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RESUMO

A dieta cetogénica é caracterizada por altos niveis de lipidios e baixos
niveis de proteinas e de carboidratos. Devido a sua grande interferéncia no
metabolismo corporal, em especial na excitabilidade cerebral, este tipo de dieta
tem sido utilizado para o tratamento de diversas doencas, em destaque a
epilepsia. Este trabalho é composto por dois artigos. O primeiro artigo € uma
revisdo dos mecanismos moleculares e celulares pelos quais a dieta cetogénica
poderia interferir no metabolismo cerebral causando uma redugcdo da atividade
elétrica cerebral, e assim, uma melhora das crises convulsivas. O segundo artigo
trata da analise da influéncia de dois tipos de dietas cetogénicas na excitabilidade
cerebral em ratos. Uma das dietas utilizadas foi a dieta cetogénica classica,
composta por triacilgliceréis com acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, o
Oleo de soja, mais utilizada para tratamento clinico da epilepsia; o segundo tipo
de dieta utilizado é constituido por triacilgliceréis derivados do acido graxo
enantico, a trienantina, mais rapidamente metabolizada pelo organismo e bem
tolerada pelo mesmo, clinicamente utilizada para tratamento de deficiéncia da
enzima piruvato carboxilase e deficiéncia na oxidacédo de acidos graxos de cadeia
longa. Para analise da atividade elétrica cerebral utilizou-se o modelo da
Depressao Alastrante. A Depressao Alastrante € um fendmeno que ocorre no
tecido nervoso e quando deflagrada no cortex cerebral, causa uma redugao da
atividade elétrica cortical que se propaga lentamente, com velocidade de 2-5
mm/min, por todas as regides do cortex cerebral, e em cuja fase inicial encontra-
se um surto de atividade elétrica neuronal semelhante as ondas cerebrais
caracteristicas da epilepsia. Devido as suas caracteristicas esse fenbmeno tem

sido amplamente utilizado para estudo da funcionalidade cerebral.

Palavras chave: dieta cetogénica, excitabilidade cerebral, trienantina, depressao

alastrante.
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ABSTRACT

The ketogenic diet is high fat, low carbohidrate and protein. This kind of
diet is used to treatment of a lot of disease, especially epilepsy, because their
ability to interfere on body metabolism and cerebral excitability. This work contains
two articles. The first one is a review of the molecular and cellular mechanisms of
action of the ketogenic diet on the reduction of cerebral electrical activity to
improve the seizures. The second one is an experimental study which aims to
analyze the interference of two kinds of ketogenic diet on the cerebral excitability.
One of diets used was the classical ketogenic diet, composed by long chain
triglycerides with polyunsaturated fatty acids, soy oil, widely used to treatment of
epilepsy; the other one was composed by triglycerides of the enantic acid, seven
molecules of carbon, the triheptanoin, which is metabolized faster and well
accepted by the organism, used to clinical treatment of disorders of pyruvate
carboxilase enzyme and long chain fatty acid oxidation. In order to analyze the
cerebral electric activity we used the Spreading Depression feature. The
Spreading Depression is a phenomenon that occurs in the nervous system and
when trigged at cerebral cortex leads to a reduction of neuronal activity which
spreads slowly, with velocity of 2-5 mm/min, to all regions of the cerebral cortex. A
burst of neuronal electrical activity similar to that found in epileptic EEG occurs
during the initial phase of spreading depression. Because theirs characteristics

this phenomenon had been widely used to study brain functionality.

Key words: Cerebral excitability, spreading depression, ketogenic diet,

triheptanoin.
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1 INTRODUCAO

A dieta cetogénica classica tem sido utilizada de forma crescente como
procedimento alternativo utilizado no tratamento da epilepsia, principalmente em
criangcas n&o responsivas as drogas anticonvulsivantes mais comuns
(STAFSTROM, 2004). Apesar de seus mecanismos de agado ainda permanecerem
desconhecidos, sua interferéncia na diminuicdo da excitabilidade cerebral merece
destaque.

