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RESUMO

A epilepsia € um disturbio crénico da funcéo cerebral, caracterizado pela presenca
de crises convulsivas recorrentes e espontaneas. Trata-se de uma das mais
frequentes e graves doencas neurolégicas, que afeta cerca de 50 milhdes de
pessoas no mundo, principalmente criangas. Dentre estas, 40% apresentam crises
refratarias as drogas antiepilépticas existentes. Op¢des ndo farmacologicas, como
cirurgia, estimulacdo do nervo vago e dieta cetogénica, sdo oportunas. Esta dieta,
utilizada desde 1921 no tratamento da epilepsia farmaco-resistente, caracteriza-se
por alta concentracdo de lipideos e, frequentemente, por baixa concentracdo de
carboidratos e proteinas. Tradicionalmente, a dieta cetogénica utiliza como fonte
lipidica os triacilglicerdis de cadeia longa (TCL); porém, os triacilgliceréis de cadeia
média (TCM) sdo considerados um substrato alternativo, por promoverem
cetonemia/cetonuria de forma mais rapida. O Oleo proveniente do coco (Cocos
nucifera L.) representa uma fonte natural de TCM, sendo utilizado para diversos fins,
inclusive terapéuticos. A presente dissertacdo visa investigar os efeitos de dieta
cetogénica a base de 6leo de coco e 6leo de soja sobre as crises convulsivas de
ratos epilépticos. E constituida por um capitulo de revisdo, intitulado Epilepsias
farmaco-resistentes: uma énfase no tratamento cetogénico, e um artigo de
resultados, intitulado Efeito de dieta cetogénica a base de 6leo de coco sobre as
crises convulsivas de ratos portadores de epilepsia induzida por pilocarpina. O artigo
trata de um estudo experimental realizado com ratos Wistar, alocados em trés
grupos (n=10), denominados, segundo a dieta recebida, em Controle (dieta padréo
AIN-93G), CetoTAGcoco (dieta cetogénica a base de 6leo de coco; AIN-93G
modificada, com 7% de 6leo de soja, 22,79% de 6leo de coco extra-virgem e 40% de
margarina) e CetoTAGsoja (dieta cetogénica a base de 6leo de soja; AIN-93G
modificada, com 29,79% de 6leo de soja e 40% de margarina). A proporcéo lipideos:
carboidratos+proteina das dietas cetogénicas foi de 3,5:1 (dieta controle, 1:11,8). O
periodo experimental totalizou 19 dias. Os animais submetidos aos tratamentos
cetogénicos apresentaram consumo alimentar (g) inferior, porém, consumo
energético (Kcal) e ganho de peso corporal (g) semelhantes ao grupo Controle. As
andlises comportamentais demonstraram que 0s animais dos grupos experimentais
ndo diferiram entre si quanto a freqiiéncia e a duracéo total das crises; entretanto, os
animais do grupo CetoTAGCcoco tiveram menor duracdo média de crises no 19°
dia, que o grupo Controle (0,00+0,00 contra 22,78+12,95, respectivamente; p<0,05).
Adicionalmente, o grupo CetoTAGcoco apresentou valores inferiores de variagao de
frequéncia e de duracédo das crises entre 0 19° e o 1° dia de tratamento, que o0 grupo
Controle (9,00+1,73 contra 11,00+1,00, para frequéncia, e 20,80+12,61 contra
49,14+21,15, para duracdo, respectivamente; p<0,05). Os resultados do presente
estudo apontam para um possivel efeito protetor da dieta cetogénica a base de 6leo
de coco extra-virgem sobre as crises convulsivas. Tais resultados, associados a
estudos que atestem a confiabilidade e a tolerancia do consumo de 6leo de coco,
particularmente em proporcdes cetogénicas, poderiam indicar um beneficio potencial
deste Oleo no controle das crises convulsivas, especialmente para individuos
portadores de epilepsia refrataria a medicamentos.

Palavras-chave: dieta cetogénica, triacilglicerol de cadeia média, 6leo de coco,
epilepsia.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic disturbance of brain function characterized by the presence of
recurrent and spontaneous seizures, making one of the most frequent and severe
neurological diseases, affecting approximately 50 million people worldwide, mainly
children. Among these, 40% had antiepileptic drug refractory seizures. Non-drug
options as surgery, vagus nerve stimulation and the ketogenic diet are timely. This
diet, used since 1921 in treatment of drug-resistant epilepsy is characterized by a
high concentration of lipids and often by low concentration of carbohydrates and
proteins. Traditionally, the ketogenic diet use long chain triacylglycerols (LCT),
however, the medium chain triacylglycerols (MCT) are considered an alternative
substrate for promoting faster ketonemia-ketonuria. The oil from coconut (Cocos
nucifera L.) is a natural source of MCT, and is used for several purposes, including
therapeutic. This dissertation aims to investigate the effects of the ketogenic diet
based on coconut oil and soybean oil on epileptic seizures in rats, consists of a
review chapter, entitted Drug-resistant epilepsies: an emphasis on treatment
ketogenic, and an article from the results, entitled Effects of ketogenic diet based on
coconut oil on the seizures of rats with epilepsy induced by pilocarpine. The article
deals an experimental study conducted in Wistar rats, divided into three groups
(n=10), named according to the diet received, in Control (standard diet AIN-93G),
CetoTAGcoco (ketogenic diet based in coconut oil; AIN-93G diet modified to contain
7% soybean oil, 22.79% of extra virgin coconut oil and 40% margarine) and
CetoTAGsoja (ketogenic diet based in soybean oil; AIN-93G diet modified to contain
29.79% of soybean oil and 40% margarine). The ratio lipid:carbohydrate+protein of
ketogenic diets was 3.5:1 (control diet, 1:11.8). The experimental period lasted 19
days. The animals fed ketogenic diets showed food intake (g) below, however,
dispend energetic and weight gain similar to Control group. The behavioral analysis
showed that the experimental groups did not differ in frequency and duration of
seizures, however, the animals in group CetoTAGcoco had shorter duration of
seizures in the 19" day, that the Control group  (0.00+0.00
against 22.78+2.95, respectively, P<0.05). Additionally, the CetoTAGcoco group
presented lower variation of frequency and duration of seizures between the 19" and
1% day of treatment than the Control group (9.00+1.73 against 11.00+1.00, for
frequency, and 20.80+12.61 against 49.14+21.15, for duration, respectively, P<0.05).
The results of this study suggest a possible protective effect of ketogenic diet based
on extra virgin coconut oil on seizures. That result, coupled with studies attesting to
confidence and tolerance of the coconut oil, particularly in ketogenic ratios, indicating
a potential benefit of this oil for control the seizures, especially for individuals
with medically refractory epilepsy.

Key words: ketogenic diet, medium chain triacylglycerols, coconut oil, epilepsy.
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A epilepsia é um disturbio cerebral causado por predisposicao persistente do
cérebro a gerar crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgica, cognitiva,
psicossocial e social da condicéo, caracterizada pela ocorréncia de pelo menos uma
crise epiléptica. As crises resultam de descargas anormais dos neurdnios cerebrais;
o tipo de crise e suas manifestacBes clinicas sdo dependentes do grau e da
localizagdo destas descargas. A epilepsia afeta 0,5% a 1,0% da populacdo dos
paises desenvolvidos. Esta prevaléncia pode ser ainda maior nos paises em
desenvolvimento, sendo a doenca neurolégica mais comum da infancia.
Aproximadamente um terco dos pacientes evolui com crises epilépticas intrataveis
com medicamentos; em alguns casos, € possivel o tratamento cirdrgico. Nos
pacientes em que a cirurgia ndo é possivel, a dieta cetogénica (DC) constitui uma
importante opcao terapéutica, principalmente em criancas (FISHER et al., 2005;
NONINO-BORGES et al., 2004; PHAN, 2007).

A dieta cetogénica classica, rica em triacilgliceréis de cadeia longa (TCL), foi
introduzida por Wilder, em 1921. E caracterizada por uma alta concentracdo de
lipideos e, frequentemente, por uma baixa concentracao de carboidratos e proteinas,
tendo que exceder uma proporcdo de 1,5:1 (lipideos:carboidratos+proteinas), para
promover cetonemia e cetonudria. Esta dieta vem sendo utilizada no tratamento de
varias desordens que afetam o metabolismo e a fungdo cerebral, como, por
exemplo, em pacientes portadores de alteragcdes nos transportadores de glicose e
de epilepsia (KOSSOFF, 2004; TRAUL et al., 2000; VAZ et al., 2006).

A proposta de substituicdo dos TCL por triacilglicer6is de cadeia média
(TCM), como substratos energéticos alternativos no tratamento cetogénico,
fundamenta-se no efeito destes na elevacdo dos corpos cetbnicos, um dos provaveis
mecanismos de acdo da DC classica. Por apresentarem digestdo e absorcdo mais
rapidas que os TCL, em virtude de suas caracteristicas metabolicas, os TCM
promovem um aumento mais rapido da cetonemia, podendo, portanto, consistir em
uma ferramenta terapéutica interessante (CALABRESE et al., 1999; YUDKOFF et
al., 2004).

Os oleos de coco e palma constituem as fontes de TCM mais frequentemente
utilizadas para os diversos fins, inclusive terapéuticos. O 6leo proveniente do coco
(Cocos nucifera L.), particularmente, fruto abundante na regido Nordeste do Brasil,
inclusive em Alagoas, apresenta elevada proporcdo de acidos graxos saturados
(AGS), especialmente de acido laurico (12:0; 45-50%) (LI et al., 1990). Este produto
€ de baixo custo e bastante utilizado na industria quimica e de cosméticos. A
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industria farmacéutica também vem se beneficiando de suas propriedades antivirais,
antifingicas e bactericidas, especialmente atribuidas ao acido laurico (FUENTES,
1998; Ll et al., 1990; PETSCHOW et al., 1996).

Ao coco e ao seu Oleo extraido a partir da copra, a polpa seca do fruto, uma
vez que contem principalmente AGS, foi atribuida ac&do hipercolesterolémica.
Atualmente, o 6leo de coco virgem (OCV), extraido da polpa fresca, prensada a frio,
tem ganhado popularidade no campo cientifico e entre o publico geral, por ser mais
benéfico que o 6leo obtido a partir da copra, uma vez que a sua forma de extracao
retém mais componentes biologicamente ativos, tais como vitamina E e polifendis.

Estudos que avaliaram os efeitos in vitro do OCV sobre parametros lipidicos
séricos, inclusive sobre a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
evidenciaram uma acao benéfica, como o aumento da concentracédo de lipoproteina
de alta densidade (HDL) e diminuicdo da de LDL. Além disso, observou-se um alto
potencial antioxidante desse 6leo na protecdo da LDL contra o estresse oxidativo
induzido por oxidantes fisioldgicos, efeito atribuido ao seu contetdo em polifendis
(NEVIN e RAJAMOHAN, 2004). Por outro lado, estudos de avaliacdo do potencial
efeito do 6leo de coco sobre as crises epilépticas, no contexto de uma DC, sdo
escassos (ZUPEC-KANIA et al.,, 2008). Portanto, a elaboracdo de protocolos
dietéticos a base de 6leo de coco pode trazer contribuicdo adicional a investigacao
de seus efeitos metabdlicos e de sua aplicacéo terapéutica, inclusive em propor¢coes
cetogénicas.

A presente dissertacdo, composta por um capitulo de revisdo e um artigo de
resultados, visa avaliar os efeitos da aplicacdo do 6leo de coco, em proporcées
cetogénicas, sobre as crises epilépticas, uma alternativa terapéutica potencialmente
segura e, sobretudo, de baixo custo, para o tratamento dos portadores desse mal.

O capitulo de reviséo, intitulado Epilepsias farmaco-resistentes: uma énfase
no tratamento cetogénico, retne informacgdes da literatura cientifica sobre epilepsia,
em seus aspectos gerais, variando desde suas classificagfes até os potenciais
tratamentos, com énfase na terapia cetogénica. A revisdo enfatiza, ainda, a
aplicacdo do 6leo de coco como uma fonte promissora de TCM de baixo custo,
relatando a sua aplicacdo terapéutica em inumeras condi¢des clinicas e na terapia
antiepiléptica.

O artigo de resultados, intitulado Efeito de dieta cetogénica a base de 6leo de
coco sobre as crises convulsivas de ratos portadores de epilepsia induzida por

pilocarpina, trata de um estudo experimental, realizado em ratos Wistar (n=30),
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desmamados aos 30 dias de idade, no qual foram testadas diferentes dietas, uma
controle (AIN-93) e duas cetogénicas, ap0s 0 aparecimento de crises recorrentes
espontaneas, durante 19 dias. Dentre as dietas cetogénicas, uma foi a base de 6leo
de soja, nos moldes da dieta classica, e outra a base de 6leo de coco extra-virgem,
como tratamento alternativo. O objetivo da pesquisa consistiu em investigar os
efeitos do 6leo de coco extra-virgem, em concentragdes cetogénicas, sobre as crises

epiléticas, notadamente freqiiéncia e tempo de duracdo, em ratos.
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2 CAPITULO DE REVISAO

Epilepsias farmaco-resistentes: uma énfase no tratamento cetogénico
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2.1 Epilepsia: aspectos gerais

A epilepsia € uma das mais antigas doencas neurologicas conhecidas pela
humanidade e a condicdo neurolégica grave mais comum. O termo epilepsia é
derivado da palavra grega epilambanein, que significa apoderar-se, tomar de
surpresa, algo que vindo de fora ataca subitamente, originando, assim, o termo
ataque epiléptico. A escola de Hipdcrates, em 500 a.C, foi a primeira a sugerir que o
cérebro é o sitio desta doenca e, ja aquela época, propds que a epilepsia poderia
tornar-se cronica e intratavel, caso ndo fosse tratada de maneira efetiva e precoce.
Atualmente, a epilepsia € a doenca neurodegenerativa mais freqiente, apos o
acidente vascular cerebral; estima-se que 1% da populacéo, cerca de 50 milhdes de
pessoas no mundo, sofra desse mal, especialmente comum na infancia e em
pessoas idosas. A sua incidéncia varia bastante, oscilando em torno de 40 —
70/100.000 pessoas por ano nos paises industrializados e cerca de 100 -
190/100.000 pessoas, nos paises em desenvolvimento (ACHARYA et al., 2008;
WHO, 2003, 2005).

