAMINA et al., 2017).

Sugerimos ainda que as propriedades lipidicas possam ter influéncia na reducdo da
frequéncia de PCEMNSs, visto que o grupo DCTCM combinado ao DMH apresentou redugéo
mais acentuada na frequéncia de PCEMNSs quando comparado com o grupo DC associado ao
DMH. Propomos que tal reducdo tenha se dado também em decorréncia da presenca de PUFA
e MUFA, constituintes do 6leo de canola utilizado na dieta. Honda et al. (2016) empregando o
teste de microndcleos na medula éssea de roedores analisou o efeito mutagénico do acido alfa-
linolénico-diacilglicerol e os resultados revelaram que tal composto ndo apresentou capacidade
em gerar danos aneugénico e nem clastogénico em diferentes doses (HONDA et al., 2016).
Além disso, efeito protetor advindo do &cido graxo alfa-linolénico (ALA) foi encontrado em
uma meta-andlise na qual avaliou quantitativamente a associacdo dose-resposta dos niveis de
ALA nadieta com risco de CCR, e pode-se notar que niveis aumentados de ingestao desse acido
graxo apresentam beneficios na prevencdo do desenvolvimento de CCR (DAI et al., 2022).
Outro &cido graxo, O0mega-6 (acido di-homo-y-linolénico) pode ser convertido em
prostaglandinas E1 que por sua vez atua como fator anti-inflamatdrio, contrabalanceando a
prostaglandina E2 capaz de mediar a inflamacéo, dessa forma acidos graxos derivados do acido
linolénico apresentam elevado efeito protetor contra doencas proliferativas na qual inflamacao
mostra-se € um fator relevante (WANG; LIN; GU, 2012). Tal vinculo pode estar relacionado
ao fato de que o ALA pode ser convertido em acidos graxos -3 de cadeia mais longa como
EPA, 4cido docosapentaendico (DPA) e DHA (BARCELO-COBLIIJN; MURPHY, 2009).
Estes acidos graxos possuem efeito na modulacdo da atividade das COXs, inibindo assim o
crescimento do tumor a partir da reducéo de prostaglandina de séries 2 derivada de ®-6 PUFA
(POOLE et al., 2007). Além disso, tais perfis lipidicos, auxiliam na reducdo dos niveis de
expressdo de marcadores pré-inflamatorios como IL-6, IL-1p, TNF-o ¢ MCP-1 (GDP-D-
glucose phosphorylase 1) (PAULS et al., 2018), e por fim, o ALA pode regular o mecanismo
de apoptose e a via de sinalizagdo de NF-«B relacionada a resposta inflamatdria e controlar
proliferacdes, migracdes e invasdes tumorais (GONZALEZ-FERNANDEZ; ORTEA; GUIL-
GUERRERO, 2020).

Outro componente do 6leo de canola € o acido oleico, cujo seu mecanismo de a¢do na

prevencdo de eventos mutagénicos foi associado a capacidade de desencadear respostas
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autofagicas. Apesar de possuir um papel ambiguo, a autofagia pode evitar o acumulo de
celulas mutantes ou agregacao de EROs, impossibilitando a progressao do cancer em estagios
iniciais (BURADA et al., 2015). Tais resultados associados ao do presente trabalho
corroboram com os achados de Jiang et al. (2017), no qual verificou o efeito do &cido oleico
sob carcinoma espinocelular da lingua em um modelo de xenoenxerto em camundongos, e
observaram que tal MUFA apresenta um efeito quimioprentivo por induzir a apoptose e
autofagia através do bloqueio da via Akt/mTOR. Ainda, Zhang et al. (2020) a partir de um
estudo de randomizacdo mendeliana encontrou evidencias de que elevados niveis acido oleico
sérico esta associado a baixo risco de CCR.

O perfil cetogénico em questdo era constituido também por TCM, nossos resultados
demonstram que TCM utilizado de forma isolada possui a capacidade de reduzir mecanismos
mutagénicos, porém ainda é incompreendido como esse composto age sob a carcinogénese do
colon. Stroher et al. (2020) ao submeter ratos Witars a dieta hiperlipidica por 12 semanas e
posteriormente trata-los com 2 mL/kg de soro fisioldgico ou éleo de coco via gavage por 30
dias, respectivamente, demonstram que apds o periodo experimental o 6leo de coco associado
a uma dieta hiperlipidica ndo foi capaz de modular danos no DNA visto que 0s grupos nao
apresentara diferenga significativa entre si em relacéo a frequéncia de MN, no qual foi avaliado
em células da medula dssea (STROHER et al., 2020). No entanto, Ramya et al. (2022)
analisaram o papel do 6leo de coco e seu principal componente o acido laurico sob a
citoprotegdo e morte de células de neuroblastoma humano in vitro, os autores puderam
evidenciar que o 6leo de coco proporciona manutencdo do equilibrio redox, através modulagéo
de ERO, reducdo na expressdo de genes chaves de resposta ao estresse oxidativo e genes
inflamatdrios. J& de forma isolado o acido laurico suprimiu a expressao de genes de resposta ao
estresse oxidativo e genes inflamatorios. Neste sentido, a supressao da inflamacéo e a eficiente
atividade antioxidante advinda do ALA pode ter influenciado na reducdo de mecanismo
mutagénicos e contribuido para a supressdo da carcinogénese no grupo TCM combinado ao
DMH.

