Evidéncia de que os acidos B-hidroxibutirato e
acetoacetato nao causam estresse oxidativo em
cOrtex cerebral de ratos jovens in vitro
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RESUMO

O actimulo dos corpos cetonicos (CC) acetoacetato (AcAc) e B-hidroxibutirato (BHB) ocorre durante o
jejum e durante episédios de descompensacdo metabélica em desordens neurometabélicas herveditdrias. O presente
estudo investigou o efeito in vitro do AcAc e do BHB sobre vdrios pardametros de estresse oxidativo em cértex
cerebral de ratos jovens. Nossos resultados demonstraram que o AcAc e o BHB ndo foram capazes de alterar
os pardmetros testados. Concluindo, estes dados sugerem que o AcAc e o BHB ndo possuem propriedades anti-
oxidantes ou pré-oxidantes em cértex cerebral de ratos jovens.
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ABSTRACT

The ketone bodies (CC) acetoacetate (AcAc) and B-hydroxybutyrate (BHB) accumulation occurs during
fasting and during metabolic decompensation in inherited neurometabolic disorders. The present study investigated
the in vitro effect of AcAc and BHB on several oxidative stress parameters in cerebral cortex of young rats. Our
results show that AcAc and BHB did not alter the parameters analysed. Concludingly, the data sugest that CC
do not act as pro-oxidant nor antioxidant effects in cerebral cortex of young rats.

Key words: Ketone bodies, acetoacetate, B-hidroxibutirate, rats, in vitro.

INTRODUCAO

Os corpos cetonicos (CC) sio conhecidos como
uma grande fonte de energia utilizada no jejum
(OWEN et al. 1967). Os CC, B-hidroxibutirato
(BHB), acetoacetato (AcAc) e acetona, sdo produ-
zidos pela degradacio de 4cidos graxos no figado e
liberados na circulagfo para serem incorporados por
varios tecidos extra-hepéticos incluindo o cérebro para
fornecer energia (MITCHELL et al. 1995). Concen-
tracoes plasmaticas elevadas de CC sdo devido a um
aumento de produgio, a uma diminui¢io do consumo
ou a uma alteraco de algum processo especifico re-
gulatério em seu metabolismo. Os CC também estao
caracteristicamente elevados em condigdes patolé-
gicas como diabetes durante descompensagio meta-
bolica (aumento na producéo) e defeitos cetoliticos
(diminui¢io no uso) como nas deficiéncias da acetoa-
cetil-CoA tiolase (T2) e da succinil CoA: 3-oxoacido
CoA transferase (SCOT), nas quais as concentragdes
sangufneas dessas substincias (cetose) podem atingir
niveis tAo elevados quanto 25 mM (ADROGUE et al.
1982; LAFFEL 1999; NIEZEN-KONING et al. 1997,
MITCHELL e FUKAO 2001; FUKAQ et al. 2004).
Pacientes afetados pelas deficiéncias de T2 e SCOT
normalmente apresentam sintomas neuroldgicos

(MITCHELL e FUKAO 2001).

Apesar de apresentarem efeitos benéficos como
excelentes substratos para formacio de energia,

agdes deletérias vem sendo demonstradas para os
CC, como por exemplo gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS), induzir lipoperoxida¢do e niveis
diminuidos de glutationa reduzida (GSH) em eritré-
citos, células endoteliais e mondcitos de pacientes
diabéticos, e em culturas de células hepaticas in vitro
(JAIN et al. 1998, 1999; JAIN e MCVIE 1999; LEE
etal. 2002; SQUIRES et al. 2003; ABDELMEGGED
etal. 2004; BROOKES et al. 2004; Jain et al. 2000).
Também vem sendo demonstrado que ocorre estresse
oxidativo em diabéticos hipercetonémicos, mas nao
em normocetonémicos em comparagao com indivi-

duos normais (JAIN et al. 20006).