Existem poucos estudos sobre a prevaléncia e ndo ha estudos publicados
sobre a incidéncia de epilepsia no Brasil. Baseando-se em estudos internacionais,
pode-se inferir aproximadamente 340 mil novos casos ao ano (estimativa de
incidéncia anual de 190/100.000 habitantes), 1,8 milhGes de pessoas com epilepsia
ativa e nove milhdes de pessoas que ja apresentaram crises epilépticas alguma vez
em suas vidas, no pais. Embora seja um problema predominantemente tratavel, nos
paises em desenvolvimento a maioria das pessoas permanece sem tratamento,
provavelmente pelo estigma que atinge as pessoas com epilepsia. As altas taxas de
incidéncia e prevaléncia nos paises em desenvolvimento afetam a economia, na
medida em que aumentam 0s custos econdmicos diretos da doenca, provenientes
dos gastos com drogas e hospitalizacdes, além de outros gastos, a exemplo dos
cuidados residenciais. A0 mesmo tempo, aumentam 0s custos econdmicos indiretos,
decorrentes da perda da producdo econdmica por desemprego, licenca médica ou
morte prematura (NETO e MARCHETTI, 2005; SCORZA e CAVALHEIRO, 2004).

Em funcdo de sua caracteristica fisiopatogénica, a epilepsia acomete os
individuos a despeito de aspectos étnicos, climaticos ou regionais. Os fatores de
risco mais comuns para o0 desenvolvimento da epilepsia sdo doenca
cerebrovascular, tumores cerebrais, alcool, traumatismos cranianos, malformacdes

do desenvolvimento cortical, heranca genética e infec¢cdes do sistema nervoso
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central. Nos paises em desenvolvimento, infec¢cdes endémicas, como a malaria e a
neurocisticercose, parecem ser importantes fatores de risco. Adicionalmente,
pessoas com epilepsia apresentam um risco aumentado de morte prematura; a
epilepsia sintomatica pode reduzir a expectativa de vida em até 18 anos. Morte
subita, traumas, suicidios, pneumonias e status epilepticus (SE) sdo mais comuns
em pessoas quem tém epilepsia do que naquelas sem o transtorno (DUNCAN et al.,
2006).

A epilepsia é um distarbio cerebral caracterizado por uma predisposicao
duradoura a gerar crises epilépticas, com consequéncias neurobiologica, cognitiva,
psicoldgica e social, enquanto que a crise epiléptica € uma ocorréncia transitéria de
sinais e/ou sintomas provocados por descargas anormais excessivas,
hipersincronas e transitorias, de um grupo de células nervosas localizadas ou de
ambos os hemisférios cerebrais. Devido ao envolvimento de neurbnios
hiperexcitaveis, um pressuposto basico associa a patogénese da epilepsia e a
geracdo de atividade neuronal sincronizada, com um desequilibrio entre a
neurotransmissao inibitéria, mediada pelo acido gama-aminobutirico (GABA), e
excitatoria, mediada pelo glutamato, em favor deste ultimo (FISHER et al., 2005;
SCORZA et al., 2009; TILELLI et al., 2003).

A origem das descargas anormais, focais ou generalizadas, e o
comprometimento ou ndo da consciéncia sdo 0s principais parametros utilizados na
classificacdo das crises epilépticas. Assim, as crises podem ser focais (parciais)
quando a descarga epiléptica tem evidéncia eletroencefalografica de inicio restrito a
determinada area cortical, podendo se propagar a outras partes do cérebro durante
a crise, ou generalizadas, quando as descargas neuronais anbmalas sao
provenientes de ambos os hemisférios cerebrais. As crises parciais podem ocorrer
com ou sem perda da consciéncia, crises parciais complexas ou simples,
respectivamente, ou, ainda, evoluir secundariamente para uma crise generalizada.
Na insuficiéncia de informagdo ou quando a caracteristica da crise for distinta
daquelas classificadas como parcial ou generalizada, utiliza-se o termo “crises néo
classificaveis” (DUNCAN et al., 2006; TILELLI et al., 2003).

O mais recente relatorio proposto pela International League Against Epilepsy
(ILAE) classifica as crises, de acordo com a localizagdo do insulto inicial, em crises
epilépticas generalizadas ou crises epilépticas focais, e de acordo com o tipo de
causa (etiologia), em genética, estrutural ou metabdlica, ou de causa desconhecida.

As crises epilépticas generalizadas se originam em algum ponto do cérebro e
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envolvem redes neuronais bilaterais, incluindo estruturas corticais ou subcorticais,
mas, ndo necessariamente o interior do cortex. As crises epilépticas focais, por sua
vez, se originam em redes neuronais limitadas a um hemisfério cerebral; atualmente,
sua classificagdo em parcial (simples e complexa) foi eliminada. A epilepsia genética
€ o resultado direto de um defeito genético conhecido ou presumido, em que as
crises sdo o principal sintoma do distarbio, enquanto que a epilepsia estrutural ou
metabdlica ocorre como resultado de doencas adquiridas, a exemplo do acidente
vascular encefélico, traumas e infecces (BERG et al., 2010).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum da doenca e um
dos tipos mais frequientes de epilepsia farmaco-resistente, provavelmente afetando
cerca de 40% de todos os pacientes. A atividade epiléptica surge no sistema limbico
do lobo temporal e leva ao aparecimento de crises parciais. Individuos afetados com
ELT apresentam tipicamente descri¢do clinica similar, incluindo lesdes precipitantes
iniciais, tais como o status epilepticus, traumatismo craniano, encefalite ou
convulsdes febris na infancia. Geralmente, h4 um periodo latente de varios anos
entre a leséo inicial e o aparecimento da ELT cronica, caracterizada por crises
recorrentes espontaneas (CRE), provenientes de focos no lobo temporal, associadas
a deficiéncias de aprendizado e memdria. Adicionalmente, a atrofia de estruturas
temporais mesiais também tem sido associada com a ELT e esclerose hipocampal,
gue é a anormalidade histologica mais freqlente nesta forma de epilepsia
(ACHARYA et al., 2008; EBERT et al., 2002; SCORZA et al., 2009).

Uma vez que a formacao hipocampal parece ser uma importante estrutura na
ELT, varios autores tém investigado e relatado alteragcdes neuroquimicas nesta area.
A esclerose hipocampal é caracterizada por uma perda severa de neurbnios,
principalmente nas areas CA1 e CA3 do hipocampo e do giro denteado. Apesar de
sua importancia na ELT, os mecanismos patogénicos envolvidos nesta patologia
hipocampal ainda n&o foram identificados. Se a esclerose hipocampal representa a
causa ou a consequéncia da atividade convulsiva cronica e farmaco-resistente da
ELT, também precisa ser esclarecido (BAE et al., 2010; SCORZA et al., 2009).

De acordo com Zaveri et al. (2001), dois subtipos de ELT podem ser definidos
através de observacdes clinicas e analise do tecido hipocampal resseccionado
durante o procedimento cirdrgico para ELT farmaco-resistentes: (a) esclerose mesial
temporal (EMT), caracterizada por extensas mudancas no hipocampo e bom
resultado cirurgico; e (b) epilepsia do lobo temporal paradoxal (ELTP), caracterizada

por perda celular minima e, comparativamente, pobre resultado cirargico. Em ambos
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0S subtipos, 0s pacientes apresentam crises que parecem ter inicio no lobo temporal
medial.

Crises parciais caracteristicas da ELT tém sido relacionadas a impacto
importante no cérebro, bem como a eventual evolugdo desta sindrome. Assim,
diferentes autores tém demonstrado que as crises em longo prazo levam a uma
complexa cascata quimica, provocando alteracbes neuroquimicas em neurbnios e
células gliais. A leséo cerebral resultante das crises € um processo dinamico que
engloba multiplos fatores, que contribuem para a morte celular neuronal. Estes
incluem fatores genéticos, extensa excitotoxicidade mediada pelo glutamato,
levando a distarbios no metabolismo intracelular de eletrdlitos, disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo, deplecédo de fatores de crescimento e aumento da
concentracdo de citocinas. Em nivel celular, a intensa atividade convulsiva inicia um
influxo macico de calcio via canais idnicos ativados por voltagem do tipo N-metil-D-
aspartato. fons intracelulares elevados levam a cascatas bioquimicas que disparam
a morte neuronal aguda apos a lesao precipitante inicial. Adicionalmente, altos niveis
de calcio intracelular induzem a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
ativagcdo de proteinas desacopladoras e ativacdo de inUmeras enzimas catabdlicas,
que sao capazes de deteriorar a funcdo celular. Estas modificacdes promovem
remodelacdo sinaptica, que pode levar a mudancas na excitabilidade de neurénios
de estruturas temporais, levando a danos no cérebro e a uma hiperexcitabilidade
permanente. Infelizmente, a ELT ndo € uma disfuncdo neuronal facilmente
compreendida e as alteracdes neuroquimicas encontradas no cérebro de animais
experimentais, bem como de humanos, mostram alto grau de complexidade
(ACHARYA et al., 2008; SCORZA et al., 2009).

Os modelos experimentais de epilepsia podem ser classificados de acordo
com o tipo de crise que mimetizam, com os tipos de estimulos, formas de inducao,
formas de aplicagéo, tipos de animais, redes neuronais envolvidas e sistemas de
estudos (in vivo ou in vitro). Diferentes modelos animais de epilepsia podem ser
produzidos a partir da aplicacdo sistémica ou localizada de substancias quimicas,
como o acido cainico e a pilocarpina (PILO), ou por estimulacéo elétrica artificial de
determinadas regibes do cérebro, como o0s modelos de abrasamento ou
eletroestimulacdo (do inglés kindling). Nestes modelos ocorre um estado de
atividade epiléptica continua, Status Epilepticus, seguido por um periodo latente livre
de crises epilépticas. Apds este periodo, iniciam-se crises recorrentes espontaneas,

caracterizando a fase cronica. O modelo da pilocarpina tem sido amplamente
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utiizado em funcdo da facilidade técnica e, principalmente, pela semelhanca
fisiopatolégica com a ELT (FURTADO, 2003; McNAMARA et al., 2006; TRINDADE
FILHO, 2000).

A administracdo sistémica da pilocarpina em ratos, um potente agonista
colinérgico muscarinico, promove alteracdes comportamentais e eletrograficas, que
podem ser divididas em trés periodos distintos: (a) periodo agudo, que se
caracteriza pelo surgimento do SE, onde a atividade convulsiva limbica, detectada
no eletroencefalograma (EEG), e as alteragbes comportamentais, como convulsées
motoras repetidas, perduram por até 24h e podem levar a lesbes cerebrais amplas,
afetando, principalmente, o hipocampo, o complexo amigdaléide e algumas regides
do talamo; (b) periodo silencioso, caracterizado pela normalizacdo progressiva do
comportamento e do EEG, com duracéo de 4 a 44 dias; e (c) periodo crbnico, que se
caracteriza pelo aparecimento de crises epilépticas recorrentes espontaneas. As
CRE assemelham-se as crises parciais complexas dos seres humanos e recorrem
entre 2 a 3 vezes por semana, por animal. O modelo da PILO pode ser associado as
crises do despertar, pois a maioria das crises ocorre ap0s um periodo de sono do
animal (SCORZA et al., 2009; TILELLI et al., 2003).

Este modelo tem sido utilizado com sucesso em ratos adultos, camundongos
e ratos em desenvolvimento para reproduzir experimentalmente varios aspectos da
ELT humana, incluindo caracteristicas histolégicas, comportamento em longo prazo,
EEG e a ocorréncia de crises parciais e generalizadas. No entanto, existem
diferencas relacionadas a idade na susceptibilidade de ratos jovens para o
desenvolvimento de epilepsia crbnica, refletindo, dessa forma, a complexidade da
atividade convulsiva em cérebro de animais imaturos, o que fornece evidéncias para
uma aparente distingdo entre os mecanismos de epileptogénese no sistema nervoso
maduro e em desenvolvimento. O modelo de epilepsia da pilocarpina, com seus trés
periodos distintos, pode ser estabelecido apenas em animais com idade superior a
18 dias de vida, demonstrando que a ocorréncia de SE em ratos apos essa idade é
capaz de induzir mudancas morfolégicas e fisiologicas, que geram crises
espontaneas na vida tardia. Atualmente € um dos modelos mais utilizados em
estudos de investigacdo dos mecanismos basicos de epileptogénese, bem como dos
efeitos antiepilépticos de novos compostos (DOS SANTOS et al., 2000; GOFFIN et
al., 2007; PRIEL et al., 1996).