O primeiro artigo deste trabalho discute duas vias pelas quais a dieta
cetogénica poderia levar a diminuigdo da excitabilidade cerebral e, desta forma,
melhorar as crises convulsivas caracteristicas da epilepsia. Em uma delas,
acredita-se que o aumento das concentragdes de corpos cetdnicos, consequéncia
das alteragdes metabdlicas geradas pelo alto teor de lipidios da dieta e da sua
restrita concentracdo de carboidratos, induziria uma modificagdo no pool de
aminoacidos neurotransmissores aumentando a concentragdo do acido gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso
central e possivel agente responsavel pela diminuicdo das crises epiléticas
(YUDKOFF et al. 2005). Uma outra via discutida neste trabalho, que também
poderia levar a uma diminuicdo das crises epiléticas, prescinde do aumento das
concentragdes sanguineas de corpos cetbnicos. Por este caminho, a diminuigao
da glicemia provocada pela dieta cetogénica ou por um outro tipo de dieta com
restricdo caldrica, teria como consequéncia o aumento da eficiéncia da via
responsavel pela remogédo do glutamato do espaco sinaptico (YUDKOFF et al.
2006). O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central e provavel mediador das crises convulsivas; sua remogéo teria como
consequéncia a diminui¢ao da excitabilidade cerebral.

Visto que a dieta cetogénica apresenta efeitos satisfatérios no controle
da excitabilidade cerebral, sua forma mais aplicada para tratamento clinico da
epilepsia, a dieta cetogénica classica, € composta por triacilglicerdis com acidos
graxos de cadeia longa. Um outro tipo de composicéo de dieta cetogénica, menos
utilizado, utiliza triacilgliceréis com acidos graxos de cadeia média. Sabendo-se
que este tipo de triacilglicerol é mais rapidamente metabolizado pelo organismo, a
proposta do segundo artigo é a de analisar a influéncia destes dois tipos de dieta

sobre a funcionalidade do sistema nervoso central. Para isso, utilizamos a dieta
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cetogénica classica, formada por 6leo de soja, e a dieta cetogénica rica em
trienantina. A trienantina (triheptanoina) é um triacilglicerol do acido graxo
enantico (heptandico, C7:0), bem tolerado pelo organismo e tem sido
recentemente utilizada no tratamento de desordens mitocondriais da oxidagédo de
acidos graxos de cadeia longa e da deficiéncia da enzima piruvato carboxilase
(ROE et al; 2002; MOCHEL et al; 2005).

A analise da atividade elétrica cerebral foi desenvolvida utilizando-se o

modelo da Depressao Alastrante Cortical, que consiste em uma diminuicdo da
atividade elétrica cortical que se propaga lentamente, com velocidade variando de
2-5 mm/min, por todas as diregbes do coértex cerebral. Um surto de atividade
elétrica neuronal semelhante as ondas cerebrais caracteristicas da epilepsia é
encontrado durante a fase inicial da Depress&o Alastrante Cortical (LEAO, 1944).
Este modelo tem sido amplamente utilizado devido as suas caracteristicas
eletrofisiologicas serem facilmente reprodutiveis e por apresentar mecanismos de
acao semelhantes a fendmenos ligados a excitabilidade cerebral, como a

enxaqueca e a epilepsia.



1° artigo:

Oliveira, M.A.R, Ataide, T.R., Ximenes-da-Silva, A. Dieta cetogénica e
mecanismos de acao no controle da excitabilidade cerebral
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Resumo

A dieta cetogénica, composta por alto teor de lipidios e baixos niveis de proteinas
e de carboidratos, tem sido amplamente utilizada no tratamento de diversas
patologias, tais como deficiéncia na enzima piruvato carboxilase, tumores
dependentes do metabolismo glicolitico e, principalmente, na epilepsia. Seus
mecanismos de agao ainda permanecem desconhecidos, porém sua eficacia na
reducdo das crises epiléticas merece destaque. Neste sentido, alguns estudos
atribuem a alteracdo no “pool” de aminoacidos neurotransmissores a
responsabilidade pelo seu principal efeito. Acredita-se que o aumento do acetil
CoA fornecido pelos corpos cetdnicos ative a reagao da citrato sintase, processo
que consome oxaloacetato diminuindo a sua disponibilidade para a reagao de
transaminagao do glutamato a aspartato, da qual é reagente. Desta forma, mais
glutamato se torna disponivel para a reagdo da glutamato descarboxilase,
favorecendo o aumento da concentragdo cerebral do acido gama-aminobutirico
(GABA), neurotransmissor inibitério. Outros estudos, entretanto, atribuem a baixa
ingestao dietética de carboidratos a diminuicdo das crises epiléticas. Periodos de
intensa atividade neuronal provocam um aumento da sintese de alanina a partir
do glutamato e do piruvato, e sua exportagcdo do cérebro para a corrente
sanguinea, levando a um possivel processo de remogao de parte do glutamato
cerebral, aminoacido excitatorio e provavel agente da convulsdo. Neste contexto,
0 objetivo desta revisao € descrever os principais mecanismos de agao da dieta
cetogénica no controle da excitabilidade cerebral, facilitando a compreensao de

seus possiveis efeitos na reducdo das crises convulsivas.
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Abstract