6.3.6 Avaliacdo Imunohistoquimica

Vias moleculares multifacetadas entdo envolvidas na prevencdo e formacdo tumoral,
visto que os tratamentos dietéticos utilizados no presente trabalho se mostraram eficazes na
reducdo de lesdes pré-neoplasicas no colon de ratos, foi-se entdo realizado a analise de

imunohistoquimica a fim de se investigar quais seriam 0s mecanismos envolvidos no efeito
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quimiopreventivo das dietas. Assim, realizamos a imunomarcacéo de ciclooxigenase-2 (COX-
2), do antigeno nuclear de proliferacdo (PCNA) e de B-catenina. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 12.

Figura 12- Quantificacdo imunohistoquimica de COX-2, PCNA e [B-catenina no tecido
colorretal distal de ratos Wistar tratados com DC, DCTCM e TCM ap6s a inducéo
de lesGes pré-neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina.

A B
1.5- 1.5+
a a
~ 1.0+ o 1.0-
Q B o b

Fonte: do autor (2022).

Legenda: DC — Dieta cetogenica, DCTCM — Dieta cetogénica com triglicerideos de cadeia média, TCM —
Triglicerideo de cadeia média, CP- DMH — 1,2 dimetilhidrazina 40 mg/kg p.c.). Referéncia para p<0,05,
(ANOVA one-way, e teste de Tukey, n=4 animais por grupo). 2Significativamente diferente do grupo
controle negativo, *Significativamente diferente do grupo DC + DMH.

A quantificagcdo imuno-histoquimica revelou que as dietas ndo foram capazes de reduzir
a expressdo de COX-2, PCNA e B-catenina de maneira significativa. Porém, os resultados

demonstram uma elevacao significativa na expressdo de COX-2 (43%) e PCNA (40%) no grupo
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de DC combinado ao DMH quando comparado aos grupos CP. Esses resultados presumem que
a DC por sua vez, expdem capacidade de potencializar a inflamacéo e proliferacdo celular em
organismos predispostos (Figura 12). N&o foi possivel observar tal modulacdo em relacéo a
expressao de B-catenina nos diferentes grupos tratados, ou seja, grupos DC, DCTCM e TCM
combinados ao carcinégeno quimico DMH ndo mostram diferenca entre si em relagdo ao
acumulo nuclear dessa proteina, porém apresentaram diferenca discrepante em relagéo ao grupo
controle negativo (Figura 12). Postulamos que a auséncia de modulacao significativa para esses
marcadores possa estar relacionada ao tempo de exposicéo as dietas que devido as tendéncias
demonstradas, poderiam ser melhor ajustados. Nossos achados ainda demonstram que, apesar
de uma reducdo significativa de lesGes pré-neoplasicas terem sido observadas nos trés diferentes
tratamentos dietéticos, esse efeito ndo é advindo da modulacéo de vias inflamatérias (COX-2)
e proliferativas (PCNA e [B-catenina), visto que, nenhum grupo de tratamento combinado ao
DMH apresentou reducdo estatisticamente significativa. No entanto, o teor lipidico bem como
a diferenca da qualidade lipidica dos tratamentos utilizados pode explicar a diferenca no perfil
de expressao nos marcados avaliados.

A inflamacdo é um promotor tumoral ja bem estabelecido, no qual é indispensavel para
0 crescimento, angiogénese e resisténcia a apoptose de células cancerosas, além de que, durante
o0 processo inflamatério ha exacerbada producdo de metabdlitos capazes de desencadear lesGes
citotoxicas e mutagénicas no DNA (FISHBEIN et al., 2021). A ligacdo entre inflamacdo e
cancer é composta por mediadores de vias inflamatdrias, dentre estes, tem destaque o papel da
COX-2, uma enzima chave no metabolismo de acidos graxos, regulada positivamente durante
a inflamacéo e cancer (DESAI; PRICKRIL; RASOOLY, 2018). Nosso trabalho corrobora com
essa informacdo uma vez que foi possivel observar uma superexpressao de COX-2 no grupo
controle positivo em relacdo ao grupo controle negativo.