Um significante nimero de pessoas, cerca de 25% dos afetados pela

epilepsia, apresentam convulsdes incontrolaveis, que ndo respondem as drogas
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antiepilépticas existentes. Além disso, essas drogas fornecem apenas tratamento
sintomatico, sem ter qualquer influéncia sobre o curso da doenca. Assim, existe uma
necessidade permanente de desenvolvimento de abordagens terapéuticas
alternativas, que previnam a epileptogénese apos a injdria inicial. A partir desta
perspectiva, a identificagcdo de novos compostos ou de abordagens que promovam
neuroprotecdo do hipocampo apods o inicio do SE € imperativa. Particularmente
importante nos casos de epilepsia farmaco-resistente, a dieta cetogénica apresenta
um efeito neuroprotetor, aceitabilidade por um longo periodo de tempo e poucos
efeitos adversos, quando comparada as drogas antiepilépticas existentes, sendo
utilizada por mais de um século como terapia alternativa no tratamento da epilepsia,
especialmente na infancia. Espera-se que esta terapia seja eficaz em, pelo menos,
um terco dos pacientes, resultando em reducéo ou controle das crises (ACHARYA et
al., 2008; LINARD et al., 2010; NONINO-BORGES et al., 2004; SPELLMAN, 2008;
ZUPEC-KANIA e SPELLMAN, 2008).

2.2 Dieta cetogénica (DC)

O jejum e outros regimes dietéticos vém sendo utilizados para tratar a
epilepsia desde pelo menos 500 a.C. Com o objetivo de mimetizar o metabolismo do
jejum, a DC foi introduzida por pediatras da Universidade Jonhs Hopkins, em 1920,
onde se postulou que o efeito antiepiléptico do jejum resultava da cetose. A ingestédo
limitada de carboidratos e proteinas forgcava o corpo a usar corpos cetdnicos como
fonte de combustivel predominante (LAFREVE e ARONSO, 2000). Qualquer dieta
que forneca lipideos para a geracao de cetonas pode ser chamada de cetogénica.
Por duas décadas essa terapia foi amplamente utilizada, mas, com o advento de
novas drogas antiepilépticas seu uso declinou drasticamente. Até o final do século
XX esta terapia estava disponivel em apenas um pequeno numero de hospitais
infantis (WHELESS, 2008). No entanto, nos anos recentes, tem-se testemunhado
um interesse crescente dos neuropediatras, epileptologistas e neurologistas em
geral no uso da DC para o tratamento da epilepsia refrataria, particularmente em
criancas e adolescentes (FREEMAN et al., 2006).

Os tratamentos tradicionalmente usados para epilepsia incluem farmacos,
intervencdes cirargicas e estimulagcdo do nervo vago. No entanto, 25% das criancas
tratadas continuam a ter convulsdes incontrolaveis; assim, a DC € uma opc¢éo de
tratamento para muitas dessas criancas (ZUPEC-KANIA e SPEELMAN, 2008). Além
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disso, a DC tem sido usada no tratamento de varias outras doengas que afetam o
metabolismo e a funcdo cerebral, incluindo defeitos no transporte da glicose e
mitocondriopatias (TAHA et al., 2005). A eficacia da dieta no tratamento da epilepsia
em humanos tem sido muito bem estabelecida, evidenciando que mais de dois
tercos das criancas que foram mantidas neste tratamento exibiram mais de 50% de
melhora em suas crises (BOUGH et al., 2000).

Certos disturbios metabdlicos também podem ser uma indicagdo especial
para a DC, a exemplo da deficiéncia do complexo piruvato desidrogenase, doenca
mitocondrial herdada na qual o paciente é incapaz de oxidar glicose e,
consequentemente, € dependente de corpos cetbnicos como substratos energéticos.
Similarmente, pacientes com deficiéncia da proteina transportadora de glicose
GLUT-1 ndo podem utilizar carboidratos como uma fonte combustivel efetiva, sendo,
assim, dependentes de corpos cetdbnicos. Em ambos os distirbios, a DC pode
fornecer um combustivel alternativo, tratando, dessa forma, as crises associadas
(HUFFMAN e KOSSOFF, 2006).

Este tratamento dietético € caracterizado por alta concentracdo de lipideos e,
frequentemente, baixa concentracdo de carboidratos e proteinas. Foi originalmente
descrito como uma proposta terapéutica para a epilepsia humana por Wilder, em
1921, e consiste de aproximadamente 80% da energia alimentar proveniente de
lipideos, em uma proporcdo média, com o0s demais macronutrientes, de 4:1
(lipideos:carboidratos+proteinas) (VAMECQ et al., 2005). O alto aporte de calorias
derivadas de lipideos faz com que o ATP seja produzido prioritariamente a partir
destes nutrientes, induzindo numerosas alteragbes no metabolismo dos
macronutrientes (DAHLIN et al., 2006).

Apesar da eficacia clinica da DC estar bem documentada, os mecanismos
envolvidos na acao antiepiléptica permanecem sob investigacdo. A compreensao
desses mecanismos ajuda ndo s6 a aperfeigoar o seu uso clinico, mas, também, no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (SCHWARTZKROIN, 1999).

As primeiras teorias sobre os mecanismos de a¢ao da DC focam no papel dos
corpos cetdnicos, embora estudos mais recentes tenham expandido o entendimento
das mudancas moleculares induzidas pela dieta e seu potencial papel no controle
das crises. Acredita-se que os mecanismos de acéo envolvidos no sucesso da dieta,
objeto de pesquisas em curso, sejam multifatoriais. Entre os principais mecanismos
propostos tém-se: (1) acdo direta dos principais corpos ceténicos: acetoacetato

(AcAc), B-hidroxibutirato (B-HB) e acetona; (2) acidose; (3) desidratacéo; (4) acao
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direta dos &cidos graxos/ acidos graxos poliinsaturados; (5) estado energético
alterado; (5) restricao caldrica; e (6) neuroprotecdo (HUFFMAN e KOSSOFF, 2006).

Os efeitos anticonvulsivantes dos corpos cetdnicos tém sido postulados como
o principal mecanismo de agéo da DC. Quando os lipideos sdo metabolizados como
fonte de energia priméria, o figado produz corpos cetbnicos, que se encontram
elevados no soro e no liquido cérebro-espinhal de individuos em DC. No estado
cetético, B-HB e AcAc contribuem fortemente para as necessidades energéticas
cerebrais. No estado alimentado (glicélise), uma fracdo variavel do piruvato €&
ordinariamente convertida a acetil-CoA, via piruvato desidrogenase. Em contraste,
no estado cetotico, todos os corpos cetbnicos geram acetil-CoA, que entra no ciclo
do &cido tricarboxilico (TCA), via citrato sintase. Isto envolve o consumo de
oxaloacetato (OOA), um substrato do TCA necessario para a transaminacdo do
glutamato a aspartato. Entdo, estando o OOA menos disponivel, menos glutamato é
convertido a aspartato e, assim, mais glutamato estara disponivel para a sintese do
GABA, principal neurotransmissor inibitério responsavel pela diminuicdo das
convulsdes, e glutamina (um precursor essencial do GABA), através da
descarboxilase de &cido glutdmico. O aumento do nivel cerebral do GABA esta
associado a potente acdo anticonvulsivante encontrada na DC (FREEMAN et al.,
2006; HUFFMAN e KOSSOFF, 2006).

Segundo Bough et al. (2000), quanto maior a cetonemia proporcionada pela
DC, avaliada pelos niveis de B-HB, principal corpo cetbnico da corrente sanguinea
no jejum prolongado e sob consumo de dieta com altas concentragfes lipidicas,
maior a resisténcia a convulsdes de animais submetidos a dietas com diferentes
concentracfes de lipideos. Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo, verificou-
se que animais jovens alimentados com uma dieta comercial para roedores, restrita
em calorias por limitagdo na oferta, apresentaram resisténcia significativamente
maior as crises, em comparacao aqueles alimentados com a mesma dieta ad libitum.
Os resultados apresentados sugerem que a idade e a restricdo caldrica (RC) séo
consideracdes importantes para a execucao da DC (BOUGH et al., 1999).

Observacgbes clinicas em criancas portadoras de epilepsia confirmam a
importancia da idade de introdugdo da dieta cetogénica. Em um estudo realizado
com 150 criangas, observou-se que aquelas mais jovens obtiveram uma reducao
significativa nas crises convulsivas. Em outra experiéncia, incluindo criancas,
adolescentes e adultos jovens, verificou-se que a dieta cetogénica foi igualmente

eficaz e bem tolerada em todas as faixas etérias, ndo representando a idade de
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introducdo da dieta uma variavel importante para os resultados clinicos obtidos;
entretanto, o maior indice de individuos livres das convulsdes encontrava-se na faixa
etaria dos 2 aos 8 anos de idade. A maior facilidade de transporte dos corpos
cetbnicos, através da barreira hematoencefalica, e 0 aumento na expressdo das
enzimas necessarias para a formagcdo dos corpos cetbnicos nos cérebros de
criangas mais jovens sdo algumas alteracfes fisiolégicas associadas a este efeito
(COPPOLA et al., 2002; FREEMAN et al., 1998; NEHLIG, 1999).

Varios estudos tém afirmado o papel da restricdo calérica como uma terapia
dietética que traz beneficios a saude e aumenta a longevidade. A investigacdo da
influéncia da RC sobre a susceptibilidade as crises em um modelo genético de
epilepsia idiopatica demonstrou que a RC, sozinha, foi suficiente para retardar a
susceptibilidade as crises, em camundongos jovens e adultos, devido a reducao da
producdo de energia pela via glicolitica cerebral, limitando a habilidade dos
neurdnios em alcancar e/ou manter altos niveis de atividade sinaptica, necessaria
para a génese das crises. Além disso, 0s niveis de glicose sanguinea foram
inversamente correlacionados com a diminui¢cdo das crises (GREENE et al., 2001).
Bough et al. (2003) demonstraram que a RC sozinha pode ser anticonvulsivante e o
tratamento com uma DC restrita em calorias apresenta efeitos anticonvulsivantes e
antiepileptogénicos, verificados pela diminuicdo da excitabilidade neuronal no giro
denteado de animais in vivo.

Protocolos dietéticos que aumentam os niveis séricos de cetonas, tais como a
DC e a restricdo calorica, oferecem ampla protecdo contra uma multiplicidade de
doencas neurologicas agudas e crénicas. Estudos prévios tém sugerido que a DC
pode reduzir a formacdo de radicais livres no cérebro, mediando, assim, a
neuroprotecao, atraves de atividade antioxidante. Uma combinacgéo do B-HB e do
AcAc reduziu a morte neuronal e preveniu mudancas nas propriedades da
membrana neuronal induzidas pelo glutamato; as cetonas ainda diminuiram
significativamente a produgéo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Estes mecanismos podem, em parte, contribuir para a atividade neuroprotetora dos
corpos cetbnicos, pela restauracdo da funcdo bioenergética normal em face do
estresse oxidativo (MAALOUF et al., 2007).

O potencial papel dos acidos graxos no controle das crises tem se tornado
tema de estudo nos ultimos anos, apesar de nao haver evidéncias irrefutaveis
ligando os altos niveis lipidicos a melhora nas crises. Os lipideos tradicionalmente

consumidos na DC sao principalmente saturados, porém, a sintese de acidos graxos
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poli-insaturados (AGPI) aumenta com a DC, podendo proporcionar um novo
mecanismo anticonvulsivante (HUFFMAN e KOSSOFF, 2006). Os acidos
docosaexaenoico (DHA, C22:6 w3), araquidénico (AA, C20:4 w6) e
eicosapentaendico (EPA, C20:5 w3) estdo ligados amplamente a fungcéo e a saude
cardiovascular. Estudos tém demonstrado que, no miécito cardiaco, os AGPI
promovem uma inibicdo rapida dos canais de calcio tipo-L e canais de sodio
ativados por voltagem. Similar achado tem sido observado no tecido neuronal, onde
o DHA e o EPA diminuiram a excitabilidade neuronal no hipocampo (BOUGH e
RHO, 2007). Experimentalmente, modelos in vitro e in vivo demonstraram que a
injecdo ou a infusdo de AA e DHA reduziram a susceptibilidade as crises. No estudo
realizado por Cunnane et al. (2002), a DC promoveu ndo s6 cetose moderada, como
elevou a concentracdo de acidos graxos livres no soro. Além disso, alguns AGPI
foram facilmente 3-oxidados ajudando, dessa forma, a manter o estado cetogénico.

Adicionalmente, acidos graxos podem agir como horménios em receptores
celulares especificos, afetando, dessa forma, vias metabdlicas celulares e a
expressao de genes responsaveis pela sintese de neurotransmissores. No cérebro,
os AGPI agem como ligantes para o receptor-a ativado por proliferadores de
peroxissomos (PPARa) nos astrécitos, o que leva a expressdo de enzimas
cetogénicas chave. Isto leva a um efeito no metabolismo intermediario dos
aminoécidos, alterando a sintese de neurotransmissores inibitérios versus
excitatorios, em propor¢cbes que favorecem o controle das crises. O principal
mecanismo de neuroprotecdo oferecido pelos AGPI é a diminuicdo da transmissao
sinaptica glutamatérgica; esta diminuicdo é subsequente a inibicdo dos canais de
calcio e sodio dependentes de voltagem. Além disso, observou-se que os AGPI
ativam uma familia distinta de canais de potassio (Kzp), modulando a
hiperpolarizagdo da membrana celular e a conseqiente redugédo da excitabilidade
celular (HUFFMAN e KOSSOFF, 2006; VAMECAQ et al., 2005).