The ketogenic diet is a high fat, low protein and low carbohydrate diet, used for
treatment of several pathologic conditions as pyruvate carboxylase deficiency,
tumors dependent on glucose metabolism and particularly in epilepsy treatment.
Its mechanism of action still remains unknown but its efficiency in reducing
seizures frequency is remarkable. Accordingly, some studies have mentioned
amino acid neurotransmitters pool changes as the main cause of ketogenic diet
effects. It's believed that the increase of acetil CoA from ketone bodies activates
citrate synthetase reaction, consuming oxaloacetate and thereby reducing it for
glutamate-aspartate transamination reaction. Thus, more glutamate is available to
glutamate decarboxylase reaction, leading to an increase of brain gamma-
aminobutyric acid (GABA) concentration, an inhibitory neurotransmitter. Other
studies have however attributed to low-carbohydrate diet consumption the
reduction in seizure frequency. Periods of high neuronal activity lead to an
increase of alanine synthesis from glutamate and piruvate, with an efflux of this
former from brain to blood, which would carry to a reduction of brain glutamate
levels, excitatory amino acid involved in epilepsy mechanism. In this way, this
review aims to give a picture of the main ketogenic diet mechanism of action

controlling brain excitability, in an attempt to understand its anticonvulsive effects.

Key words: ketogenic diet, epilepsy, seizure, brain, excitability, glutamate
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INTRODUCAO

A dieta cetogénica classica, composta por alto teor de lipidios e baixos niveis de
proteinas e de carboidratos, é utilizada como tratamento para diversas doencas
incluindo deficiéncia na enzima piruvato carboxilase'", alguns tipos de tumores
dependentes do metabolismo de glicose'?, espasmos infantis® e, principalmente,
para o tratamento da epilepsia. Em cerca de 400 a.C a epilepsia era conhecida
como uma doenga espiritual e de origem sobrenatural atribuida a possessdes
demoniacas. Hipdcrates foi um dos primeiros a atacar essa concepgao atribuindo
seu desenvolvimento a andxia cerebral e ndo mais a uma causa espiritual; o unico
caso por ele identificado foi tratado com jejum completo. Galeno, cerca de 500
anos apos Hipdcrates, sugeria que as convulsdes teriam origem no cérebro e
seriam provocadas por substancias irritantes, trazidas de outras partes do corpo.
Os tratamentos para a epilepsia, até entdo, eram empiricos, e variavam desde a
ingestdo de urina, crénio humano triturado e sangue, a auséncia de certos
alimentos, como alho e alguns vegetais. Orag¢des e o jejum também faziam parte
das recomendacées terapéuticas”. Por volta de 1920, apds a descoberta de
drogas anti-epiléticas, como o brometo e o fenobarbital ®) que se mostraram
bastante eficazes na reducdo ou mesmo no desaparecimento dos sintomas da
epilepsia, Hugh Conklin iniciou um tratamento denominado de “dieta da agua”, o
qual consistia em periodos de trés a quatro semanas sem alimentagcdo. Em 1921,
H. Rawle Geyelin, endocrinologista da American Medical Association, Boston,
relatou o caso de 26 pacientes epilépticos tratados com jejum. Destes, dois
deixaram de apresentar os sintomas da epilepsia e 18 apresentaram melhora®®.
Como os beneficios clinicos do jejum prolongado ndo compensavam suas

desvantagens, no mesmo ano, também nos Estados Unidos, Dr. Wilder, na Maio
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Clinic, sugeriu a dieta cetogénica como uma forma de reproduzir os efeitos do

jejum, com a vantagem de poder ser mantida por periodos mais longos ©.

A dieta cetogénica foi amplamente utilizada até a década de 1930 quando
as drogas anticonvulsivantes se tornaram disponiveis, diminuindo a sua utilizagéo
como um tratamento de escolha. Na década de 1990 o interesse pela dieta
cetogénica ressurgiu e a mesma se tornou um procedimento alternativo utilizado
no tratamento da epilepsia, principalmente em criangas nao responsivas as
drogas anticonvulsivantes mais comuns'”. Em um estudo realizado com 150
criancas no John Hopkins Medical Institution, em Baltimore, metade das criancas
tratadas com a dieta cetogénica durante um ano alcancaram mais de 50% de
melhora no controle das convulsdes, enquanto 27% das mesmas tiveram uma
diminuicao igual ou maior que 90% na frequéncia das crises convulsivas ® Em
um outro estudo com 23 criancas portadoras de espasmos, a dieta também foi
considerada uma alternativa viavel de terapia, principalmente para criancas
resistentes as drogas anticonvulsivantes. Todas as criangas que permaneceram
na dieta por 12 meses tiveram reducdo na frequéncia das convulsdes; 57%
tiveram seus medicamentos reduzidos ou descontinuados em um ano, ou seja, a
dieta também foi bem tolerada e eficaz no tratamento de espasmos infantis .
Outros estudos confirmam a eficiéncia da dieta no controle de crises convulsivas

em criancas ©» (19 (1),
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CARACTERISTICAS DA DIETA CETOGENICA