A COX-2 atua catalisando a conversao do acido araquiddnico em prostaglandina (PG)
G2 e H2, sendo posteriormente precursoras de prostaglandinas D2, E2 , F2 a, 12 ¢ tramboxanos
A2, componentes chaves do processo inflamatorio (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS,
2004). Esta enzima se mostra um importante biomarcador da carcinogénese colorretal, visto
que a inflamacdo mediada por prostaglandinas, principalmente prostaglandina E2, esta
fortemente interligada ao desenvolvimento e progressao desse tipo tumoral. Ha evidencias que
correlacionam a superexpressao de COX-2 com a inibicdo da apoptose, desencadeando um
desequilibrio na homeostase entre as células colénicas mutantes e a taxa de proliferagdo
continuamente crescente, além de inducdo da expressdo de BLC2 (BCL2 apoptosis regulator),
e estimulagio da angiogenese (ABBATE et al., 2006; SAHIN; GMSLU, 2009).
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Ao contrario dos nossos resultados, dados disponiveis na literatura atual apontam que
diferentes perfis cetogénicos sdo capazes de reduzir, em diferentes tipos tumorais,
biomarcadores de inflamacao bem como a expressao de diferentes genes envolvidos na resposta
ao estresse oxidativo. Nos estudos de Stafford et al. (2010), camundongos portadores de glioma

apresentaram reducdo na expressdo de COX-2 apds serem tratados com dieta cetogénica
composta por 8,36% de proteina, 0,76% de carboidratos e 78,8% de gordura, no qual levou a

reducdo do crescimento tumoral e da angiogénese observada em tumores cerebrais. Em outro
estudo também com glioma, foi possivel observar que a DC em proporcdo cetogénica de 4:1,
induziu a reducéo significativa de NF-xB estando este envolvido na mediacdo da inflamacao,
proliferacdo celular, migracéo celular e angiogénese (WOOLF et al., 2015). Nessa vertente, sdo
escassos 0s estudos que abordam os efeitos da DC em tumores de célon e reto, no entanto
Nakamura et al (2018) investigaram o efeito da DC em camundongos com cancer colorretal e
relataram que animais desse grupo apresentaram reducdo do volume tumoral bem como
diminuicdo dos niveis plasmaticos de IL-6. Os autores sugerem que tal efeito é advindo da
propria elevagdo dos corpos cetonicos séricos, visto que outros estudos apontam que PHB
exerce efeito anti-inflamatdrio em outras patologias como Parkinson por direcionar a supressao

e producdo de IL-1p e IL-18 (FU et al., 2015), além disso, os autores ainda sugerem que a
supressdo da resposta inflamatdria pode estar associada ao efeito secundario ao efeito

antitumoral da dieta cetogénica.

A discrepancia entre 0s achados da literatura e os encontrados em nosso estudo, podem
ser devido a raz&o cetogénica distinta entre tais trabalhos. Utilizamos de perfis dietéticos com
razdes cetogénicas de 7:1, enquanto que, a maioria dos estudos que investigaram expressao
génica de biomarcadores trabalharam com dieta cetogénicas com em média 4g de lipidio para
1g de carboidrato mais proteina (4:1). A elevada quantidade de gordura presente nos perfis
cetogénicos desenvolvidos por nés certamente influenciou em nossos resultados, visto que, ja
é claro na literatura que a quantidade e qualidade lipidica influenciam na expressao de vias
inflamatdrias e proliferativas envolvidas na carcinogénes (HU et al., 2021). No entanto, o
presente estudo teve como um dos objetivos principais avaliar o efeito da cetose sob a
carcinogenese do colon e para isso foi necessario utilizar perfis dietéticos com razdes
cetogenicas mais elevadas, as quais foram baseadas em trabalhos que asseguram que razoes
cetogénicas de 8:1 sdo capazes de levar animais de experimentacdo ao estado cetose (SU et al.,
2000; ZHAO et al., 2004).

Dietas com elevado teor lipidico se tornam fatores de risco para 0 CCR visto que altas
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concentracdes de gordura promovem um aumento significativo de acidos biliares secundarios,
como &cido desoxicolico e &cido litocdlico. O acido desoxicdlico causa ativacdo da proteina
quinase C e liberagdo de &cido araquiddnico, que posteriormente é convertido em
prostaglandinas pré-inflamatorias e pré-angiogénicas, além de espécies reativas de oxigénio,
que acarretam danos ao DNA e inibem a atividade de enzimas de reparo do DNA, tornando-se
entdo fator de risco para inflamagdo do colon e consequentemente o cancer (CHENG,;
RAUFMAN, 2005). Além disso, dietas com elevado teor lipidico induzem a altera¢cdes na
microbiota intestinal, ativacdo de vias pré-inflamatorias, podem levar a obesidade, além de
provocar estresse oxidativo, condicGes estas que associadas contribuem e culminam em
processos inflamatorios (BOJKOVA; WINKLEWSKI; WSZEDYBYL-WINKLEWSKA,
2020). Tal relacéo fica clara ao observar que em nosso trabalho o grupo tratado com TCM
associado ao DMH, no qual consumiu dieta padrdo para roedores com teor lipidico de apenas
10%, ndo apresentou superexpressao de COX-2, mas sim uma reducdo de 70% na expressao
dessa proteina em relacdo ao grupo DC+DMH, e ainda que sem diferenca estatistica
significativa uma reducdo de 41% em relacdo ao grupo DCTCM+DMH, onde em ambos 0s
perfis cetogénicos 94% das calorias sdo provenientes de lipidios.