Além da sua acgéo direta sobre a excitabilidade neuronal, os AGPI também
agem indiretamente limitando a excitotoxicidade e a neurodegeneragdo. Eles
regulam a expressao de numerosos genes no ceérebro, via fatores de transcricao,
tais como os PPARa. A ativagdo dos PPARa induz a expressdo das proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCPSs); recentes evidencias sugerem, ainda, que 0s
AGPI sdo necessarios para a atividade da UCP mitocondrial. As UCPs estéao
amplamente implicadas na regulacdo da excitabilidade e sobrevivéncia neuronal. O

efeito desacoplador efetuado pelas UCPs reduz a forga motriz protdnica, dissocia ou
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desacopla o transporte de elétrons e a producdo de ATP e, indiretamente, reduz a
producdo de EROS. Assim, a DC rica em AGPI atua induzindo a expressdo das
UCPs, estimulando a biogénese mitocondrial e, consequentemente, a producédo de
energia, compensando a elevagdao das EROS induzida pelas crises e a disfuncao
neuronal, fornecendo um efeito neuroprotetor (BOUGH e RHO, 2007).

Outro mecanismo de acado proposto envolve a alteracdo no estado energético
induzida pela DC. Modelos animais tém demonstrado que a cetose induz um
aumento na relacdo ATP/ADP, favorecendo uma aumento na carga energeética.
Embora as crises sejam consumidoras de energia, requerendo, dessa forma, ATP,
este mecanismo propfe que existe um aumento basal nos processos dependentes
de ATP, como a ativacdo da bomba de sédio, levando a hiperpolarizacédo celular e
ao aumento da captacdo de glutamato pelos astrocitos, a partir do espaco
extracelular, diminuindo a disponibilidade deste neurotransmissor excitatério
necessario as crises (HUFFMAN e KOSSOFF, 2006).

A acidose consequente da DC também tem sido reconhecida como um dos
mecanismos anticonvulsivantes da DC. Este mecanismo esta tipicamente associado
com a desidratacdo (remocdo do excesso de &gua e sodio do corpo). Como o
edema celular pode causar sincronia e 0 recrutamento neuronal necessarios a
propagacdo da crise, acredita-se que a desidratacdo possa prevenir o edema
celular, com consequente acdo anticonvulsivante. No entanto, os estudos baseados
na mudanca de eletrélitos e agua ndao chegaram a um consenso. Existem varios
provaveis mecanismos pelos quais a acidose pode inibir as crises; uma das
hipéteses é que o pH extracelular reduzido inibe os canais de sddio e célcio ativados
por voltagem e modulam os receptores GABA. Outros estudos sugerem que a
acidose extracelular aumenta as concentragdes de adenosina extracelular, que ativa
0S seus receptores (adenosina - Al) e receptores de ATP, reduzindo a atividade
ligada as crises, em fatias de cérebro (HUFFMAN e KOSSOFF, 2006; VAMECQ et
al., 2005; ZIEMANN et al., 2008).

Para o tratamento de criancas com epilepsia refrataria, dois tipos de dietas
cetogénicas foram, até agora, desenvolvidas: o modelo classico, caracterizado por
dieta rica em triacilgliceréis de cadeia longa (TCL), e um segundo modelo,
desenvolvido mais recentemente, baseado em triacilglicer6is de cadeia média
(TCM). O consumo de ambos os tipos de dieta produz cetonemia e cetondria em

individuos e animais (LIU et al., 2003).
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A proposta de substituicdo dos TCL por TCM, como substratos energéticos
alternativos no tratamento cetogénico, fundamenta-se em seu efeito na elevacéo dos
corpos cetbnicos, um dos provaveis mecanismos de acdo da DC classica. Por
apresentarem digestdo e absor¢cdo mais rapidas que os TCL, em virtude de suas
caracteristicas bioquimicas, os TCM promovem um aumento mais rapido da
cetonemia, podendo, portanto, consistir em uma ferramenta terapéutica promissora
(CALABRESE et al., 1999; YUDKOFF et al., 2004).

2.3 Dieta cetogénica: aplicacao nutricional de TCM e TCL

Os lipideos constituem um grupo de compostos organicos diferentes entre si,
exibindo como caracteristica comum a insolubilidade em &gua. Nos organismos
vivos, gorduras e 0leos, constituidos por uma molécula de glicerol esterificada a trés
moléculas de acidos graxos (AG), sdo as principais formas de armazenamento de
energia. Os AG sao acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas de
comprimento entre 4 e 36 carbonos, saturadas (sem duplas ligagbes) ou
insaturadas, com uma ou mais duplas ligacbes, ramificadas ou ndo (NELSON e
COX, 2008).

Os acidos graxos seguem diferentes destinos metabdlicos em fun¢édo do seu
comprimento de cadeia e grau de saturacdo, sendo classificados em: acidos graxos
de cadeia curta (contendo de 4-6 atomos de carbono; C4-6), &cidos graxos de
cadeia média (C8-12), acidos graxos de cadeia longa (C14-18) e acidos graxos de
cadeia muito longa (>C20). A diferenca metabdlica entre os acidos graxos comeca
no trato gastrointestinal (TGI), onde os acidos graxos de cadeia média (AGCM) sao
absorvidos mais eficientemente do que os &cidos graxos de cadeia longa (AGCL)
(PAPAMANDJARIS et al., 1998).

O comprimento da cadeia dos AG confere diferencas importantes no que
concerne a sua absorcdo e ao seu metabolismo; os triacilglicerdis que contem
acidos graxos de cadeia curta e média sao rapidamente hidrolisados, por intermédio
das lipases lingual e gastrica, e os seus AG sdo, entdo, absorvidos pelas células
intestinais, enquanto que aqueles que contem &cidos graxos de cadeia longa e muito
longa precisam da acdo emulsificante da bile e da acdo da lipase pancreatica para
que seus AG possam passar através das membranas celulares intestinais.
Adicionalmente, os acidos graxos de cadeia curta e média difundem-se pela
circulacdo portal para chegarem ao figado, diferente dos acidos graxos de cadeia
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longa e muito longa, que sao re-esterificados, transformando-se novamente em
triacilglicerdis, os quais sdo empacotados nos quilomicrons e liberados na linfa para
chegarem ao figado. Depois que chegam ao figado, os acidos graxos de cadeia
curta e média sofrem B-oxidacdo, formando acetil coenzima A; os acidos graxos de
cadeia longa, por sua vez, sdo misturados ao pool dos acidos graxos hepaticos,
elevando as lipoproteinas de baixa densidade (CATER et al., 1997).

Os TCM séao moléculas apolares formadas por trés acidos graxos saturados
contendo de 6 a 12 atomos de carbono, esterificados ao glicerol. SGo compostos,
principalmente, por &cidos graxos caprilico (C8:0; 50-80%) e caprico (C10:0; 20-
50%), com uma menor contribuicdo dos acidos capréico (C6:0; 1-2%) e laurico
(C12:0; 1-2%). Sao produzidos, tradicionalmente, pela hidrolise e destilagdo dos AG
a partir dos 6leos de coco e palma. Os AGCM séo, entdo, misturados em uma
proporcado desejada e esterificados com o glicerol para formar triacilglicerois. Os
TCM foram introduzidos na pratica clinica ha aproximadamente 50 anos, visando o
tratamento de disfuncdes na absorcéao lipidica e como fonte de energia, substituindo
as dietas baseadas nos TCL. Adicionalmente, os TCM tém sido aplicados no
tratamento da fibrose cistica, da epilepsia, no controle de peso e na melhora do
desempenho no exercicio. Desde entdo, eles tém sido utilizados em um grande
namero de alimentos, aplicacfes nutricionais, preparacdes farmacéuticas humanas
e veterinarias e na cosmética, devido as vantagens que apresentam sobre os TCL
(CALABRESE et al., 1999; FERREIRA et al., 2003; TRAUL et al., 2000).

Devido as desvantagens apresentadas pela DC composta por TCL, como, por
exemplo, baixa palatabilidade e dificil preparo e administracdo, ocasionadas por
guantidades insuficientes de carboidratos, Huttenlocher et al. (1971) introduziram a
DC contendo TCM, que superou parcialmente essas desvantagens, devido ao
fornecimento de 70% das calorias a partir dos TCM, quando comparada a DC
classica, com 87% das calorias provenientes de TCL. Além disso, eles
demonstraram que a DC contendo TCM foi igualmente eficaz na produgéo de cetose
e no controle das crises, comparada a DC baseada nos TCL. O principal beneficio
apresentado pelos TCM é permitir uma maior concentracdo de carboidratos
comparada a DC classica, com conseqiiente aumento da palatabilidade. Além disso,
existem menos incidentes associados a formacdo de calculo renal, hipoglicemia,
cetoacidose, constipacao, diminuicdo da densidade Ossea e retardo no crescimento
(LIU, 2008; SILLS et al., 1986).
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A andlise do perfil lipidico sérico é outra importante ferramenta de
monitoramento do tratamento cetogénico, especialmente considerando o impacto
gue elevadas concentracfes de lipideos dietéticos podem representar para a saude
do individuo, notadamente para o sistema cardiovascular. Poucos sdo os dados
relativos a esse controle, mas, em uma pesquisa realizada com criancas, a dieta
cetogénica classica proporcionou uma significativa elevacao dos niveis de LDL e da
razdo colesterol total/l HDL, o que pode sugerir um aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, especialmente ao considerar o
periodo prolongado de aplicacdo do tratamento. No grupo de criangas sob a dieta
cetogénica rica em TCM, por outro lado, verificou-se uma diminui¢ao significativa da
razao colesterol total/ HDL (LIU et al., 2003; ROGOVIK e GOLDMAN, 2010).

Nosaka et al. (2002), estudando os efeitos a longo prazo dos TCM dietéticos
sobre os niveis lipidicos séricos, funcdo hepatica e acumulo de gordura no figado,
em homens saudaveis, demonstraram que ao final do experimento ndo houve
diferenca significativa nas concentracdes de colesterol total, lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), LDL e HDL entre os grupos que consumiram 40g de 0Oleos
vegetais a base de TCM ou de TCL. Além disso, os autores verificaram que o0
consumo de TCM nessa propor¢do, por um més, ndo causou acumulo de gordura no
figado ou disfuncéo hepética.

Com relacédo ao efeito da dieta cetogénica sobre o crescimento das criancas
portadoras de epilepsia, observou-se que ambas as dietas, a classica e a rica em
TCM, proporcionaram um crescimento linear. No entanto, o peso corporal diminuiu, o
que pode ser resultado da ingestdo inadequada de energia proveniente das
proteinas e carboidratos. Estudos em animais e humanos tém demonstrado que a
elevada taxa de B-oxidagdo dos AGCM leva a um gasto energético aumentado,
comparado aos AGCL, resultando na reducdo do ganho de peso corporal e na
diminuicdo dos depdsitos de gordura, apos varios meses de consumo. Além disso,
outros estudos que analisaram os efeitos dos TCM sobre a saciedade,
demonstraram uma reducdo na ingestdao alimentar quando os TCL foram
substituidos pelos TCM na dieta, sugerindo que essa substituicdo poderia facilitar a
manutencdo do peso corporal e a prevencdo da obesidade (ST-ONGE e JONES,
2002). De acordo com Marten et al. (2006), essa reducéo nos depoésitos de gordura
se da pela down-regulation de genes adipogénicos e dos receptores-gama ativados
por proliferadores de peroxissomos. No entanto, no estudo de Lucena et al. (2010)

verificou-se que 0s animais que receberam dietas cetogénicas a base de TCL e
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trienantina, um TCM sintético, apresentaram ganho de peso similar durante as seis
semanas de experimento; porém, observou-se uma reducdo provisOria do peso
corporal apenas no grupo a base de trienantina, entre a segunda e a quinta semana
de experimento, quando comparado ao grupo alimentado com uma dieta comercial
para roedores. Contudo, na sexta semana, 0s pesos corporais de todos 0S grupos
foram equivalentes.

Estudos avaliando os efeitos da DC sobre o metabolismo da glicose e a
resisténcia a insulina tém demonstrado resultados promissores com a utilizacdo dos
TCM. Observou-se que uma suplementacdo moderada de TCM (10g por dia),
durante quatro semanas, promoveu uma reducao gradual nos niveis de glicose e,
particularmente, na insulina de jejum, maior que numa dieta a base de TCL, em
individuos obesos (KROTKIEWSKI, 2001). Em pacientes com diabetes do tipo 2, por
sua vez, nao houve mudancas nos niveis de glicose e na insulina de jejum apos o
consumo de uma dieta rica em TCM, durante 30 dias; porém, os niveis de glicose
pos-prandial foram menores apés a intervencdo com TCM (YOST et al.,, 1994).
Estudos realizados em humanos euglicEémicos verificaram uma melhora na
sensibilidade a insulina com uma dieta rica em TCM ap06s periodos curto e longo de
tratamento (ECKEL et al., 1992; YOST e ECKEL, 1989). A sensibilidade a insulina e
a tolerancia a glicose foram, também, melhoradas em ratos alimentados com TCM,
comparados com aqueles alimentados com TCL, ap6s 2 meses (HAN et al., 2003).