A dieta cetogénica classica mais utilizada é constituida por triacilglicerois
com acidos graxos de cadeia longa (TCL) na proporgao 4:1 (lipidio: carboidrato +

9.12.13) Geralmente, as proteinas sdo de alto valor bioldgico, como a

proteina)!
proteina animal, cujas fontes séo ricas em gordura ® Um segundo tipo de dieta
cetogénica, menos utilizado, € constituido por triacilgliceréis com acidos graxos
saturados de cadeia média (TCM), com 6 a 10 atomos de carbono, que promove
efeito cetogénico numa menor relagcao de lipidio para proteina + carboidrato, 1,2:1
@. % 0Os TCM s&o menos disponiveis na natureza; suas principais fontes s&o os
Oleos de coco e de palma. Estes triacilgliceréis sdo mais rapidamente
metabolizados visto que sdao mais facilmente hidrolizados no intestino, sendo
transportados diretamente para o figado via sistema porta e, além disso, nao

necessitam da enzima carnitina palmitoil transferase para o transporte

intramitocondrial™®,

Os mecanismos de acgédo da dieta cetogénica com relacdo ao seu efeito
sobre a reducdo das crises epilépticas ainda nao foram completamente
esclarecidos. Neste sentido, verificou-se que ratos com epilepsia induzida por
acido cainico tratados com dieta cetogénica apresentaram menor incidéncia de
crises epilépticas, o que sugere que a dieta confere uma protegdo contra

(16)

mudangas bruscas na atividade eletrofisioldgica do cérebro Verificou-se

também uma elevacdo do limiar para convulsdo induzido por choque

(") bicuculina, picrotoxina e cainato'® apos o

eletroconvulsivo, pentilenotetrazol
uso da dieta cetogénica. Em ratos, o aumento da produgéo de corpos cetdnicos &

necessario para que os efeitos anticonvulsivos da dieta ocorram, pois, com o
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bloqueio da oxidagao de acidos graxos, o limiar para a deflagracdo de convulsao
induzida é diminuido (139,

Em humanos, uma forma nao invasiva de constatar a presenga de corpos
cetbnicos € a analise da acetona respiratoria. Verificou-se que, mediante a
utilizacdo de dieta cetogénica, criangas mais jovens tiveram maior aumento pos-
prandial de acetona respiratéria; criangcas com maior peso corporal foram mais
resistentes ao desenvolvimento de cetose, e criangas com epilepsia tiveram maior
concentracdo de acetona respiratéoria do que criancas saudaveis que nao
consumiram dieta cetogénica @9 Em animais, a administragdo de acetona
impede ou previne as convulsdes; a administragdo crénica de acetona, seguida
de sua injecdo aguda, suprimiu a convulsdo em 47% dos ratos submetidos a

tratamento convulsivante com pentilenotetrazol, um efeito semelhante ao da dieta

cetogénica®”.

MECANISMOS DE ACAO DA DIETA CETOGENICA

A glicose é o principal substrato energético utilizado pelo metabolismo

cerebral; entretanto, em determinadas circunstdncias, como em lactentes (22 ),

@3 e uso de dietas cetogénicas o cérebro também pode utilizar

jejum
monocarboxilatos, como o lactato, o R-hidroxibutirato e o acetoacetato, como
combustiveis principais.

A utilizagcado de dietas cetogénicas leva, inicialmente, a uma diminui¢ao dos
niveis de glicose, com um aumento consequente dos niveis de R-hidroxibutirato,

que se mantém elevados até o final do periodo de duracdo da dieta **. Nessas

circunstancias, o cérebro devera assegurar o aporte de substratos energéticos



23

para a manutencao de seu alto metabolismo oxidativo, que corresponde a cerca
de 25% da taxa metabdlica corporal total.