A maioria destes estudos associam hipercetone-
mia, especialmente com altos niveis de AcAc, com
inducéo de peroxidagio lipidica e normocetonemia
com reducio do dano oxidativo a lipideos (JAIN et
al. 1998, 1999; JAIN e MCVIE 1999). No entanto, a
ativacio de rotas de sinalizagio celular envolvida com
o estresse oxidativo por corpos cetdnicos ainda nio foi
estabelecida e o papel dos CC induzir estresse oxida-
tivo até agora foi baseado em resultados obtidos com
somente alguns parAmetros e em tecidos periféricos.

Por outro lado, trabalhos prévios tem demons-
trado que uma dieta cetogénica é neuroprotetora
contra varias doencas agudas e cronicas (GILBERT

etal. 2000; KASHIWAYA et al. 2000). Além disso,
foi verificado que o BHB e 0 AcAc protegem neu-
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ronios hipocampais expostos a MPP*, um inibidor
daNADH desidrogenase e reduzem o dano cerebral
de roedores submetidos a inibicio da glicolise ou
isquemia generalizada in vivo e in vitro (SUZUKI et

al. 2001, 2002; MASSIEU et al. 2003).

No presente estudo tivemos como objetivo
avaliar os efeitos de BHB e AcAc, nas concentra-
¢oes encontradas em pacientes diabéticos durante
crises de cetoacidose e em individuos afetados pelas
deficiéncias da SCOT e da T2 sobre um amplo
espectro de parAmetros de estresse oxidativo, tais
como quimiluminescéncia e substincias reativas
ao 4cido tiobarbitdrico (TBA-RS) (peroxidacéo
lipidica), formagao de carbonilas e oxidagio de
grupamentos sulfidrila (dano oxidativo a proteinas),
reatividade antioxidante total (TAR) e niveis de
GSH (defesas antioxidantes nio-enziméticas) em
cérebro de ratos jovens.

MATERIAL E METODOS

Animais de experimentacao: Foram utilizados
ratos Wistar de 30 dias de idade, de ambos os sexos,
fornecidos pelo Biotério do Departamento de Bioqui-
mica, ICBS, UFRGS. Os ratos foram mantidos em ci-
clos de claro-escuro de +12 horas a uma temperatura
de 24+1°C. Os animais tinham livre acesso a dgua e
a0 alimento (racdo Supra ou Purina, Sdo Leopoldo,
RS). A utilizagio dos animais seguiu um protocolo
experimental aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e os Principios
de Cuidados de Animais de Laboratério (Principles of
Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Satde
dos Estados Unidos da América, NIH, publicagio
ntmero 80-23, revisada em 1996).

Reagentes: foram utilizados reagentes quimicos
das marcas Sigma e Merck.

Preparacao das amostras
para analise dos parametros
bioquimicos de estresse
oxidativo

Os animais foram sacrificados por decapitagio com
guilhotina e sem anestesia, a caixa craniana foi aberta
e o seu contetdo retirado e, a partir de entfo, mantido
sobre uma placa de vidro a aproximadamente 0°C. O
cérebro foi limpo, sendo retirado o excesso de sangue
dos vasos externos. Posteriormente, o bulbo olfatério,
o tronco cerebral e o cerebelo foram desartados, e o
coértex cerebral dissecado, pesado e homogeneizado
em tampao fosfato de sddio 20 mM, pH 7,4, contendo
KCl 140 mM, na proporgio de 1:10 (peso/volume).
Finalmente, foram retiradas aliquotas para a realizacio
de uma pré-incubacio de 60 min a 37° C na auséncia
dos metabdlitos a serem testados (grupo controle) ou
na presenca dos mesmos (grupos teste).

Parametros de Estresse
oxidativo (oxidacoes biologicas)

Medida dos niveis das substancias reativas ao dcido
tiobarbitiirico (TBA-RS): foi realizada baseando-se

na reacdo do malondialdeido formado na amostra
durante a incubacio com o 4cido tiobarbitdrico

(ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990).