Ainda no que tange a utilizacéo terapéutica dos TCM versus TCL, verifica-se
que a substituicdo parcial de TCL por TCM pode ser apropriada no tratamento de
cancer, considerando que algumas células malignas sé utilizam glicose como
substrato energético, ndo reconhecendo 0s corpos cetdnicos como fonte de energia.
Assim, é bastante provavel que as dietas ricas em TCM venham a proporcionar
beneficios mais imediatos a estes pacientes, pois, a elevacdo mais rapida dos
corpos cetdnicos faz com que as células cancerosas figuem desprovidas de glicose,
limitando seu crescimento e diferenciacdo (NEBELING e LERNER, 1995; ZHOU et
al., 2007).

Recentemente, Oliveira et al. (2008) conseguiram demonstrar que a
trienantina, um triacilglicerol de cadeia média do acido graxo enantico (heptandico;
7:0), exerce uma acédo eficaz na reducdo da excitabilidade cerebral, caracterizada
pela diminuicdo significativa da velocidade de propagacao da depressao alastrante,
em cortex cerebral de ratos; esse efeito foi constatado apos 10 dias de uso de dieta

cetogénica a base de trienantina, a qual foi oferecida aos animais no periodo do pés-
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desmame imediato. Em outro estudo do mesmo grupo, detectou-se que a DC a base
de trienantina ndo promoveu efeitos toxicos em ratos, apds seis semanas de
consumo (LUCENA et al.,, 2010). Frente as inumeras possibilidades de utilizacao
terapéutica dos TCM e aos seus potenciais beneficios, tais como: melhoria nos
déficits cognitivos, niveis de atividade e de resisténcia, sobretudo em pacientes
epilépticos, estes triacilgliceréis apresentam-se como uma ferramenta terapéutica
valiosa, melhorando, dessa forma, a qualidade de vida das criancas acometidas e de
suas familias. Apesar disso, algumas limitacbes devem ser consideradas no
contexto do tratamento da epilepsia refratéria. A primeira delas € que a DC a base
de TCM pode causar desconforto gastrointestinal em algumas criangas, com relatos
de diarréia, colicas e vomitos. Por esta razdo, uma dieta modificada foi desenvolvida
usando 30% de energia proveniente dos TCM, com uma adicdo de 30% de energia
proveniente dos TCL. Outra limitacdo € que os 6leos sintéticos a base de TCM
apresentam um custo bastante elevado, dificultando ou, por vezes, inviabilizando a
sua utilizacao (KOSSOFF et al., 2009; LIU, 2008; NEAL et al., 2009).

2.4 Oleo de coco: uma fonte promissora de TCM

Os 6leos de coco e palma constituem as fontes de TCM mais frequentemente
utilizadas para os diversos fins, inclusive terapéuticos. O 6leo proveniente do coco
(Cocos nucifera L.), particularmente, fruto abundante na regido Nordeste do Brasil,
inclusive em Alagoas, apresenta elevada proporcdo de acidos graxos saturados,
especialmente de acido laurico (12:0; 45-50%) (LI et al., 1990). Esse produto é de
baixo custo e bastante utilizado na industria quimica e de cosméticos, devido a sua
resisténcia a oxidacdo, ao seu baixo ponto de fusédo e a sua propriedade de formar
emulsdes estaveis. Além da industria quimica, a farmacéutica também vem se
beneficiando de suas propriedades antivirais, antifUngicas e bactericidas,
especialmente atribuidas ao acido laurico. Apesar disso, seu consumo como 6leo
comestivel € irrisorio, talvez por conta do estigma de estar associado a promocéo de
alteracdes do perfil lipidico sérico e ao aumento do risco cardiovascular (FUENTES,
1998; LI et al., 1990; PETSCHOW et al., 1996). No entanto, um estudo realizado
sobre o consumo regular de 6leo de coco em populacdes da Polinésia revelou que o
Oleo de coco nao estava associado com o infarto do miocardio e/ou outras formas de

doencas cardiovasculares (PRIOR et al., 1981).
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A relacéo o0leo de coco versus doencas cardiovasculares, entretanto, € uma
das associacdes mais freqientemente encontradas em pesquisas envolvendo
animais ou seres humanos, onde se busca investigar, em sua grande maioria, 0S
efeitos deletérios ocasionados pelo acido laurico. Usualmente, 0s ensaios
experimentais adotam intervencgdes dietéticas que sdo incompativeis com um padréao
alimentar considerado adequado, através do uso de dietas extremamente
hiperlipidicas e com desequilibrio na relacdo &cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados (AGS:AGM:AGP) (ASSUNCAO et al., 2007).

Uma vez que o Oleo de coco é rico em TCM e 0 seu consumo esté
frequentemente associado com o aumento no nivel de triacilglicerol sérico, a
incorporacdo de lipideos estruturados e outras substancias funcionais poderiam
prevenir as possiveis repercussdes deletérias de sua utilizacdo. Neste sentido,
varios métodos vém sendo desenvolvidos para extrair o éleo de coco e as formas de
extracdo levam a mudancas nas propriedades quimicas e funcionais do mesmo. O
método a seco é a forma mais frequentemente utilizada para extracdo, onde a copra,
é limpa, cozida e prensada para a obtencdo do 6leo de coco. Em seguida, o 6leo
passa pelo processo de refino, branqueamento e desodorizagdo (RBD), o qual é
executado sob altas temperaturas (204 — 245°C). Esse método apresenta algumas
limitagBes, tais como a contaminacdo por aflatoxinas e a solidificacdo. Apesar
dessas desvantagens, a grande maioria dos 0leos comerciais é extraida a partir da
copra. De maneira diferente, o 6leo de coco virgem (OCV) é extraido através de
processamento Umido diretamente do leite de coco, sob temperatura controlada,
apresentando mais beneficios que o 6leo da copra, uma vez que mantém a maioria
de seus componentes benéficos; recentemente vem sendo comercializado como um
alimento funcional (MARINA et al., 2009a; MARINA et al., 2009b).

Numerosos estudos sugerem que o consumo de alimentos funcionais
contendo compostos fendlicos pode contribuir significantemente para a saude.
Efeitos benéficos resultantes das propriedades antioxidantes desses compostos tém
aumentado o interesse na investigacao do valor nutricional de alimentos funcionais
(NACZK e SHAHIDI, 2004; MARINA et al., 2009a). Marina et al. (2009b) conduziram
um estudo analisando os OCV comercializados na Malasia e Indonésia, confirmando
gue as amostras de OCV apresentaram um conteudo em fendis totais maior que
aguele encontrado nas amostras de Oleo de coco refinado (RBD). Em outros

estudos, demonstrou-se que a atividade antioxidante foi significativamente maior no
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OCV que no RBD (DIA et al., 2005; MARINA et al., 2009a; NACZK e SHAHIDI,
2004).

Nevin e Rajamohan (2004, 2006), avaliando os efeitos in vitro do OCV sobre
parametros lipidicos séricos, inclusive sobre a oxidag&o da LDL, evidenciaram uma
acdo benéfica, como o aumento da concentracdo da HDL, diminui¢do da LDL, VLDL,
colesterol total e triglicerideos. Além disso, os autores observaram um alto potencial
antioxidante desse 6leo na protecdo da LDL contra o estresse oxidativo induzido por
oxidantes fisioldgicos, efeito atribuido ao seu alto contetdo em polifenois. Ainda em
estudos adicionais do mesmo grupo, observou-se que o OCV foi capaz de aumentar
as enzimas antioxidantes, tais como a catalase (CAT) e a superoxido dismutase
(SOD), que atuam na defesa contra as espécies reativas de oxigénio e na prevencao
da peroxidacdo lipidica. Além disso, o0os niveis de peroxidos lipidicos foram
significativamente menores no figado, rins e coragdo dos animais alimentados com o
OCV, quando comparados ao grupo alimentado com o 6leo extraido da copra.

Num recente estudo realizado por Nevin e Rajamohan, em 2008, demonstrou-
se a influéncia do OCV sobre fatores de coagulacdo sanguinea, niveis lipidicos
séricos e oxidacdo da LDL, em animais. Os niveis lipidicos e os fatores de risco
trombotico, indicados pelas plaguetas, niveis de fibrina e fibrinogénio, foram
menores nos animais alimentados com o OCV comparados aos alimentados com
Oleos da copra e girassol, evidenciando, dessa forma, um efeito antitrombdético mais
significativo. Os niveis de vitaminas antioxidantes (vitamina E e provitamina A) foram
maiores nos animais alimentados com OCV, e a LDL isolada destes animais,
quando sujeita a oxidantes in vitro, demonstrou significativa resisténcia a oxidacao.

O estudo realizado recentemente por Assuncado et al. (2009), avaliando os
efeitos da suplementacdo dietética com Oleo de coco refinado sobre os perfis
antropomeétrico e bioquimico de mulheres com obesidade abdominal, demonstrou
que apos um periodo de suplementacédo de 12 semanas com 30 mL diérios de 6leo
de soja ou 6leo de coco, os individuos suplementados com o 6leo de coco
apresentaram niveis mais elevados de HDL e uma diminui¢cdo da relagdo LDL:HDL,
gquando comparados aqueles suplementados com oOleo de soja. Ja 0 grupo
suplementado com o 6leo de soja apresentou uma elevagdo no colesterol total, na
LDL e na relagdo LDL:HDL, enquanto que o HDL diminuiu. Houve, também, uma
reducdo no indice de massa corpoérea (IMC), tanto no grupo suplementado com o
0leo de coco quanto com o 6leo de soja; porém, apenas o grupo do 0Oleo de coco

exibiu uma redugé&o da circunferéncia abdominal. Os resultados demonstraram que a
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suplementacdo dietética com o 6leo de coco ndo causou dislipidemia e pareceu
promover uma reducéo da obesidade abdominal.

O dleo de coco tem se mostrado eficiente também no tratamento cetogénico.
Um pequeno estudo realizado com seis criangas que receberam uma dieta a base
de 6leos sintéticos ricos em TCM, os quais foram incorporados a uma dieta a base
de oOleo de coco, revelou que o dleo de coco foi igualmente eficaz na manutencéo da
cetose, forneceu os mesmos beneficios previstos no controle das crises, foi bem
tolerado pelos pacientes e mais econdmico que 0s O6leos sintéticos utilizados
(ZUPEC-KANIA et al., 2008).

De acordo com a declaracdo do consenso sobre o manejo clinico da DC,
criado em 2009, os TCM podem ser administrados na dieta sob a forma de 6leo
sintético, como 6leo de coco ou como uma emulsdo. Os TCM podem, ainda, ser
incluidos em todas as refeicdes, em menores quantidades, ao longo do dia, com o
objetivo de melhorar a tolerancia e minimizar os efeitos colaterais (KOSSOFF et al.,
2009). Dessa forma, a opcdo do uso do 6leo de coco como fonte de TCM parece

promissora, possivelmente até mesmo em propor¢des cetogénicas.

2.5 Conclusoes

Considerando o 6leo de coco como uma fonte rica em TCM de baixo custo,
abundante no Nordeste do Brasil, inclusive em Alagoas, e as suas caracteristicas
metabdlicas, notadamente uma producdo aumentada e mais rapida de corpos
cetbnicos, especialmente quando em proporcdes cetogénicas, e uma diminuicdo
significativa na producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio, estudos de
sua aplicacdo no tratamento de crises convulsivas associadas a epilepsia refrataria,
no contexto de uma DC, sdo de grande relevancia. A acdo antioxidante, atribuida ao
alto teor em polifendis dos OCV, deve ser igualmente considerada. A elaboragéo de
protocolos dietéticos a base de 6leo de coco pode, portanto, trazer uma contribuicao
adicional aos efeitos benéficos da DC, restaurando a funcéo bioenergética, em face
do estresse oxidativo produzido pelas crises convulsivas. Assim, a sua utilizacao
pode ser mais eficaz no controle das convulsées que os 6leos ricos em TCL, além
de possibilitar uma maior adeséo ao tratamento, por tornar as DC mais palataveis e

flexiveis, no que se refere a composicéo de carboidratos e proteinas.
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3 ARTIGO DE RESULTADOS

Efeito de dieta cetogénica a base de 0leo de coco sobre as crises convulsivas de

ratos portadores de epilepsia induzida por pilocarpina.
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RESUMO