Assim como a glicose, os monocarboxilatos também atravessam a barreira
hematoencefalica, através de proteinas transportadoras, os transportadores de
monocarboxilato (MCT1), para que sirvam de substratos energéticos para o
cérebro. Em situagbes normais estes transportadores encontram-se em
quantidades reduzidas, ja que a glicose funciona como fonte energética primaria
para o cérebro. A expressdo endotelial dos transportadores MCT1 no endotélio
dos capilares cerebrais de ratos adultos pode ser induzida pelo uso de dieta
cetogénica, favorecendo o transporte de corpos cetbnicos do sangue para o
cérebro, onde serdo utilizados como substratos energéticos. Nas células
endoteliais da barreira hemato-encefalica, a expressao do transportador de
glicose GLUT 1 também é aumentada, sugerindo que o aporte de combustiveis
energéticos para o cérebro pode sofrer regulagao pela influéncia da manipulagéo
dietética ¥,

Em humanos, durante o jejum, verificou-se um aumento significante na
producado de piruvato e lactato, bem como um aumento na captacao cerebral de
R-hidroxibutirato e acetoacetato, os quais substituem a glicose como fonte de
energia, gerando uma diminuicdo do metabolismo da glicose e da

gliconeogénese, a medida que o organismo se adapta a utilizagado dos cetoacidos

(23)

Em condigbes normais, a glicose é convertida a piruvato, via glicdlise, o
qual pode ser convertido em lactato, via lactato desidrogenase, ou em acetil CoA,
via piruvato desidrogenase, no interior da mitocéndria. O acetil CoA entra no Ciclo

dos Acidos Tricarboxilicos (CAT), via catabdlica comum na degradacdo de
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carboidratos, proteinas e lipidios, condensando-se com o oxaloacetato (OAA), via
citrato sintase, formando o citrato. Uma diminuicdo da glicemia, situacao
observada na dieta cetogénica devido a pouca quantidade de carboidrato e
elevada quantidade de gordura, faz com que o metabolismo hepatico seja
alterado, aumentando o consumo de malato e oxaloacetato, que saem do CAT
para produzir glicose, via gliconeogénese, de modo que o acetil CoA, que antes
se condensaria com o OAA para a formacao de citrato, se acumule, estimulando a
produgao de corpos cetbnicos (acetoacetato, R-hidroxibutirato e acetona volatil).

No cérebro, para que os corpos cetdnicos sirvam como substratos
energéticos devem ser reativados a sua forma CoA, via succinil-CoA transferase.
Assim sendo, o acetoacetato é convertido a acetil CoA, o qual entra no CAT para
producao de energia e intermediarios metabdlicos.

Os mecanismos pelos quais a dieta cetogénica atua no controle da
epilepsia ainda permanecem desconhecidos. Contudo, alguns estudos vém
tentando desvendar os possiveis caminhos que levam a uma redugao das crises
convulsivas, ou até mesmo ao seu desaparecimento, em pacientes epiléticos ndo
responsivos a medicamentos. Dentre tais caminhos, a alteracdo no pool de
aminoacidos neurotransmissores tem sido considerada como principal
responsavel pelos efeitos observados. Acredita-se que o consumo do succinil
CoA (inibidor da reagao de sintese do citrato) pela reagado de formacgao de acetil
CoA a partir do acetoacetato, via succinil CoA transferase, aumente a producio
de citrato consumindo, assim, o OAA e alterando o equilibrio da reacdao de
transaminagao do glutamato a aspartato (glutamato + oxaloacetato « aspartato +

2 oxo-glutarato). Desta forma, o possivel acimulo de glutamato levaria a uma
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maior disponibilidade do mesmo para a sintese de GABA, o principal

neurotransmissor inibitério do sistema nervoso® (fig.1).

CEREBRO
1 3
4 T Lipidios
BHB
piruvato Acetoacetato

N 3 + Acetil
? Succinil CoA transferase @
@ . . Corpos
lactato Acetil CoA <:| Acetoacetil CoA .
Cetbnicos

P FIGADO
% OAA "::> Citrato| CAT

N 2
: U §>

Glutamato Aspartato + ceto-acido

Figura 1- A glicose é convertida em piruvato e o mesmo pode se converter em lactato ou
em acetil CoA na mitocéndria; 2) no CAT o acetil CoA se condensa com o OAA formando
o citrato, via citrato sintase; 3) a dieta cetogénica eleva os niveis de lipidios e a producgao
de corpos cetbnicos no figado, pelo aumento da sintese de acetil CoA; 4) no cérebro os
corpos cetdnicos sao reativados a sua forma acetil CoA, via succinil CoA transferase, e 5)
a enzima succinil CoA transferase leva a diminuicdo do succinil CoA e ao aumento da
sintese de citrato, a partir do OAA, o que levara a uma menor disponibilidade do OAA
para a reagao de transaminagcdo com o glutamato, aumentando, assim, a disponibilidade
deste para sintese de neurotransmissores inibitérios. CAT — Ciclo dos Acidos

Tricarboxilicos; OAA — oxaloacetato.