Medida da_quimiluminescéncia espontdnea: foi
realizada através da medida da quimiluminescéncia
emitida pelos radicais livres formados no processo
de lipoperoxidagdo em homogeneizado de cértex

cerebral (GONZALEZ-FLECHA et al., 1991).
Medida do conterido de sulfidrilas totais: foi realiza-

da através da reducio do 4cido ditionitrobenzdico
(DTNB) pelos grupamentos ti¢is niao-oxidados
das proteinas contidas na amostra (AKSENOV e
MARKESBERY, 2001).
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Medida do conterido de grupos carbonila: foi reali-

zada de acordo com o método de Reznick e Packer
(1994), em que os grupos carbonila presentes em
protefnas oxidadas contidas na amostra reagem com

dinitrofenil-hidrazina (DNPH).

Determinacdo das concentracées de glutationa
reduzida (GSH): foram determinadas através
do método descrito por Browne e Armstrong
(1998), em que GSH reage com o fluoréforo
o-ftaldialdeido.

Reatividade Antioxidante Total (TAR): foi
determinada pelo método descrito por Lissi et
al. (1995), através da medida da intensidade de
quimiluminescéncia do luminol induzida pelo 2,
2’-azo-bis- (2-amidinopropano) (ABAP) & tempe-
ratura ambiente.

Analise Estatistica

Os resultados foram analisados usando o pro-
grama SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 16.0 em um computador PC
compativel. Para os experimentos, utilizou-se ana-
lise de variAncia de uma via (ANOVA) seguida
do teste de Duncan, quando o valor de F foi signi-
ficativo. Utilizou-se também o teste t de Student
para amostras pareadas. Um valor de P <0,05 foi
considerado significante.

Medida de Proteinas

O contetdo protéico em todas as técnicas em-
pregadas foi determinado pelo método de Lowry
etal. (1951), usando albumina bovina sérica como
padrio.

RESULTADOS

A peroxidagio lipidica foi inicialmente inves-
tigada através dos niveis de TBA-RS e quimilu-
minescéncia em cérebro de ratos. As Figuras 1 e
2, respectivamente, mostram que sob condigdes
basais AcAc [F 51 =2,440; P=0,115] ¢ BHB
[F 6= = 1,043; P O ,409] nao alteraram os valo-
res de TBA-RS em doses tdo altas quanto 25mM.
Similarmente, AcAc [F( =0,183; P=0,906]
(Figura 3) e BHB [F; ,=0,360; P=0,782]
(Figura 4) nao alteraram os valores de quimilu-
minescéncia em sobrenadante cortical de ratos.
[sso também pode ser visto nas Figuras 5 e 6 onde
tanto o AcAc [F( =29,854; P<0,001] como o
BHB [F(3 16) =42, 048 P<0,001], respectivamen-
te, tambem nio alteraram o aumento dos niveis
de TBA-RS causado pelo sistema gerador de ra-
dicais hidroxila. Sendo assim, podemos concluir
que o BHB e 0 AcAc néo provocam peroxidacio
lipidica em cértex cerebral de ratos.

O dano oxidativo protéico foi avaliado pela
medida dos contetidos de sulfidrilas e carbonilas.
O AcAc [F(3,12)=0,622; P=0,614] (Figura 7) e
oBHB [F(3,12)=0,777; P=0,529] (Figura 8) ndo
alteraram a oxidagio das sulfidrilas e tampouco
o conteddo de carbonilas [Figura 9 — AcAc:
F(3,20)=1,757; P=0,188], [Figura 10 — BHB:
F(3,15)=0,847; P=0,489], nas concentragdes
de 1 a 25 mM, indicando que estes metabdlitos
nfo causam dano oxidativo protéico em cortex
cerebral.

As defesas antioxidantes ndo-enziméticas
foram também investigadas através da medida do
TAR e dos niveis de GSH. Nossos resultados de-
monstram que o AcAc [F(3,8)=0,304; P=0,822]
(Figura 11) bem como o BHB [F(3,8)=0,422;
P=0,743] (Figura 12) nio modificaram o valor
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do TAR.