Introducéo: A epilepsia € uma condicédo clinica crdnica caracterizada pela presenca
de crises recorrentes e espontaneas resultantes de descargas anormais dos
neurdnios cerebrais, afetando, aproximadamente, 50 milhdes de pessoas no mundo,
principalmente criangas. Dentre estas, cerca de 40% evoluem com crises epilépticas
intratdveis com medicamentos. Op¢des ndo-farmacoldgicas para o tratamento da
epilepsia refrataria sdo oportunas, dadas as evidéncias de que a frequéncia das
crises correlaciona-se fortemente com o prognostico da doenca e de que o risco de
letalidade na infancia sdo mais altos nos pacientes intrataveis. Dentre tais opcdes
tém-se as intervencdes cirargicas, a estimulacdo do nervo vago e a dieta cetogénica.
O presente estudo visou investigar os efeitos de dieta cetogénica a base de 6leo de
coco e 6leo de soja na frequiéncia e na duragdo das crises convulsivas de ratos
epilépticos. Métodos: Procedeu-se a inducdo do Status Epilepticus, em ratos Wistar,
por meio de injegdo intraperitoneal de pilocarpina. Apds o surgimento das crises
recorrentes espontaneas, os animais foram alocados em trés grupos (n=10):
Controle (dieta padréo), CetoTAGsoja (dieta cetogénica a base de 0Oleo de soja;
69,79% de lipideos) ou CetoTAGCcoco (dieta cetogénica a base de 6leo de coco
extra-virgem; 69,79% de lipideos). Os animais foram filmados, para registro da
frequéncia e da duracédo (seg) das crises recorrentes espontaneas, por 19 dias.
Utilizaram-se os testes de Lilliefors e Levene, seguidos por ANOVA e post-hoc de
Tukey HSD e Dunnet-t, nos residuos que atenderam 0s pressupostos paramétricos.
Resultados: Os animais submetidos aos tratamentos cetogénicos apresentaram
consumo alimentar (g) inferior, porém, consumo energético (Kcal) e ganho de peso
(g) semelhantes ao grupo Controle. Os animais dos grupos experimentais nao
diferiram entre si quanto a freqiéncia e a duracdo total das crises; entretanto, 0s
animais do grupo CetoTAGCcoco tiveram menor duracdo média de crises no 19°
dia, que o grupo Controle (0,00+0,00 contra 22,78+12,95, respectivamente; p<0,05).
Adicionalmente, o grupo CetoTAGcoco apresentou valores inferiores de variagao de
frequéncia e de duracao das crises entre 0 19° e o0 1° dia de tratamento (9,00+1,73
contra 11,00+1,00, para frequéncia, e 20,80+12,61 contra 49,14+21,15, para
duracéo, respectivamente; p<0,05). Concluséo: A dieta cetogénica a base de 6leo
de coco extra-virgem pareceu exercer um efeito protetor contra as crises
convulsivas, em ratos tornados epilépticos por injecéo intraperitoneal de pilocarpina.
Tal resultado, associado a estudos que atestem a confiabilidade e a tolerancia deste
Oleo, particularmente em propor¢des cetogénicas, indica um beneficio potencial do
O0leo de coco no controle de surtos epilépticos, especialmente para individuos
portadores de epilepsia refrataria a medicamentos.

Palavras-chave: epilepsia experimental, Status Epilepticus, pilocarpina, dieta
cetogénica, 6leo de coco, modelo animal.
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ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is a chronic medical condition characterized by the presence
of spontaneous and recurrent seizures resulting from abnormal neurons, affecting
approximately 50 million people worldwide, mainly children. Among these, 40% had
antiepileptic drug refractory seizures. Non-drug options for the treatment of refractory
epilepsy are timely, given the evidence that seizure frequency correlates strongly
with the prognosis of the disease and the risk of childhood mortality is higher in
intractable patients. Among these options there are the surgeries, the vagus nerve
stimulation and ketogenic diet. This study aimed to investigate the effects of a
ketogenic diet based on coconut oil and soybean oil on the frequency and duration of
epileptic seizures in rats. Methods: Induction of status epilepticus in rats was
performed by intraperitoneal injection of pilocarpine. After the appearance of
spontaneous recurrent seizures, the animals were divided into three groups (n=10):
Control (standard diet), CetoTAGsoja (ketogenic diet based in soybean oil, 69.79%
fat) or CetoTAGcoco (ketogenic diet based in extra virgin coconut oil, 69.79% fat).
The animals were videotaped to record the frequency and duration (sec.) of
spontaneous recurrent seizures, during 19 days. The Lilliefors and Levene tests,
followed by ANOVA and post hoc Tukey HSD e Dunnet-t were used. Results: The
animals fed ketogenic diets showed food intake (g) below, however, dispend
energetic and weight gain similar to Control group. The behavioral analysis showed
that the experimental groups did not differ in frequency and duration of seizures,
however, the animals in group CetoTAGcoco had shorter duration of seizures in the
19"day, that the Control group (0.00+0.00
against 22.78+12.95, respectively, P<0.05). Additionally, the group CetoTAGcoco
presented lower variation of frequency and duration of seizures between the 19" and
1% day of treatment, than the Control group (9.00+1.73 against 11.00+1.00, for
frequency, and 20.80+12.61 against 49.14+21.15, for duration, respectively, P<0.05).
The results of this study suggest a possible protective effect of ketogenic diet based
on extra virgin coconut oil on seizures. That result, coupled with studies attesting to
confidence and tolerance of the coconut olil, particularly in ketogenic ratios, indicating
a potential benefit of this oil for control the seizures, especially for individuals
with medically refractory epilepsy.

Keywords: experimental epilepsy, Status Epilepticus, pilocarpine, ketogenic diet,
coconut oil, animal model.



49

INTRODUCAO

A epilepsia € um dos mais freqientes e graves disturbios neurolégicos,
afetando aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo, cerca de 1% da
populacao, principalmente criancas. Dentre as criancas acometidas, 20% a 30%
apresentam crises refratarias as drogas antiepilépticas (DAES) existentes. Portanto,
a consideracdo de opcOes ndo farmacologicas para o tratamento da epilepsia
refratdria € oportuna, dadas as evidéncias de que a frequéncia das crises
correlaciona-se fortemente com o progndstico da doenca e de que o risco de casos
letais na infancia é mais alto nos pacientes com epilepsia intratavel. Dentre as
opcOes de tratamento para esse grupo de pacientes tém-se as intervencdes
cirtrgicas, a estimulacéo do nervo vago e a dieta cetogénica (DC) (SCORZA et al.,
2009; VASCONCELOS et al., 2004).

A DC vem sendo utilizada como tratamento em varias desordens que afetam
o metabolismo e a funcdo cerebral, como, por exemplo, defeitos no transporte de
glicose e mitocondriopatias. Particularmente nos casos de epilepsia, seu emprego
tem contribuido para minimizar as convulsdes associadas a enfermidade, em
pacientes resistentes ao uso de medicamentos. A eficacia dessa terapia dietética
tem sido bem estabelecida, com observacdo de mais de dois tercos das criancas
tratadas exibindo mais de 50% de melhora das convulsdes (BOUGH et al., 2000a;
KOSSOFF, 2004; TAHA et al., 2005).

Essa dieta € frequentemente caracterizada por uma alta concentracdo de
lipideos e uma baixa concentracdo de carboidratos e proteinas, tendo que exceder
uma proporcédo de 1,5:1 (lipideos:carboidratos+proteinas), para promover cetonemia
e cetonuria. Em pacientes epilépticos e em animais experimentais tém-se utilizado
proporcdes que podem variar de 3:1 a 9:1. Os triacilglicerois de cadeia longa (TCL)
sdo os mais utilizados para a elaboracdo das dietas cetogénicas; entretanto, os
triacilglicerdis de cadeia média (TCM) vém sendo considerados como fonte lipidica
para o tratamento dietético destes pacientes, uma vez que, em virtude de suas
caracteristicas quimicas, sdo digeridos, absorvidos, removidos da circulagdo e
oxidados mais rapidamente, quando comparados aos TCL. Além disso, quando
metabolizados no figado, levam a formacdo de corpos cetbnicos de forma mais
acelerada, néo sofrendo influéncia de fatores hormonais ou nutricionais. Tornam-se,

desse modo, uma fonte lipidica interessante para portadores de epilepsia (BOUGH
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et al., 2000b; CALABRESE et al., 1999; CURI et al., 2002; GUO et al., 2006; LIU et
al., 2003; NOSAKA et al., 2003).

O oleo proveniente do coco (Cocos nucifera L.) representa uma fonte natural
de TCM (cerca de 60% do seu teor de 6leo total), sendo utilizado para diversos fins,
inclusive terapéuticos. E um produto de baixo custo e bastante utilizado na industria
quimica e de cosméticos, devido a sua resisténcia a peroxidacdo, ao seu baixo
ponto de fusdo e a sua propriedade de formar emulsfes estaveis. Além da inddstria
quimica, a farmacéutica também vem se beneficiando de suas propriedades
antivirais, antifungicas e bactericidas, especialmente atribuidas ao &cido laurico.
Apesar disso, seu consumo como 6leo comestivel € irrisorio, talvez por conta do
estigma de estar associado a promocao de alteraces do perfil lipidico sérico e ao
aumento do risco cardiovascular (FUENTES, 1998; LI et al., 1990; NORULAINI et al.,
2009; PETSCHOW et al., 1996).

De acordo com Norulaini et al. (2009) estudos tém relatado os efeitos
benéficos do 6leo de coco a saude humana no controle de peso e da glicemia, bem
como no metabolismo lipidico e na inibicdo tumoral. Nevin e Rajamohan (2004),
avaliando os efeitos in vitro do 6leo de coco virgem sobre parametros lipidicos
séricos, inclusive sobre a oxidacdo da LDL, evidenciaram efeitos benéficos, como o
aumento da concentracdo de HDL e diminuicdo da de LDL. Além disso, os autores
observaram um alto potencial antioxidante na protecdo da LDL contra o estresse
oxidativo induzido por oxidantes fisioldgicos, efeito atribuido ao conteitdo em
polifendis do 6leo.

O 6leo de coco tem se mostrado eficiente também no tratamento cetogénico.
Um estudo realizado com seis criangas que receberam uma dieta a base de 6leos
sintéticos ricos em TCM ou uma dieta a base de 6leo de coco revelou que este
ultimo foi igualmente eficaz na manutengdo da cetose, forneceu 0s mesmos
beneficios previstos no controle das crises, foi bem tolerado pelos pacientes e mais
econdmico que os 6leos sintéticos ricos em TCM (ZUPEC-KANIA et al., 2008).

Assim, em face do numero escasso de estudos sobre os efeitos do consumo
de Oleo de coco, especialmente em proporcdes cetogénicas, uma fonte rica em TCM
de baixo custo, abundante no Nordeste do Brasil, inclusive em Alagoas,
considerando, ainda, as suas caracteristicas metabolicas especiais, estudos clinicos
e experimentais da aplicacdo deste 6leo no tratamento de crises convulsivas
associadas a epilepsia, no contexto de uma DC, sdo necessarios. Portanto, o

presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de dieta cetogénica a base de
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Oleo de coco extra-virgem e Oleo de soja, sobre as crises convulsivas de ratos

tornados epilépticos, através do modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.

MATERIAL E METODOS

Animais de experimentacao

Ratos machos Wistar (n=30) recém-desmamados, aos 30 dias de nascidos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas (UNCISAL), foram acondicionados em gaiolas coletivas (cinco ratos por
gaiola), no Laboratorio de Fisiologia da UNCISAL, com controle de temperatura e
luminosidade (22-24°C; ciclo claro/escuro de 12 horas), recebendo racdo comercial
e agua ad libitum.

O uso de animais nesse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFAL (Anexo 1), vinculado ao Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude (CNS/MS/Brasil), baseado em normas internacionais
(Declaracédo Universal dos Direitos do Animal, UNESCO, 15/10/1978) e nacionais
(Lei 6.638 de 08/05/1979).

Inducéo do Status Epilepticus (SE)

Todos os animais passaram pela inducéo do status epilepticus (SE). O SE foi
induzido por meio de administracao intraperitoneal (i.p.) de pilocarpina (Sigma, St.
Louis, MO), na dose de 340 mg/kg de peso corporal, 20 minutos apds a injecdo de
metilnitrato de escopolamina (1 mg/kg de peso corporal; i.p.), para limitar os efeitos
colinérgicos periféricos da droga. Ap6s 3 horas, o SE foi abortado com a aplicacao
de diazepan (5 mg/kg de peso corporal; i.p.).

Todos o0s animais injetados com pilocarpina desenvolveram SE; seis
morreram em decorréncia do protocolo (mortalidade de 20%) e dois morreram

devido a causas ndo identificadas.

Periodo poOs-inducédo do SE

Apos o SE, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais de metal,
filmados durante 8 horas diarias e mantidos no Laboratdrio de Fisiologia da
UNCISAL, sob as mesmas condi¢cdes ambientais anteriormente descritas.
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Até o surgimento das crises recorrentes espontaneas (CRE), que
caracterizam a fase cronica e o estabelecimento da epilepsia, 0s animais receberam
racdo comercial para animais de laboratério Nuvilab® (Nuvital Nutrientes S/A). Com a
ocorréncia das CRE, os animais foram submetidos as dietas experimentais. O
periodo silencioso, entre a indu¢do do SE e o aparecimento da primeira CRE, varia
entre 4 a 44 dias (CAVALHEIRO, 1995). Foram considerados, neste experimento,
0s animais que desenvolveram as CRE dentro de, no maximo, 25 dias apds a

inducéo do SE.

Delineamento estatistico e dietas experimentais

O periodo de tratamento dietético, com duracdo de 19 dias, foi definido a
partir de estudo anterior do presente grupo de investigagédo (OLIVEIRA et al., 2008).
O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial, com trés tratamentos e dez repeticdes. A parcela experimental foi
composta por um rato.

A alocacao dos animais em cada grupo de tratamento dietético ocorreu em
funcdo da frequiéncia dos episddios convulsivos, nos primeiros sete dias de CRE,
verificada através das filmagens, buscando promover homogeneidade entre o0s
grupos.