A DC empregada no presente estudo € composta em sua maioria por gordura saturada,
que por sua vez apresenta elevado potencial em promover e potencializar inflamacdo, assim
como observado em nossos resultados, por reproduzir a agdo dos lipopolissacarideos conhecido
também como endotoxinas, um componente enddgeno da parede celular de todas a bactérias
gram-negativas. As endotoxinas quando ligadas ao seu receptor tool - like 4 (TLR4) estimula
certos fatores como NF-kB, que posteriormente ativa a expressao de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8, que possuem a capacidade de romper a barreira epitelial,
contribuindo assim para a permeabilidade intestinal. Dessa forma, ha a passagem de
endotoxinas, acidos graxos livres e citocinas inflamatdrias para a circulacao, propiciando dessa
maneira inflamacéo sistémica (CANI et al., 2007). Visto que a COX-2 é uma enzima induzivel,
sua expressdo em fibroblastos colorretais associados ao cancer pode ser influenciada por
estimulos pré-inflamatorios como o consumo excessivo de gordura saturada, na qual contribui
para a ativacdo de inUmeras cascatas moleculares desencadeando assim a diminuicdo de eventos
apoptoticos além de estimulos para a invasdo de celular (FRITSCHE, 2015; LEE et al., 2001).
Resultados similares foram encontrados por Cani et al. (2007) que demonstraram em seu estudo
que, roedores tratados com dieta rica em gordura (76%) apresentaram elevacdo de
biomarcadores de inflamacdo. Os autores relacionaram esse achado a elevacdo de endotoxinas

circulantes visto que o grupo no qual foi realizado a infusdo de endotoxinas, porém, tratados
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com dieta controle, apresentaram as mesmas alteracbes em relacdo aos biomarcadores
inflamatorios.

A DCTCM utilizada em nosso trabalho foi composta por 25% de gordura insaturada
oriundo do 6leo de canola, conhecida por apresentar propriedades anti-inflamatérias por levar
ao aumento de lipoproteinas de alta densidade, reducdo de triglicerideos, diminuicdo da
producdo de citocinas inflamatorias e do estresse oxidativo, modificagdo benéfica da microbiota
intestinal entre outros fatores ( BASSON et al., 2020; HART et al., 2008; LIU et al., 2016). O
grupo em foi induzido a leséo pré neoplasica de CCR e posteriormente tratado com DCTCM
apresentou uma reducdo de 52% nos niveis de COX-2 em relacdo a DC associada ao DMH, tais
resultados se relacionam com os mecanismos ligados a acdo dos diferentes acidos graxos
insaturados presentes na DCTCM, e sua capacidade em modular vias envolvidas na
carcinogénese. O PUFA 6mega-3 (acido graxo linolénico), encontrado em uma proporc¢édo de
11% no oleo de canola (SALEEM; AHMAD, 2018), configura reducdo de metabdlitos pro-
inflamatorios e pro-angiogénicos por competir com o acido araquidénico pelo metabolismo
enzimético catalisado pela COX-2 (KATO et al., 2022). J& o 6mega-9 (4cido oleico),
encontrado em uma proporc¢do de 61% no 6leo de canola (SALEEM; AHMAD, 2018), é capaz
de reduzir a expressdo de marcadores pro-inflamatorios IL-1B, p-IKK, p-IxkBa, TNFa e p-
JNK, expressdo de mMRNA IL-6 e 0 aumento da expressdo do mRNA da IL-10, além da ativacdo
do receptor acoplado a proteina G (GRP120). Essa ativagdo resulta no recrutamento de f-
arrestina e, consequentemente, no comprometimento da sinalizacdo inflamatoria através de
TABL1/2, importante via de transducao para receptores como o TRL-4, inibindo assim seu sinal
inflamatorio, como apresentado por DCTCM. Roedores alimentados com dieta rica em gordura
e acrescida de gordura poliinsaturada (assim como DCTCM), demonstraram aumento na
resisténcia transepitelial e reducdo da permeabilidade intestinal o que levou a impossibilitar a
dishiose, na qual apresenta um papel consideravel no processo inflamatério e a posteriori na
patogénese do cancer colorretal (LAM et al., 2015).

Dessa forma, a microbiota intestinal se mostra outro fator importante na regulacéo da
inflamacdo estando também relacionada com o desenvolvimento do CCR. Estudos apontam
que Fusobacterium nucleatum (TUNSJ@ et al., 2019), Streptococcus gallolyticus (KWONG et
al., 2018), Clostridium difficile (ZHENG et al., 2017), Clostridium septicum (KWONG et al.,
2018), Enterococcus faecalis (GERAVAND et al., 2019), Escherichia coli (DEJEA et al.,
2018), Peptostreptococcus stomatis (YU et al., 2017) e Bacteroides fragilis (HAGHI et al.,
2019) apresentam-se enriquecidos em amostras de mucosa fecal coldnica de tecido tumoral de

pacientes com CCR em relacdo a individuos saudaveis. Assim, cabe salientar que a interacdo
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entre os produtos finais do metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras sdo capazes de
modular de forma diferente a popula¢do microbiana do intestino. Nesse sentido fica claro que,
organismos submetidos a dieta cetogénica apesar de possuir um elevado teor lipidico apresenta
uma alteracdo na microbiota intestinal distinta da modulacdo gerada a partir de dietas
hiperlipidicas (LOKE et al., 2020).