Da mesma maneira, ambos os meta-

bélitos nao alteraram os niveis de GSH [AcAc:
F(3,12)=0,744; P=0,530] (Figura 13), [BHB:
F(3,12)=2,069; P=0,158] (Figura 14). Além
disso, AcAc e BHB, na concentragio de 25mM,
também nfo foram capazes de oxidar uma solugio
comercial de GSH na concentracio de 200 uM,
enquanto 150 uM de N-etilmaleimida (controle
positivo) promoveu a oxidagdo de 75% de uma
solucdo de 200 uM de GSH [F(3,4)=16,123;
P<0,001] (resultados ndo demonstrados).

120
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| I I |

TBA-RS
(% do controle)

Figura 1 -

10
AcAc (mM)

Efeito in vitro do acido acetoacético (AcAc) sobre
as substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBA-RS) em homogeneizados de cortex de
cérebro de ratos jovens. Os valores representam
média + desvio padrao (n=4) e foram expressos
em percentual dos controles (4,15 + 0,15 mmol/
mg de proteina). A diferenca entre as médias foi
calculada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relacéo ao controle.
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Figura 2 -

Quimiluminescéncia
(% do controle)

Figura 3 -

10
BHB (mV)

Efeito in vitro do acido B-hidroxibutirico (BHB)
sobre as substancias reativas ao acido tiobarbitu-
rico (TBA-RS) em homogeneizados de cortex de
cérebro de ratos jovens. Os valores representam
média + desvio padrao (n=>5) e foram expressos
em percentual dos controles (4,15 = 0,15 mmol/
mg de proteina). A diferenca entre as médias foi
calculada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenga
significativa em relagdo ao controle.

10
AchAc (mM)

Efeito in vitro do &cido acetoacético (AcAc) sobre a
quimiluminescéncia em homogeneizado de cortex
de cérebro de ratos jovens. Os valores representam
média + desvio padrao (n=5) e foram expressos
em percentual do controle (3632 + 706 cpm/min).
A diferenca entre as médias foi calculada por andlise
de variancia de uma via (ANOVA). N&o foi detectada
nenhuma diferenca significativa em relagao ao con-
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Quimiluminescéncia
(% do controle)

Figura 4 -

TBA-RS
(% do controle)

Figura 5 -

trole.

1 10
BHB (mM)

Efeito in vitro do acido B-hidroxibutirico (BHB)
sobre a quimiluminescéncia em homogeneizado
de cértex de cérebro de ratos jovens. Os valores
representam média + desvio padrdo (n=5) e
foram expressos em percentual do controle (3632
+ 706 cpm/min). A diferenga entre as médias foi
calculada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relagao ao controle.

Controle

AcAc

Sistema  AcAc + Sistema

Efeito in vitro do acido acetoacético (AcAc) sobre
os niveis de TBA-RS na presenca de um sistema
gerador de radicais hidroxila em homogeneizados
de cortex de cérebro de ratos jovens. Os valores
representam média + desvio padrao (n=5) e foram
expressos em percentual dos controles (3,74 =+
0,40 mmol/mg de proteina). A diferenca entre as
meédias foi calculada por analise de variancia de
uma via (ANOVA), seguindo-se do teste de Duncan
(*P<0,05, *** P <0,001, comparado ao controle).

TBA-RS

0 do controle

(%d trole)
g

Figura 6 -

Conteudo de Sulfidrilas
(% do controle)

Figura 7 -

Sistema  BHB + Sistema

Efeito in vitro do &cido B-hidroxibutirico (BHB) sobre
os niveis de TBA-RS na presenca de um sistema
gerador de radicais hidroxila em homogeneizados
de cértex de cérebro de ratos jovens. Os valores
representam média + desvio padrao (n=>5) e foram
expressos em percentual dos controles (3,74 =
0,40 mmol/mg de proteina). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguindo-se do teste de Duncan
(*P<0,05, *** P <0,001, comparado ao controle).