Em um estudo com humanos submetidos a dieta cetogénica, os niveis de
GABA mantiveram-se elevados e diretamente relacionados a diminuigdo das

convulsdes; houve uma diminuicdo nos niveis de glutamato e alanina®). Em
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experimento realizado em cultura de astrocitos, na presenga dos corpos cetdnicos
acetoacetato e B-hidroxibutirato, a transaminagcao do glutamato a aspartato foi
fortemente reduzida, diminuindo a concentragao intracelular de aspartato(27). Em
experimentos com animais sujeitos a dieta cetogénica, verificou-se uma
diminuicdo do conteudo de glutamato no cérebro, enquanto que os niveis de
GABA se mantiveram inalterados, propondo-se um possivel consumo do
glutamato para a sintese do GABA. Ocorreu uma diminui¢do da glicélise e de
produtos do piruvato, como a alanina, a medida que houve um aumento do
metabolismo do acetato pelos astrocitos?®.

Por outro lado, outros estudos com animais questionam a necessidade do
aumento da cetonemia como fator protetor da dieta, sugerindo que a diminuigéo
do aporte de glicose, em virtude da reduzida quantidade de carboidrato da dieta,
seja um fator importante para a neuroprotecgao.

A restricdo caldrica também se mostrou eficiente na promog¢ao do aumento

2930131 Num estudo com ratos submetidos a trés

do limiar para a convulsao (
tipos de dietas, duas ricas em carboidratos e restritas a 65% e 50% das
necessidades energéticas dos animais, e uma cetogénica restrita a 90% das
necessidades energéticas, observou-se que houve um aumento da cetonemia em
todos os grupos, sendo que nos animais submetido a dieta cetogénica este
aumento foi muito mais expressivo, €, mesmo nessas condi¢cdes, nao houve
diferenca significativa no limiar para convulsao induzida por pentilenotetrazol entre
os trés tipos de dieta 7.

Um mecanismo proposto para o efeito da dieta com restricdo calérica sobre
o controle das crises convulsivas estaria na relagao entre dieta hipocaldrica e

(32

alteragdo no metabolismo de aminoacidos. Yudkoff et al®® propuseram que,
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durante um periodo de reduzida ingestao de glicose e de baixa ingestao caldrica,
a intensa atividade neuronal levaria a um aumento da captacdo do glutamato
pelos astrocitos e a um aumento da glicolise, até a etapa do piruvato. A
disponibilidade do glutamato e do piruvato facilitaria a sintese de alanina no
cérebro, via alanina aminotransferase. Visto que a alanina sanguinea é diminuida
em situagbes de cetose e de ingestdo dietética hipocalérica ou de baixa
proporcdo de carboidratos®” ¥ ocorreria um aumento do fluxo de alanina do
cérebro para o sangue, favorecendo, assim, a remog¢ao do glutamato, um dos
principais neurotransmissores excitatérios do sistema nervoso e possivel agente

da patogénese da convulszo®?.

CONCLUSOES

Desta forma, concluimos que, através da manipulagao dietética, € possivel
se alterar o metabolismo cerebral. As vias envolvidas na diminuicdo da
excitabilidade cerebral poderiam estar relacionadas a modificagdo no pool de
aminoacidos neurotransmissores provocada pela dieta cetogénica, o qual
provocaria um aumento da sintese do GABA e, assim, uma diminuicdo das crises
convulsivas provocadas pela epilepsia. Verifica-se ainda que a restricao caldrica
também pode ser um possivel caminho que induza uma diminuicdo da
excitabilidade cerebral, através da viabilizagcdo da remog¢ao do glutamato cerebral

mais rapidamente via exportagao da alanina cerebral.
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ABSTRACT