A literatura aponta resultados refutaveis em relacdo a DC e modula¢do do microbioma
intestinal. Estudos in vitro e in vivo afirmam que corpos cetonicos, B-hidroxibutirato
especificamente, inibe seletivamente o crescimento de bifidobactérias (ANG et al., 2020),
outros estudos ja mostram uma diversidade bacteriana reduzidas devido ao baixo teor de

carboidratos (SWIDSINSKI et al., 2017), além de um aumento da quantidade de bactérias pro-
inflamatorias (PAOLI, 2014). Apesar dos resultados ainda serem controversos, Kong et al.

(2021) observaram que camundongos portadores de colite apresentaram reducéo significativa
da respostas inflamatorias apos serem tratados com dieta cetogénica que por sua vez atuou sob
a modificagho da microbiota intestinal aumentando drasticamente a abundancia
de Akkermansia, espécie relacionada com a melhora da homeostase da glicose, modulagéo das
respostas imunes e protecdo da funcdo de barreira intestinal. Além disso, a dieta cetogénica foi
capaz de elevar bactérias do género Roseburia produtoras de acido butirico. Curiosamente, este
mesmo estudo mostrou que animais alimentados com DC apresentaram niveis elevados de L-
asparagina nas fezes, no qual possui efeitos anti-inflamatérios em animais alimentados com
uma dieta rica em gordura e a0 mesmo tempo protege a barreira intestinal e reduz os danos
causados pelo endotoxinas. Apesar de ndo termos realizado analises nessa vertente, porém com
base na literatura, sugerimos que os diferentes perfis cetogénicos modularam de forma diferente
a microbiota intestinal visto que estes apresentam composicdo lipidica distinta. Acredita-se
entdo que a DC possivelmente tenha aumentado a colonizagdo de bactérias que contribuam para
0 processo inflamatorio, enquanto DCTCM possa ter apresentado modificacdes benéficas que
suprimam a inflamagéo.

A diferenca entre a composicao e qualidade lipidica das dietas cetogénicas utilizadas no
atual trabalho modularam o ganho de circunferéncia abdominal entre os animais, onde o0s
grupos em DCTCM apresentaram um ganho de C.Ab 50% menor quando comparado com o
grupo controle, sugerindo assim menor acumulo de gordura visceral, como descrito
anteriormente. A composicdo corporal ¢ um modulador inflamatorio bastante importante
(WATANABE et al., 2014), na obesidade a inflamacéo basal se mostra aumentada, onde o

tecido adiposo visceral tem maior contribuicdo por secretar niveis mais elevado de citocinas
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pré-inflamatorias em relacdo aos adipocitos subcutaneos (BLACK et al., 2017). Diante disso e
de acordo com 0s nossos resultados, a redugdo no ganho de C.Ab também pode ter contribuido
para a reducgéo na expressdo de COX-2 no grupo DCTCM quando comparado com o grupo DC.
A pesar dos mecanismos que explicam o elo entre gordura visceral e CCR ainda serem incertos,
essa relacdo é apoiada por estudos que correlacionam o acumulo de gordura visceral,
inflamacéo e casos de CCR. Lee et al. (2014) investigaram a relagdo entre a prevaléncia de
CCR e a area de gordura visceral comparando um grupo de cancer colorretal e um grupo de
controle pareado de mulheres coreanas e relataram que embora ndo haja relacao de causalidade,
a area de gordura visceral mediana foi significativamente maior no grupo CCR em comparacéo
com o grupo controle, além de que, a prevaléncia de CCR aumentou significativamente com o
aumento de gordura visceral.

Outro aspecto significativo na carcinogenese colorretal é a ativacdo de vias relacionadas
a proliferacdo celular, onde a elevacdo de PCNA, uma proteina identificada como uma ciclina
ou proteina auxiliar da DNA polimerase delta, desencadeia alteracfes na replicacdo do DNA,
dispde de um papel importante nas vias de reparo do DNA, além de relevante funcdo na
regulacdo do ciclo celular na fase G1 para a fase M, sendo entdo considerada um marcador de
proliferacdo de células cancerosas (GBOWMAN et al., 2005; ERDES et al., 1983;
STRZALKA; ZIEMIENOWICZ, 2011).