Controle 1

10
AcAc (mM)

Efeito in vitro do acido acetoacético (AcAc) sobre a
medida de grupos sulfidrila em homogeneizado de
cortex de cérebro de ratos jovens. Os valores repre-
sentam média + desvio padrao (n=5) e foram ex-
pressos em percentual do controle (15,0261 + 9,47
nmol de sulfidrila/mg de proteina). A diferenga entre
as médias foi calculada por andlise de variancia
de uma via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma
diferenga significativa em relagao ao controle.
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Contetdo de Sulfidrilas
(% do controle)

Figura 8 -
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Formacao de Carbonilas
(% do controle)
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Figura 9 -

10
BHB (mM)

Efeito in vitro do &cido B-hidroxibutirico (BHB) sobre
a medida de grupos sulfidrila em homogeneizado
de cortex de cérebro de ratos jovens. Os valores
representam média = desvio padrao (n=4) e foram
expressos em percentual do controle (15,0261 =
9,47 nmol de sulfidrila/mg de proteina). A diferenca
entre as médias foi calculada por andlise de variancia
de uma via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma
diferenca significativa em relagao ao controle.

10
AcAc (mM)

Efeito in vitro do &cido acetoacético (AcAc) sobre
a formacéo de carbonilas em homogeneizado de
cortex de cérebro de ratos jovens. Os valores repre-
sentam média * desvio padrao (n=6) e os resultados
expressos em percentual do controle (0,74 = 0,11
nmol de carbonila/mg de proteina). A diferenca entre
as médias foi calculada por andlise de variancia de
uma via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma dife-
renca significativa em relagcéo ao controle.

g 8 B B
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Formacgao de carbonilas
(% do controle)
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Figura 10 -

TAR
(% do controle)

Figura 11 -

10
BHB (m))

Efeito in vitro do &cido B-hidroxibutirico (BHB) sobre
a formagao de carbonilas em homogeneizado de
cortex de cérebro de ratos jovens. Os valores repre-
sentam média + desvio padrdo (n=7) e foram ex-
pressos em percentual do controle (0,86 = 0,17nmol
de carbonila/mg de proteina). A diferenca entre as
médias foi calculada por andlise de variancia de uma
via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relacéo ao controle.

10
AcAc (mM)

Efeito in vitro do acido acetoacético (AcAc) sobre a
reatividade antioxidante total (TAR) em homogeneiza-
do de cértex de cérebros de ratos jovens. Os valores
representam média + desvio padrao (n=3) e estao
expressos em percentual do controle (66,73+6,30
nmol de Trolox/ mg de proteina). A diferenga entre as
meédias foi calculada por andlise de variancia de uma
via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relagao ao controle.
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Figura 13 -

10
BHB (mV)

Efeito in vitro do &cido B-hidroxibutirico (BHB) sobre a
reatividade antioxidante total (TAR) em homogeneiza-
do de cértex de cérebros de ratos jovens. Os valores
representam média + desvio padrdo (n=3) e estao
expressos em percentual do controle (66,73+6,30
nmol de Trolox/ mg de proteina). A diferenga entre as
meédias foi calculada por andlise de variancia de uma
via (ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relagao ao controle.

Controle 10 25
AcAc (mV)

Efeito in vitro do acido acetoacético (AcAc) sobre
as concentracoes de glutationa reduzida (GSH)
em homogeneizado de cortex de cérebro de ratos
jovens. Os valores representam média + desvio
padrao (n=4) e foram expressos em percentual
do controle (8,78 = 0,94 mmol/mg de proteina).
A diferenca entre as médias foi calculada por
andlise de variancia de uma via (ANOVA). Nao
foi detectada nenhuma diferenca significativa em
relagdo ao controle.