The ketogenic diet (KD) is a high fat and low carbohydrate and protein diet.
It is used in the clinical treatment of epilepsy, in order to decrease cerebral
excitability. KD is usually composed by long-chain triglycerides (LCT) while
medium-chain triglycerides (MCT) diet begins to be used in some clinical
treatment of disorders of pyruvate carboxylase enzyme and long-chain fatty acid
oxidation. Our study aimed to analyze the effects of medium- and long-chain KD
on cerebral electrical activity analyzing the propagation of the phenomenon of
cortical spreading depression (CSD). Three groups of weaned rats (21days old)
received, for 7 weeks, either a control (AIN-93G diet), or a MCT-KD (rich in
trineptanoin oil), or a LCT-KD (rich in soybean oil). They were compared to
another 3 groups (21days old) receiving the same diets for just 10 days. CSD
propagation was evaluated just after ending the dietary treatments. Results
showed that short-term KD treatment resulted in a significant reduction of the CSD
velocity of propagation (control group: 4.02+1.04 mm/min; MCT-KD: 1.62+1.92
mm/min and LCT KD: 2.26+0.41mm/min) compared to control group. However,
long-term treatment with both KD had no effect on the CSD velocity (control group:
3.10 £ 0.41 mm/min, MCT-KD: 2.91+ 1.62 mm/min, LCT-KD: 3.02 £ 2.26 mm/min)
suggesting that both short-term KD have a positive effect in decreasing brain
cerebral excitability in young animals. These data show for the first time that
triheptanoin has an effect on central nervous system.
Key words: ketogenic diet, triheptanoin, cerebral metabolism, spreading

depression.
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INTRODUCTION

The classical ketogenic diet (KD) is characterized by a high fat, low protein
and low carbohydrate diet. It was introduced in 1921 by Dr Wilder to mimics
fasting effects !"!, which is known since 400 b.C. for its efficacy in epilepsy
treatment ?. This diet can be used for longer periods compared to the usual
fasting periods and has been used as a treatment for children with antiepileptic
drug resistance [123458],

KD is usually composed by long-chain triglycerides (LCT) in a proportion of
3:1 to 4:1 (lipid: carbohydrate + protein) " 8. Another kind of KD composed by
medium-chain triglycerides (MCT) of 6 to 12 carbons begins to be used in
treatment of some pathological conditions such as long-chain fatty acid oxidation
disorders and pyruvate carboxylase deficiency ' This diet has been used with a
smaller proportion of lipid: protein + carbohydrate (1,2:1, 2,3:1 or 3:1) and allows
a faster fatty acid oxidation compared to long-chain fatty acid diets ['"'23],

The MCT more frequently used for treatment of metabolic disorders are
composed by carbon-chains with an even-number of carbons. Recently
trineptanoin, a medium odd-chain triglyceride of enantic fatty acid (heptanoate,
C7:0) has been used in the treatment of mitochondrial disorders of long-chain fatty
acids and piruvate carboxilase deficiency as an additional fuel for metabolic
reactions *'%. Triheptanoin effects on central nervous system however, have not
been evaluated yet. KD effects on frequency of seizures are well documented ' ©
81413 |n epileptic rats KD has a major effect reducing frequency of seizures
which signalize a positive effect in reducing neuronal activity. However, it has not

been studied if KD composed by trihneptanoin could play a role on other conditions
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that interfere with cerebral electrical activity as cortical spreading depression
(CSD).

CSD is characterized by a reduction of spontaneous electrical brain activity
evoked by mechanical, electrical or chemical cortical stimulation. A burst of
neuronal electrical activity similar to that found in epileptic EEG occurs during the
initial phase of CSD. Following this, spontaneous brain electrical activity is
depressed and this EEG depression spreads slowly all over the brain cortical
surface at a rate of 2 - 5 mm/min "®. A slow potential change can be recorded
during CSD propagation as well as a higher glucose consumption ['! and ion
translocation ['®. Mechanisms that underlie CSD propagation are until now
unknown but it has been well documented increases of glutamate and K in extra
cellular space during its propagation !'® '® Furthermore, it has been demonstrated
that changes of brain excitability similar to that found in epilepsy can change CSD
characteristics. In fact, altered neuronal excitability in the pilocarpine model of
epilepsy has been associated with reduced CSD velocity and frequency *” and
one can suppose that KD, which interferes with brain excitability, could also play a
role in CSD propagation.

The effects of triheptanoin, an odd-medium-chain triglyceride of promising
use in the treatment of rare metabolic disorders, have been the object of interest of
our research group. Consequently, it was hypothesized that a KD rich in
triheptanoin could represent an optional source of metabolic fuel to the brain that
would be metabolized faster than long-chain triglycerides providing significant
changes of amino acid pool neurotransmitters and consequently brain electrical
activity. On the other hand, brain mechanisms underlying long-term KD effects are

not well-known. The aim of this study is to evaluate in young rats the effects of
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short-term and long-term KD composed by medium- or long- chain fatty acids on

CSD propagation.

METHODS

Animals and diets

The use of rats in these experiments was approved by the local University
Animal Care and Use Committee (n0.010077/2005-51) and was in accordance to
the European Communities Council Directives (86/609/EEC) regarding care and
use of animals for experimental procedures. Animals were housed in a
temperature-controlled room maintained at 20+2°C with a 12:12-h light-dark cycle
(lights on at 6h a.m.).