Como ja mencionado anteriormente, a expressao proteica de COX-2 se mostrou elevada
no grupo de DC combinado ao DMH, assim como a expressdo de PCNA. Tais achados se
correlacionam, visto que, a inflamacéo crénica leva ao estresse oxidativo por meio de elevadas
concentracdes de IL-1, IL-6 e TFN-a, fator este suficiente para ativar e causar mutacdes em
redes de sinalizagdo complexas, como PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-quinase) (ERASALO et
al., 2018; KREWSKI et al., 2019). A via PI3K quando mutada ou amplificada, a partir de
mutacdo pontual no gene PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic

subunit alpha) ou inativacdo do gene PTEN (phosphatase and tensin homolog), causa ativacdo

da AKT (proteina quinase B), que por meio de uma cascata de sinalizacao age sob a via mTOR

resultando em progressao do ciclo celular, proliferagdo celular, apoptose retardada além de
crescimento celular descontrolado (TIWARI et al., 2018). Mudancas no microambiente tumoral
proveniente de processo inflamatorio pode gerar mutagdes em RAS, podendo levar a ativacao
aberrante da via MAPK, principalmente MAPK p38, resultando em uma resposta fraca a
inibicdo EGFR (epidermal growth factor receptor) que também possui papel importante na

proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte de células tumorais (HIBINO et al., 2021).
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Outros estudos também apontam o vinculo entre biomarcadores de inflamacéao e proliferacao
celular, com isso nossos resultados vao ao encontro com os achados de Zhu et al. (2014), no
qual também foi explorado o efeito de uma dieta hiperlipidica, com 45% de calorias
provenientes de gordura, na incidéncia de adenoma col6nico induzido por DMH em ratos
Wistar machos. Os autores por sua vez encontraram intima relacdo entre dieta hiperlipidica e
concentra¢fes aumentadas de citocinas pré-inflamatoérias, bem como elevada expressdo de
COX-2 e PCNA em tecidos tumorais, porém tais achados ndo foram vistos no grupo no qual
recebeu dieta hipolipidica.

Para mais, em nossos resultados ainda € possivel observar que os diferentes perfis
lipidicos das dietas utilizadas modulam de certa forma a expressao de PCNA, visto que 0 grupo
DCTCM combinado ao DMH, apesar de possuir um elevado teor de gordura apresenta
proporcdes significativas de gordura insaturada, ndo mostrou elevacdo em ambos o0s
marcadores, PCNA e COX-2. Outros estudos mostram a influéncia da qualidade lipidica na
proliferacdo celular, Strouch et al. (2011) investigaram o efeito de dieta rica em acido graxo w-
3 em camundongos predispostos ao desenvolvimento de pré-cancer pancreético e puderam
observar que essa dieta foi capaz de reduzir a proliferacao celular em pré-cancer in vivo, onde
apenas 7,0% das células pré-cancerosas mostraram-se positivas para PCNA em animas do
grupo com dieta suplementado com ®-3, em compara¢do com camundongos da mesma idade
alimentados com a dieta padrdo nos quais apresentaram superexpressdo de PCNA em 24,3%
das células. Os autores relacionaram tais resultados com a influéncia do ®-3 na inibicdo da
proliferacdo celular por meio da indu¢éo da parada do ciclo celular na fase G1 e apoptose.

Ademais, o acido laurico encontrado em elevadas concentracbes no 6leo de coco,
apresenta efeitos anticancerigenos em diferentes tipos tumorais. Estudos mostram prevencao da
hiperplasia prostatica (VEERESH BABU et al., 2010), efeitos antiproliferativos e pro-
apoptoticos em cancer de mama e endometrial (LAPPANO et al., 2017), além de apoptose em
células de cancer de colon por meio de estresse oxidativo (FAUSER et al., 2013). Em um estudo
in silico e in vitro, no qual objetivou avaliar o papel dos &cidos graxos presentes no oleo de
coco em relacédo a vias proliferativas, os autores observaram aumento da citotoxicidade em
diferentes linhagens celulares de cancer de colon concomitante ao aumento gradual das doses
de &cido laurico, apresentando dessa forma atividade anticancerigena a partir da redugéo da
multiplicacdo celular por meio da inibig&o das atividades de TS (thymidylate synthase) e EGFR
(SHEELA et al., 2019).

Em muitos tipos tumorais é possivel observar a superexpressdo da via relacionada ao

EGFR, essencial para o crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular (CHANG et al.,
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2018). Particularmente, no CCR a regulacéo positiva do gene EGFR aparece em 80% dos casos
e esté relacionado ao risco de invasdo e metastase a partir da capacidade desse receptor em
formar um complexo com B-catenina, porém agentes que suspendam a sinalizagdo desta via,
assim como o &cido laurico, resultam na interrupcéo e reducéo de fatores contribuintes para a
carcinogénese (BARBOLINA; BURKHALTER; STACK, 2011).