GSH
(% do controle)

10
BHB (mV)

Figura 14 - Efeito in vitro do acido B-hidroxibutirico (BHB)
sobre as concentragbes de glutationa reduzida
(GSH) em homogeneizado de cértex de cérebro
de ratos jovens. Os valores representam média
+ desvio padrao (n=4) e foram expressos em
percentual do controle (8,78 + 0,94 mmol/mg
de proteina). A diferenca entre as médias foi
calculada por andlise de variancia de uma via
(ANOVA). Nao foi detectada nenhuma diferenca
significativa em relacao ao controle.

DISCUSSAO

Existem relatos controversos na literatura sobre
atividades pré-oxidantes e antioxidantes dos CC
que estdo normalmente aumentados em pacientes
durante descompensac¢do metabdlica (producéo
elevada) e em individuos afetados pelas deficién-
cias de SCOT e T2 (diminuigio da degradagéo).
Estudos prévios revelaram que AcAc, mas nio o
BHB, parece induzir geragio de espécies reativas
em células periféricas (JAIN et al. 1998, 1999; JAIN
e MCVIE 1999; ABDELMEGGED et al. 2004;
JAIN et al. 2006). Além disso, algumas evidéncias
tem revelado que o BHB possui atividades neuro-
protetoras in vivo e in vitro provavelmente através
de suas propriedades antioxidantes (GILBERT et

al. 2000; KASHIWAYA et al. 2000; SUZUKI et
al. 2001, 2002; MASSIEU et al. 2003). Outros
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estudos demonstram que esses CC, com énfase
particular ao BHB, reduzem o dano oxidativo no
tecido cardfaco (Veech et al. 2001). Entretanto, em
geral estes trabalhos utilizam poucos parAmetros de
estresse oxidativo, particularmente a peroxidacio
lipidica e os niveis teciduais de GSH.

No presente estudo investigamos os efeitos in
vitro do BHB e AcAc, nas concentragdes normal-
mente encontradas no sangue de pacientes diabé-
ticos com severa descompensacio metabdlica e de
pacientes afetados pelas deficiéncias de SCOT e T2,
sobre um largo espectro de parAmetros de estresse
oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens.

Observamos que a peroxidagio lipidica (qui-
miluminescéncia e niveis de TBA-RS), o dano
oxidativo protéico (oxidacdo de sulfidrilas e for-
magio de carbonilas) e as defesas antioxidantes
nio enziméticas (TAR e GSH) nio foram alteradas
por doses de BHB e AcAc tio elevadas quanto 25
mM no tecido cerebral. Também observamos que
os CC nio afetaram o aumento de produgio de
ERO induzida por um sistema gerador de radical
hidroxila. Portanto, sob condicoes basais com uma
alta produgio de radicais livres, 0 AcAc e o BHB
nAo foram capazes de reduzir ou aumentar os pa-
rAmetros de estresse oxidativo no cérebro. Além
disso, BHB e AcAc nfo oxidaram os grupamentos
sulfidrila de uma solugio comercial de GSH.

Nossos resultados, em conjunto, nfo sustentam
a hipétese de queo BHB e o AcAc atuam in witro
como potentes agentes pré ou antioxidantes diretos
ou indiretos no sistema nervoso central. Esta conclu-
s30 estd de acordo com o fato de que diabéticos com
freqiientes e severos episddios cetdticos ndo sofrem
danos neuroldgicos e psicomotores aparentes. Além
disso, o desenvolvimento fisico e mental é normal
nos pacientes afetados pelas deficiéncias de SCOT
e T2 com cetose e cetondria persistentes, refletindo

um desenvolvimento normal do SNC, bem como das
fungoes cerebrais (NIEZEN-KONING et al. 1997),
como poderia ser esperado no caso em que AcAc e
BHB provocassem estresse oxidativo ja que o cérebro
¢ especialmente vulnerdvel ao ataque de radicais
livres JAIN et al. 1998, 1999; JAIN e MCVIE 1999;
ABDELMEGGED et al. 2004; JAIN et al. 2006).