Os animais foram divididos em trés diferentes grupos, de acordo com a dieta
oferecida, como se segue: Controle (AIN-93G; 7% de lipideos), CetoTAGsoja (dieta
cetogénica a base de o6leo de soja; 69,79% de lipideos) e CetoTAGcoco (dieta
cetogénica a base de 6leo de coco extra-virgem; 69,79% de lipideos), tendo como
base a dieta AIN-93G (REEVES, 1997). A dieta controle apresentou uma proporgcao
de lipideos: carboidratos+proteina de 1:11,8, enquanto as duas dietas cetogénicas,
de 3,5:1. Adicionaram-se 7% de 6leo de soja a dieta cetoTAGcoco para garantir a
oferta de acidos graxos essenciais. A margarina foi utilizada nas dietas cetogénicas
com a finalidade de melhorar a consisténcia e garantir a homogeneidade das
formulagcbes (Quadro 1). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com

livre acesso a agua e as dietas durante todo experimento.

A dieta controle e os ingredientes utilizados para a elaboracdo das dietas
cetogénicas foram fornecidos pela Rhoster (Sdo Paulo, Brasil), com excecdo da

margarina e dos 6leos de coco e soja, adquiridos no comércio local.



QUADRO 1. Composicao das dietas controle, cetoTAGcoco e cetoTAGsoja.

Constituint " Controle Dietas cetogénicas
onstituintes (g/kg) (AIN-93G)" CetoTAGcoco CetoTAGsoja
Amido de milho 495,9 0 0
Amido de milho dextrinizado 132,0 0 0
Caseina 200 200 200
Celulose 50 50 50
Mix mineral AIN-93G 35 35 35
Mix vitamina AIN-93G 10 10 10
L-cisteina 3 3 3
L-metionina 1,6 1,6 1,6
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
t-butilhidroquinona (mg/kg) 14 139,58 139,58
Oleo de soja 70 70 297,9
Oleo de coco 0 2279 0
Margarina 0 400 400
Valor energético (Kcal/g)? 3.941.,6 7.012,73 7.081,1

'Reeves et al. (1997).
*\alores aproximados, estimados conforme Atwater e Bryant (1900).

Acompanhamento do peso corporal e da ingestao alimentar
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O peso dos animais foi mensurado semanalmente, a partir do dia da

introducdo da dieta experimental até o final do experimento, no horario de 10-12h.

Para aferir o peso corporal, foi utilizada uma balanca digital (Marte, modelo S-100).

A ingestdo foi estimada semanalmente, com base na cota de dieta oferecida e na

cota rejeitada pelo animal.

Eficiéncia alimentar

A qualidade global das dietas ofertadas e sua repercussao no crescimento dos

animais, aferida pelo coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), foi calculada através

da seguinte férmula:

CEA= (GP/IT) x 100

Onde: CEA - coeficiéncia de eficiéncia alimentar;
GP - ganho de peso (g) no periodo de 14 dias;
IT - ingestao total (g).
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Anélise comportamental

Os animais epilépticos submetidos as dietas experimentais foram monitorados
durante todo periodo experimental, 8h/dia, com o auxilio de uma filmadora (DCR-
SR45, Sony Brasil Ltda.), para o registro das manifestacdes comportamentais
caracteristicas das crises convulsivas induzidas pela pilocarpina. As gravacdes
foram analisadas posteriormente para determinacdo da freqiéncia e do tempo de

duracéo das crises epilépticas.

Determinacao da frequéncia e da duracdo das crises recorrentes espontaneas
(CRE)

Através de monitoramento por video, foi determinada a frequéncia e a
duracdo diaria das CRE, com auxilio da filmadora e de um cronémetro digital. A
partir destas variaveis, calcularam-se os valores de frequéncia e duracao total, nos
dezenove dias de experimento, de frequéncia e duragcdo intervalar, em seis
intervalos de tempo (a cada trés dias), e a variac¢ao entre o0 19° e o 1° dia (A19-1) de
tratamento dietético. Para o calculo das variacbes entre o 19° e o 1° dia de
tratamento para a frequéncia e a duracdo das CRE, realizou-se transformacao dos
dados, para evitar nUmeros negativos. Para tanto, somou-se dez aos valores finais

de A19-1, para frequéncia, e trinta, para duracdo das CRE (Figuras 1 e 2).

Eutanasia

Apos o periodo de observacdo comportamental, os animais foram
anestesiados por injecdo de Ketamina — 100mg/kg e Xilazina — 15mg/kg; i.p.) para a
realizacdo de coleta de sangue e de 6rgédos, para analises posteriores. A eutanasia

se deu, portanto, por retirada de 6rgaos vitais.

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram verificados quanto aos pressupostos para
normalidade (Teste de Lilliefors) e homogeneidade das variancias dos residuos
(Teste de Levene), com até 5% de probabilidade de erro. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), com médias comparadas pelos testes

Post hoc de Tukey HSD e Dunnett-t, assumindo-se, neste caso, o grupo Controle



55

como referéncia (P<0,05). Todas as analises foram realizadas com o auxilio do
software SPSS for Student.

RESULTADOS

Ingestéo alimentar, ganho de peso corporal, coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA) e consumo energético

Os dados relativos a ingestdo alimentar, ao ganho de peso, ao coeficiente de
eficiéncia alimentar e ao consumo energético podem ser observados na Tabela 1.
Considerando-se a ingestao alimentar nas duas primeiras semanas de experimento
(14 dias), percebe-se que o0s grupos cetogénicos consumiram quantidade de racao
equivalente entre si e menor do que o grupo Controle (P<0,05); entretanto, o ganho
de peso corporal, a eficiéncia alimentar e 0 consumo energético da cota total de

racao ingerida neste periodo foram similares entre todos os grupos.

Tabela 1. Ingestdo alimentar, ganho de peso, coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) e
consumo energético (médiatDP) dos animais dos grupos Controle, CetoTAGsoja e
CetoTAGcoco, em 14 dias de experimento.

Grupos de animais

Variaveis Controle CetoTAGsoja  CetoTAGcocCO
(n=7) (n=8) (n=7)
Ingestéo alimentar (g) 267,2+37,8Aa 200,0%43,7Bb 164,5+17,5Bb
Ganho de Peso (g) 52,1+42,2Aa 61,8+35,4Aa 62,5+20,5Aa
CEA 20,4+19,2Aa 29,8+13,9Aa 37,419,4Aa

Consumo energético (Kcal) 1.052,9+149,1Aa 1.272,2+277,9Aa 1.046,5+111,3Aa

CEA - coeficiente de eficiéncia alimentar.
Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey HSD,
maiudsculas, ou Dunnett-t, mindsculas (P<0,05).

Fregluéncia e duracdo das crises recorrentes espontaneas (CRE)

ApoOs a exclusdo dos outliers, além da mortalidade animal observada, para as
analises comportamentais foram considerados sete animais do grupo Controle, seis

do grupo CetoTAGsoja e cinco do CetoTAGcoco.
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Avaliando-se os valores médios das variaveis frequéncia e duragéo das crises
nos fatores dieta e tempo de tratamento dietético (19 dias), apresentados na Tabela
2, verifica-se que ndo houve diferenca significativa. A interacdo dos fatores dieta e
tempo de tratamento dietético, com relacdo a freqiéncia e a duragdo das crises,

também néo diferiu significativamente.

Tabela 2. Frequéncia e duragdo (médiatDP) das crises recorrentes espontaneas (CRE),
relacionadas aos fatores dieta e tempo de exposicdo, em 19 dias de protocolo experimental.

VARIAVEIS
FATORES Frequénciadas CRE Duracéo das CRE
(x£DP) (x£DP)
Dieta (D)
controle 0,43+0,90a 7,37t12,24a
cetoTAGsoja 0,45+1,05a 5,70+10,67a
cetoTAGcoco 0,24+0,66a 4,94+11,47a
Tempo (T; dias)
1 0,39+0,97a 5,76+11,24a
2 0,29+1,06a 1,44+5,39a
3 0,06+0,23a 1,11+4,71a
4 0,35+0,99a 4,60+£10,36a
5 1,00+1,75a 9,54+13,18a
6 0,44+0,85a 7,76+13,39a
7 0,12+0,33a 3,24+9,17a
8 0,41+0,87a 6,24+11,79a
9 0,18+0,39a 5,18+11,57a
10 0,54+1,39a 7,65+14,74a
11 0,17+0,38a 4,94+11,49a
12 0,39+0,77a 4,75+9,20a
13 0,29+0,46a 8,50+14,49a
14 0,06+0,24a 1,59+6,54a
15 0,31+0,79a 6,35+13,75a
16 0,72+1,44a 8,53+11,63a
17 0,63+0,88a 10,91+13,44a
18 0,40+0,82a 6,71+11,80a
19 0,67+0,76a 12,28+14,11a
Interagéo
(DxT) NS NS

Letras iguais em uma mesma linha indicam diferenca ndo significativa pelo teste de Tukey HSD
(P=0,05).
NS= néo significativo.
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Os valores referentes a frequéncia total e a duracdo total das crises, nos
dezenove dias do periodo experimental, ndo diferiram entre os grupos Controle,
CetoTAGsoja e CetoTAGcoco (Tabela 3).

Em relacdo as variacbes médias de frequéncia e duragdo das CRE, em
diferentes intervalos de tempo (Al a A6; Tabela 3), também nao foram observadas

diferencas significativas entre os trés grupos de animais.



Tabela 3. Frequéncia e duracédo (médiatDP) das crises recorrentes espontédneas (CRE) nos grupos Controle, CetoTAGsoja e CetoTAGcoco, em
diferentes periodos de tempo.

FREQUENCIA DAS CRE*

Fregiiéncia Total® Variagdes Intervalares® (¥ +Dp)
Grupos - :
(% +DP) Min  Méx Al A2 A3 Ad AB A
Controle (n=7) 7,57+5,352 2 15 10,00+0,572 10,43+0,53% 9,71+0,75* 10,43+1,27° 9,57+0,97% 10,86+0,69°

CetoTAGsoja (n=6) 8,00+7,79° 1 20 9,83+0,40° 10,17+0,40°  9,83+0,40° 10,33+0,81* 10,17+1,60% 10,17+1,72°
CetoTAGcoco (n=5) 5,00+1,87¢ 2 7 9,80+2,49% 10,60+1,34*  9,60+1,51°  9,80+0,44*  10,20+0,44* 9,80+0,44%

DURACAO DAS CRE"

Durag&o Total” (seg) Variacbes Intervalares® (X+DP)
Grupos = - -
(X+DP) Min Max Al A2 A3 A4 A5 AB
Controle (n=7) 190,43+141,11* 62 435 99,29+13,04° 114,29+19,02* 91,71+23,0° 106,43+31,3* 91,57+24,50* 121,43+15,99%

CetoTAGsoja (n=6) 181,50+154,67* 25 392 94,67+13,06° 104,00+9,79° 96,00+9,79° 107,33+17,9* 109,00+47,0° 96,50+48,39%
CetoTAGcoco (n=5) 135,20+55,64* 67 187 75,80+42,88* 115,40+34,43" 89,80+39,0° 94,80+11,62* 107,80+17,4* 92,20+17,44%

'CRE - crises recorrentes espontaneas.

’Nos dezenove dias de experimento.

3Variagéo das médias da frequéncia e da duracé@o das crises em seis intervalos de tempo (A1=t3-t1; A2=t6-t3; A3=19-16; A4=t12-t9; A5=t15-112, A6=t19-115; t —
tempo em dias).

Letras iguais em uma mesma coluna indicam auséncia de diferenga significativa pelo teste de Tukey HSD (P=0,05).

LS
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Comparando-se os dados relativos as variagcbes médias da freqiéncia e da
duragao das CRE entre 0 19° e 0 1° dia de experimento, aqui denominadas A(19-1),
observadas nas Figuras 1 e 2, verifica-se que o grupo CetoTAGcoco apresentou
variacdo da frequéncia e da duracdo das CRE significativamente menor que o0 grupo

Controle (P<0,05). O grupo CetoTAGso0ja, por sua vez, nao diferiu dos demais.
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Figura 1. Variagcbes da freqiéncia (médiatDP) das crises recorrentes espontaneas (CRE)
entre 0 19° e o 1° dia de experimento, A(19-1), dos grupos Controle, CetoTAGsoja e
CetoTAGcoco, em 19 dias de protocolo experimental. Letras diferentes indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey HSD, mailsculas, ou Dunnett-t, mintsculas (P<0,05).
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Figura 2. Variacbes da duracdo (médiatDP) das crises recorrentes espontaneas (CRE)
entre 0 19° e o0 1° dia de experimento, A(19-1), dos grupos Controle, CetoTAGsoja e
CetoTAGcoco, em 19 dias de protocolo experimental. Letras diferentes indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey HSD, maiusculas, ou Dunnett-t, mintsculas (P<0,05).
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Em relagé@o aos valores médios de freqiéncia das CRE no 1° e no 19° dia de
experimento, ndo se verificou diferenca significativa entre os trés grupos
experimentais (Figura 3). Os dados relativos as médias da duracdo das CRE nesses
dias, por sua vez, diferiram significativamente no 19° dia entre os grupos Controle e
CetoTAGcoco (Figura 4).
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Figura 3. Freqiiéncia (médiaxDP) das crises recorrentes espontaneas (CRE), no 1° e no 19°
dia do protocolo experimental, dos grupos Controle, CetoTAGsoja e CetoTAGcoco. Letras
iguais indicam auséncia de diferenca significativa pelo teste de Tukey HSD (P>0,05).
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Figura 4. Duragdo (médiatDP) das crises recorrentes espontédneas (CRE), no 1° e no 19°
dia experimental, dos grupos Controle, CetoTAGsoja e CetoTAGcoco. Letras diferentes
indicam diferenca significativa, no 19° dia de experimento, pelo teste de Tukey HSD
(P<0,05).
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Na andlise da frequéncia diaria das CRE (médiatDP), nos dezenove dias do
periodo experimental, verifica-se diferenca significativa entre os grupos Controle
(0,00+0,00) e CetoTAGsoja (2,00£2,44), no 5° dia. No 16° dia, também se observa
diferenca significativa entre os grupos Controle (1,42+2,14) e CetoTAGsoja
(0,16+0,40). O grupo CetoTAGcoco nao diferiu dos demais (Figura 5).
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Figura 5. Frequiéncia média diaria das crises recorrentes espontaneas (CRE) nos grupos
Controle, CetoTAGsoja e CetoTAGcoco, nos 19 dias do periodo experimental. Letras
diferentes indicam diferenga significativa no 5° e no 16° dias, pelo teste de Tukey HSD
(P<0,05).