Além disso, a maioria dos pacientes com CCR apresentam ainda elevada expresséo de
TS (POPAT; MATAKIDOU; HOULSTON, 2004). O 5-fluorouracil, um analogo do uracil, que
em meio celular é convertido em monofosfato de 5-fluoro-2-desoxiuridina, trifosfato de
fluorodesoxiuridina e trifosfato de fluorouridina, torna-se o agente quimioterapico mais eficaz
no tratamento desse tipo tumoral, por ser um inibidor de TS, bem como pela incorporagédo de
seus metabolitos em RNA e DNA (SAKATANI; SONOHARA; GOEL, 2019). A TS é uma
enzima essencial para a replicacdo do DNA, catalisando a conversdao de monofosfato de
desoxiuridina em monofosfato de desoxitimina para biossintese de desoxinucleotideos, que por
sua vez leva a danos no DNA, parada na fase S do ciclo celular e apoptose (YANG et al., 2021).
Elevadas concentracGes de TS tornam-se entdo uma limitacao critica para a acdo do 5-FU por
ser um fator mecanicista na resisténcia desse farmaco bem como preditor de ma resposta
terapéutica, além de estar relacionado a piora do progndstico geral dos pacientes (ANDRE et
al., 2015), mostrando dessa forma a necessidade de estudos mais aprofundados para avaliar a
real capacidade &cido laurico em reduzir a resisténcia do 5-FU, da mesma maneira que aumentar
a sensibilidade desse farmaco no tratamento do CCR, visto que ambos possuem influencia sob
a mesma enzima (SAKATANI; SONOHARA; GOEL, 2019).

A expressdo aberrante de tais vias envolvidas na proliferacdo e na regulagéo do ciclo
celular, proveniente de mediadores inflamatorios, resulta em crescimento continuo e
descontrolado além de sobrevivéncia de células cancerosas, mostrando-se, portanto, fator
oncogénico no crescimento e desenvolvimento do CCR (KOVEITYPOUR et al., 2019), porém
fica claro também que tais vias podem ser moduladas mediante baixas concentracdes de
lipidios, principalmente quando fontes de ®-3 ou ®-9, mostrando-se dessa forma possiveis
agentes adjuvantes na terapéutica do cancer ( SHEELA et al., 2019; STROUCH et al., 2011).

Em relacdo a expressdo de B-catenina, ja é claro na literatura que tumores colénicos
expressam altos niveis desta proteina (LU et al., 2019), dessa forma sugerimos que os elevados
niveis P-catenina encontrado nos diferentes grupos seja em decorréncia da carcinogenese
colorretal induzida quimicamente nos animais. O acumulo nuclear de (-catenina se relaciona
com sinalizagdes da via Whnt, esta por sua vez em condi¢fes de sinalizacdo adequada é

extremamente importante para manter o estado indiferenciado da populagédo de células-tronco
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do epitélio intestinal, porém quando sinalizada de forma aberrante associa-se com crescimento
tumoral, metastase, prognostico ruim e taxas de sobrevivéncia mais baixas (STEINHART;
ANGERS, 2018).

A ligacdo existente entre Wnt e B-catenina é iniciada com a ligacdo entre os
componentes da via ao dominio extracelular de um receptor acoplado a proteina GTP e a
proteina 5, transmitindo posteriormente um sinal para o citoplasma no qual inibe o complexo
de destruigdo de B-catenina composto por Axina, APC, proteina fosfatase 2A, glicogénio sintase
3 ¢ CKla (caseina quinase la) (STAMOS; WEIS, 2013), a B-catenina entdo se acumula no
citoplasma e transloca-se para o nucleo, onde por meio de uma cascata de ligacGes ativa a
transducdo génica alcancando respostas celulares relacionada a proliferacdo, invasdo e
metastase de células de CCR, por meio da regulacdo positiva dos protooncogenes ciclina D1,
c-Myc (MYC proto-oncogene) e PCNA (ZHANG et al., 2017).

Atualmente sabe-se que ha diversas condi¢cdes que podem influenciar a superexpressao
de B-catenina, cabendo destacar os elevados niveis de IGF, que por sua vez possuem a
capacidade de gerar acumulo de B-catenina no ndcleo celular através da sua translocacdo
advinda do citoplasma, estimulando, por conseguinte a expressdo de genes envolvidos na
proliferacdo celular (MORALI et al., 2001; WEN et al., 2017). Contudo, fatores que diminuam
os niveis de IGF, assim como perfis dietéticos cetogénicos (SHARMAN et al., 2002; ZHANG
et al., 2021), levariam a reducdo da expressdao de B-catenina ou ndo potencializariam sua
expressao em organismos pré-dispostos, assim como nossos resultados apontam. Dada relagédo
foi encontrada no estudo de Zhang et al. (2015), onde os autores analisaram o papel de IGF1R
em linhagens celulares de cancer colorretal e puderam evidenciar atenuagao nos niveis de -
catenina, além de inativacdo da via Wnt apo6s reducdo das concentracdes de IGFLR,
proporcionando dessa forma apoptose e inibi¢do do crescimento celular.