Por outro lado, ndo podemos excluir a possibi-
lidade de que os corpos cetdnicos, especialmente
0 AcAc, pudessem atuar como pro-oxidantes
em tecidos periféricos bem como vem sendo
demonstrado em mondcitos, eritrécitos e células
endoteliais principalmente em pacientes diabéti-
cos com alto nivel de cetonas no sangue (JAIN et
al. 1998, 1999; JAIN e MCVIE 1999; LEE et al.
2002; SQUIRES et al. 2003; ABDELMEGGED
et al. 2004; JAIN et al. 2006). Neste particular,
atividades pré-oxidantes, pelos quais os mecanis-
mos ainda nio estdo bem estabelecidos, tem sido
particularmente atribuidas ao AcAc em células
periféricas (JAIN e MCVIE 1999) e em um sistema
livre de células (JAIN et al. 2006). Além disso, ndo
podemos até o presente momento estabelecer o
papel dos CC no estresse oxidativo caracteristicos
em diabéticos j4 que a hiperglicemia é também
capaz de induzir estresse oxidativo, bem como
em mondcitos e na disfung¢do endotelial (JAIN
1989; RAJESWARI et al. 1991; TESFAMARIAM
e COHEN 1992; NISCHIKAWA et al. 2000;
NATARAJAN et al. 2002).

Outros resultados revelaram propriedades
neuroprotetoras para estas substancias in vitro e in
vivo e especialmente para o BHB em isquemia, epi-
lepsia, inibi¢ao da glicdlise, doencas de Parkinson e
Alzheimer (GILBERT et al. 2000; KASHIWAYA
et al. 2000; SUSUKI et al. 2001, 2002; MASSIEU
et al. 2003; Malouf et al. 2007). Pode-se presumir
que a indugio neuroprotetora do BHB pode ocorrer
via mecanismo indireto como, por exemplo, pela
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reposi¢o energética tecidual devido ao aumento
da respiracio celular e produgio de ATP nestas
situagdes caracterizadas por déficit de energia, ao
invés das atividades antioxidantes diretas (SUZUKI
et al. 2001; VEECH et al. 2001). Neste contexto,
estd bem estabelecido que os corpos cetdnicos
sdo excelentes substratos para geragio de energia
no cérebro (MORRIS 2005). Alternativamente,
dietas cetogénicas podem ser neuroprotetoras pelo
aumento do nivel de proteinas desaclopadas no hi-
pocampo, conduzindo indiretamente a diminuigao
da produgio de espécies reativas e excitabilidade

neuronal (SULLIVAN et al. 2004).

Concluindo, o presente estudo demonstrou
que 0 AcAc e o BHB per se ndo promovem ou
previnem o estresse oxidativo in vitro no cérebro
de ratos em desenvolvimento. Varios parAmetros
de estresse oxidativo foram testados, distintamen-
te de outros estudos descritos na literatura que
basicamente testaram os efeitos dos CC sobre a
peroxidacdo lipidica e os niveis de GSH. Presu-
mimos que os efeitos neuroprotetores observados
pelo AcAc e particularmente BHB em virias situa-
¢Oes patoldgicas in vivo e em culturas de células
hipocampais sio, a0 menos em parte, indiretos e
provavelmente devidos a restauragio dos substra-
tos energéticos necessarios para a sobrevivéncia e
atividade neuronal. Nao podemos também excluir
que os estudos contraditérios de estudos prévios
e do presente trabalho em relagio aos efeitos pro
ou antioxidantes dos CC provavelmente refletem
diferencas de metodologia ou teciduais especificas.
Neste contexto, demonstramos no presente estudo
que estes compostos nio alteram os parAmetros
de estresse oxidativo no cérebro, enquanto que
quase todos os estudos descritos anteriormente
demonstram os efeitos desses corpos cetOnicos
em tecidos periféricos.
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