Analisando-se os dados referentes a duracao diaria das CRE (médiatDP), nos
dezenove dias, verifica-se diferenca significativa entre os grupos Controle, 0,00+0,00
e 22,85+12,95, e CetoTAGcoco, 16,20+15,81 e 0,00+0,00, no 5° e 19° dias,
respectivamente. O grupo CetoTAGsoja nao diferiu dos demais (Figura 6).
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Figura 6. Duracdo média diaria das crises recorrentes espontaneas (CRE) nos grupos
Controle, CetoTAGsoja e CetoTAGcoco, nos 19 dias do periodo experimental. Letras
diferentes indicam diferenga significativa no 5° e no 19° dias, pelo teste de Tukey HSD
(P<0,05).
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DISCUSSAO

A capacidade dos roedores de adaptar a sua ingestdo alimentar em resposta
a modificacbes dietéticas que lhes sdo impostas j& € um fendbmeno reconhecido
(LUCENA et al., 2010; WURTMAN, 1983). No presente estudo, observou-se que 0s
animais dos grupos cetogénicos consumiram quantidade de racdo semelhante entre
si, porém, menor que os animais do grupo Controle. Dada a maior densidade
energética das dietas cetogénicas, tal fenbmeno era esperado, como uma resposta
adaptativa dos animais. Isto pode ser percebido pela auséncia de diferenca
significativa de consumo energético e, ainda, de ganho de peso entre os diferentes
grupos de animais. O coeficiente de eficiéncia alimentar, indice que avalia a
qualidade da dieta a partir do ganho ponderal dos animais, também nao diferiu entre
0s grupos. Dessa forma, pode-se supor que 0s animais, independente do tratamento
dietético a que estavam submetidos, ndo apresentaram diferencas de crescimento
entre si.

Em relacdo ao ganho de peso, estudos tém demonstrado que animais
submetidos a dieta cetogénica apresentaram menor ganho de peso que aqueles
submetidos a dieta controle (BOUGH et al., 2000a; BOUGH et al., 2000b).
Particularmente no estudo de Lucena et al. (2010), essa reduc¢do no ganho de peso
foi observada apenas da segunda a quinta semana de exposi¢ao a dieta cetogénica.
A partir da sexta semana de experimento, os animais dos grupos cetogénicos
apresentaram peso equivalente ao grupo controle. O potencial efeito redutor da DC
sobre o ganho de peso dos animais, demonstrado em trabalhos anteriores, néo foi
observado no presente estudo. Talvez o tempo de exposicdo as dietas ndo tenha
sido suficientemente longo para se evidenciar tal efeito.

Em virtude da DC ser considerada uma importante ferramenta terapéutica
para a epilepsia intratavel na infancia, estudos comparando seus efeitos sobre o
crescimento e o desenvolvimento animal sdo particularmente interessantes. Tal
argumento é igualmente reforcado pelo reduzido corpo de informacbes a esse
respeito, sobretudo com relacdo a utlizacdo de diferentes fontes lipidicas, nos
moldes da DC classica ou a base de TCM.

A eficacia antiepiléptica da DC tem sido demonstrada em numerosos modelos
de estudos animais e humanos; no entanto, os conhecimentos acerca dos seus
mecanismos de acdo ainda ndo estdo completamente elucidados (PHAN, 2007).

Grande parte desses estudos demonstra o potencial efeito antiepiléptico via agéo
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neuroprotetora da DC, através da reducdo na producdo de espécies reativas de
oxigénio, dentre outras razdes (LINARD et al., 2010; NOH et al., 2003).

Por outro lado, existem relatos na literatura acerca de efeitos pro-
convulsivantes, portanto deletérios, dessa terapéutica dietética. Esses achados
controversos se devem, em parte, a auséncia de padronizacdo dos protocolos de
investigagdo, que incluem uma grande variedade de tratamentos dietéticos, no
tocante as diferencas na composicdo das dietas e no tempo de exposicdo as
mesmas, dentre outras, idade de inicio do tratamento e diferentes espécies animais,
dificultando a comparagdo dos resultados (BOUGH et al, 2002;
THAVENDIRANATHAN et al., 2000).

Neste trabalho, ndo se observou diferenca significativa de frequéncia total e
de duracéo total das CRE entre os grupos submetidos as dietas cetogénicas ou a
dieta controle. Apesar de auséncia de significancia, um possivel efeito protetor sobre
as CRE poderia ser atribuido a dieta cetoTAGcoco, quando comparada as demais,
uma vez que os valores absolutos minimos e maximos apresentaram-se menores,
em ambas as variaveis, nos animais deste grupo (Tabela 3). Talvez o curto periodo
de exposicdo ao tratamento dietético possa ter contribuido para a falta de resultados
mais robustos. De acordo com Bough e Rho (2007), a eficAcia maxima da DC sé é
atingida apdés dias a semanas do inicio do tratamento dietético, sugerindo que
programas metabolicos adaptativos e/ou genéticos estariam envolvidos na protecao
das crises.

Apesar da busca em promover homogeneidade de frequiéncia das CRE entre
0S grupos de animais no inicio do tratamento dietético, ao comparar os valores da
frequéncia das CRE no 1° e no 19° dia de tratamento, observam-se valores
absolutos no 1° dia discrepantes, embora nao significativos, do grupo CetoTAGcoco,
quando comparado aos demais. Contudo, para além dos dados absolutos,
observou-se uma inversao do fendbmeno, ou seja, valores de freqiéncia das CRE no
19° dia de tratamento dietético inferiores aqueles encontrados no 1° dia, para o
grupo CetoTAGcoco, diferente do observado para o0s demais grupos.
Adicionalmente, o grupo CetoTAGcoco apresentou duracdo meédia das CRE
significativamente inferior ao grupo Controle, no 19° dia de tratamento (Figuras 3 e
4). Considera-se, ainda, que o principal achado na presente investigacado foram os
valores significativamente menores de variacdo da frequéncia e da duracdo das
CRE entre 0 19° e 0 1° dia de tratamento dietético, A(19-1), apresentados pelo grupo

CetoTAGcoco, em relagdao ao grupo Controle. O grupo CetoTAGsoja ocupou uma
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posicdo intermediaria (Figura 2). No conjunto, estes dados corroboram com a
possibilidade de um efeito protetor do 6leo de coco sobre as CRE.

Estudos prévios tém sugerido que protocolos dietéticos que aumentam 0s
niveis de cetonas, a exemplo da DC, podem reduzir a formacéo de radicais livres no
cérebro, mediando, assim, a neuroprotecdo, através da atividade antioxidante
(MAALOUEF et al., 2007). Neste sentido, o estudo realizado por Nevin e Rajamohan
(2008) demonstrou um alto potencial antioxidante do 6leo de coco, efeito atribuido
ao seu alto conteudo em polifendis. Em estudos adicionais do mesmo grupo,
observou-se que o 6leo de coco virgem foi capaz de aumentar a atividade de
enzimas antioxidantes, tais como a catalase (CAT) e a superéxido dismutase (SOD),
gue atuam na defesa contra as espécies reativas de oxigénio e na prevencdo da
peroxidacao lipidica (NEVIN e RAJAMOHAN, 2004, 2006). Desse modo, € oportuno
destacar uma possivel potencializagdo das propriedades antioxidantes e
neuroprotetoras da DC a base de 6leo de coco virgem.

Quando as andlises dos fenbmenos comportamentais foram feitas dia a dia
do periodo experimental, diferencas significativas foram encontradas em apenas
dois dias, para as variaveis frequéncia e duracdo das CRE. A frequéncia média das
CRE no 5° dia de tratamento apresentou-se significativamente maior nos animais do
grupo CetoTAGsoja, que no grupo Controle. No 16° dia, o fenbmeno se inverteu,
onde o grupo CetoTAGsoja apresentou menor frequiéncia de crises comparado ao
grupo Controle. Apesar de o grupo CetoTAGcoco néo ter diferido significativamente
dos demais, apresentou uma tendéncia de reducdo da frequéncia das crises,
notadamente nos trés ultimos dias de tratamento dietético (Figura 5). Considerando
gque no 5° dia de experimento os animais ainda se encontravam em fase de
adaptacdo ao novo regime alimentar, somada a dispersao dos dados esperada em
um estudo comportamental, a maior frequéncia de crises apresentada pelo grupo
CetoTAGsoja parece ndo traduzir um achado fisiolégico propriamente dito. Estas
observacbes sdo paralelas as experiéncias clinicas e aos estudos com animais
encontrados na literatura, que comprovam a necessidade de um periodo de dias a
semanas para que ocorram mudangas clinicamente notaveis no controle das crises,
uma vez que 0S mecanismos responsaveis pela protecdo apresentam um inicio
gradual (FREEMAN et al., 1994).

Neste sentido, Rho et al. (1999) demonstraram que, embora a cetonemia, um
dos mecanismos envolvidos na reducdo das crises, seja observada logo apos os

primeiros dias de tratamento com a DC, em camundongos jovens com 24 dias de
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nascidos, a protecdo contra as crises s0 foi vista apos 7 dias de tratamento dietético,
sugerindo que é necessario um periodo minimo de uma semana para 0S animais
desenvolverem tal protecdo. No estudo de Muller-Schwarse et al. (1999) verificou-se
gue ratos submetidos a DC apresentaram uma reducéo da frequiéncia e da duracéo
das CRE, bem como reducdo do brotamento de fibras musgosas e da perda celular
na regido supragranular do giro denteado, ap6s 8 semanas de tratamento dietético,
sugerindo que a DC pode retardar o processo de epiletogénese.

Com relacdo a duracdo meédia das CRE no 5° dia de tratamento dietético, o
grupo CetoTAGcoco apresentou valores significativamente mais elevados que o
grupo Controle. Nos Ultimos trés dias do protocolo experimental, no entanto,
observou-se uma inversdo do fenémeno, sobretudo no 19° dia, onde o grupo
CetoTAGcoco apresentou valores significativamente inferiores ao grupo Controle
(Figura 6). Dessa forma, € oportuno destacar que apesar de sutil, a tendéncia de
reducdo da frequéncia das CRE observada nos trés ultimos dias (Figura 5) no grupo
CetoTAGcoco, somada a menor média de duracdo no ultimo dia (Figura 6) apontam,
mais uma vez, para um potencial efeito protetor da dieta cetogénica a base de 6leo
de coco sobre as CRE.

Diante do exposto, acredita-se que um tempo maior de exposi¢do as dietas
cetogénicas, especialmente aquela a base de 6leo de coco, contribuiria para que as
adaptacdes metabdlicas responsaveis pela acdo antiepiléptica da dieta pudessem
ocorrer satisfatoriamente, destacando o seu efeito protetor. Pesquisas nesta area
sdo particularmente interessantes, principalmente no contexto de utilizagcdo de
diferentes fontes lipidicas, em proporcdes cetogénicas, a fim de melhor determinar

os beneficios produzidos por esta terapéutica.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados sugerem que a dieta cetogénica a base de
Oleo de coco extra-virgem pareceu exercer um efeito protetor sobre as crises
epiléticas, particularmente sobre a frequéncia e a duracdo das crises recorrentes
espontaneas, em ratos. Tal resultado, associado a estudos adicionais que atestem a
confiabilidade e a tolerabilidade do Oleo de coco, particularmente em propor¢cdes
cetogénicas, em funcéo dos questionamentos existentes na literatura sobre as suas

repercussdes cardiovasculares, poderia indicar um beneficio potencial do 6leo de
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coco no controle das crises epilépticas, especialmente para individuos portadores de

epilepsia refrataria a medicamentos.
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4 ANEXOS



ANEXO 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIQADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei6 — AL, 15/07/2009

Senhor (a) Pesquisador (a), Terezinha da Rocha Ataide
Euclides Mauricio Trindade Filho
Elisabete da Silva Mendonga Rego

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 15/07/2009 ¢ com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 009389/2009-46b sob o titulo Efeitos da
dieta cetogénica a base de 6leo de coco sobre o modelo de epilepsia do lobo
temporal, induzido por injecio intra-hipecampal de pilocarpina, em ratos, vem por
meio deste instrumento comunicar a aprovagio do processo supra citado, com base no
item VIII.13, b, da Resolugdio n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido {mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagcdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o{a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envia-los 2 mesma junto com o
parecer aprovatério do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item
IV. 2.e).

! Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposigdo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas étig(f

e exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.
(*) Areas tematicas especiais
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