Além disso, a literatura apresenta estudos que mostram que outros perfis dietéticos
também sdo capazes de modular os niveis de expressdo de B-catenina. Em partes, a dieta
hiperlipidica por sua vez acaba apresentando semelhancas com a DC visto que em ambas a
maior porcao das calorias sdo advindas de lipideos. Dessa forma, Garcia-Villatoro et al. (2020),
revelam que o consumo de dietas com elevado teor de gordura promove proliferagéo celular em
criptas no estagio pré-maligno de cancer de célon bem como superexpressao de B-catenina. Liu
et al. (2012), também obtiveram resultado analogos, onde animais de experimentacdo quando
submetidos a dietas hiperlipidicas desenvolveram obesidade e consequentemente aumento da

expressdo de TNF-a no colon, que por sua vez levou a inativagcdo de GSK3p (glycogen synthase
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kinase 3 beta), importante inibidor da sinalizacdo Wnt, suprimindo dessa forma a degradacao
de B-catenina e acimulo dessa proteina.

Tais estudos divergem dos resultados do presente trabalho, apesar dos perfis cetogénicos
aqui serem constituidos por 94% de lipidio ndo foi observado diferenca significativa em relagédo
a expressdo de B-catenina entre 0s grupos de tratamento que receberam DC e DCTCM. Tal
resultado pode ter se dado pelo fato de que dietas hiperlipidicas em sua maioria se mostram
também hipercaldricas, sendo a supernutricdo um fator de risco para 0 CCR (BENNINGHOFF
etal., 2020). Isso posto, no nosso trabalho apesar do elevado teor de gordura presente nos perfis
dietéticos o consumo calorico foi mensurado, dessa forma todos 0S grupos experimentais
consumiram quantidade energética aproximada, ndo tento interferéncia de tal variavel.

Contudo, embora o nimero de lesdes pré-neoplasicas no célon de roedores tenha
diminuto expressivamente nos diferentes tratamentos, o efeito quimiopreventivo nao se deu em
decorréncia da reducdo da resposta inflamatdria e proliferacdo celular, porém fica claro a
influéncia do teor lipidico, qualidade dos &cidos graxos contidos em cada perfil cetogénico bem

como a influéncia dos corpos cetdnicos sob tais vias.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho, mostram que ambas as dietas utilizadas apresentam
baixas concentragdes de fendlicos e flavonoides totais, em vista de seus alimentos fontes e,
consequentemente nao apresentaram potencial antioxidante. As dietas foram bem aceitas pelos
animais e revelam capacidade de induzir o organismo ao estado de cetose sem influenciar nos
niveis de glicose, em uma razdo cetogenica 7:1. Nenhuma influéncia em relacdo ao
desenvolvimento dos animais foi notada, embora alguns pardmetros antropomeétricos levam a
presumir que houve modulacéo na composicdo corporal. Todos os tratamentos foram eficazes
em reduzir significativamente os danos induzidos no DNA de células da medula éssea bem
como a formacdo de lesdes pré-neoplésicas no cdlon especialmente quando compostas por TCM
associado a um perfil lipidico insaturado. Neste sentido, a reducdo de lesBes pré-neoplasicas se
da atraves da reducdo da mutagénese. No entanto, o efeito quimiopreventivo apresentado ndo
estdo diretamente relacionados a modulacgéo de vias inflamatdrias e proliferativas, mas é fato
que os diferentes perfis lipidicos apresentados pelas dietas sdo responsaveis pela variada
resposta encontrada para os marcadores avaliados. Em suma, a dieta cetogénica apresenta um
potencial quimiopreventivo, tal resultado possivelmente se da a partir da soma de interacdes
entre diferentes fatores que compde uma DC, uma vez que perfis dietéticos sdo compostos por
inimeros fatores complexos que podem influenciar de formas diferentes os variados

mecanismos envolvidos nas respostas quimiopreventivas da carcinogénese.
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APENDICE A - ANALISE HISTOLOGICA DOS FCA E DAS CA NO COLON DOS RATOS WISTAR

Focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon distal de ratos Wistar submetidos aos diferentes modelos de dieta

e respectivos controles.

Tratamento Numero de FCA NUmero de FCA NuUmerode CA CA/FCA

1 cripta 2criptas  3criptas  4criptas 5 criptas

CN 0 0 0 0 0 0 0 0
DC 0 0 0 0 0 0 0 0
DCTCM 0 0 0 0 0 0 0 0
TCM 0 0 0 0 0 0 0 0

FCA — Focos de criptas aberrantes, CA — Criptsa aberrantes, CN — Controle negativo, DC — Dieta cetogenica, DCTCM - Dieta cetogénica com triglicerideo de cadeia média,
TCM — Triclicerideo de cadeia média. n = 3 animais por grupo.
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ANEXO A - COMPROVANTE DE APROVACAO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA EM ANIMAIS

MINISTERIO DA EDUCACAO

Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

Lad 0% 11154, de 29 de puhe & 2005

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada EFEITO DA DIETA CETOGENICA NA
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n® 0018/2021, sob a responsabilidade de Pollyanna Francielli de Oliveira, que envolve a producao,
manutencao ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de 26/04/2021 a 24/04/2023, encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado
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