On postnatal day 21, littermates were weaned, housed individually in
metabolic cages and divided into six experimental groups. Three of them were
submitted to the dietary treatment for only 10 days (short-term treatment; n=5 for
control and KD groups) and the other 3 groups were treated for 7 weeks (long-
term treatment; n=10 for control and KD groups).

The 3 experimental diets used were: (i) control diet (C), consisting of AIN-93
growth diet (lipid:protein+carbohydrate1:11,8) " (i) MCT KD rich in triheptanoin
oil (lipid:protein+carbohydrate 3,5:1) or (iii) LCT KD rich in soybean oil
(lipid:protein+carbohydrate 3,5:1). Water and food were provided for all animals ad
libitum and their body weights were recorded on the day of the CSD
electrophysiological recording. Except for carbohydrate and lipid proportion all

other nutrients were similar to the control diet as shown in table 1.
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Table 1- Constituents of the control and ketogenic diets

Control Ketogenic diets
Constituent (g/Kg) MCT LCT
Corn starch 495,9 0 0
Dextrinized corn starch 132 0 0
Casein 200 200 200
Cellulose 50 50 50
Mineral mixture AIN-93 G 35 35 35
Vitamina mixture AIN-93 10 10 10
[-Cysteine 3 3 3
I- Methionine 1,6 1,6 1,6
Choline bitartrate 2,5 2,5 2,5
t-Butylhydroquinone 0,014 0,14 0,14
Soybean oil 70 40 297.9
Triheptanoin 0 2579 0
Margarine 0 400 400

All diet constituents, except for corn starch, soybean oil and margarine, were
purchased from Rhoster (S&o Paulo, Brazil) and triheptanoin was purchased from
stéarinerie Dubois (Le Blanc, France).
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CSD recording

Electrophysiological recordings were performed on the day after the end of
the dietary treatment, i.e., at 33 and 71 days of life in the short-term and long-term
treatment groups, respectively. On the recording day, after 12 h fasting animals
were weighed and intraperitoneally anesthetized with a mixture of
urethane+chloralose (1,000 mg/kg+40 mg/kg) and three holes (2mm diameter)
were drilled on the right side of the skull (two at the parietal and one at the frontal
bone). Plastic tubes (tips with 0.5mm of internal diameter) containing Ag-AgCl,
agar-ringer electrodes were placed on the parietal cortical surface to record the
slow potential change occurring during CSD, against a reference electrode placed
on the frontal bones. CSD was elicited each 20 min by applying a cotton pledget
soaked with 2% KCI for 1 min, and its propagation was recorded on a chart paper
apparatus (Ugo Basile, Italy) for 3h. The velocity of CSD propagation was
calculated based on the distance between the recording points and the time spent
for a CSD “front wave” to cross this distance. We used the initial ascendant point
of it wave to calculate CSD velocities. All the electrophysiological studies were
realized between 8:00 and 12:00h to avoid possible changes on CSD velocity due

to circadian rhythms.

Blood analysis of glucose, cholesterol and electrolytes

In the long-term treatment groups, at the end of the CSD recording session,
with the animal still deeply anesthetized, samples of total blood were collected

from the retro-orbital plexus and centrifuged at 3,500 x g, for 20 min. Blood
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glucose and cholesterol (total, VLDL, LDL and HDL fractions) were measured
using specific spectrophotometric methods (Dimension AR spectrophotometer,
Dade Behring Inc. Newark, USA). Blood concentration of Na* and K" were
performed by photometric method as well (Flame photometer FC-180 - cia.
equipadora de laboratérios modernos - CELM - Barueri - Sdo Paulo, Brazil, SP).

All the analysis was performed at Unidade Laboratorial de Alagoas- UNILAB.

Statistical analysis

CSD velocities, body weight, blood glucose, cholesterol, and electrolytes
were averaged from each group and were analyzed by one- or two-way ANOVA

followed by Tukey’s post hoc test.

RESULTS

Long-term MCT KD resulted in a significant reduction of body weight
compared to control group as follows: control (n=8), 173.7 + 29.1g; MCT KD (n=9)
123.3 + 30.86g and LCT KD (n=10) 166.30 + 54.16g.

Animals feed for 7 weeks (long-term treatment) with both KDs showed no
significant differences in the blood levels of Na®, K*, glucose, triglyceride and
VLDL among the three experimental groups (Table 2). However, MCT group
showed increased levels of cholesterol when compared with the LCT group
(P<0.05), but both ketogenic diets didn’t differ significantly from control group.
MCT group revealed higher levels of LDL when compared with control and LCT

group (P<0.05) and the last didn’t differ significantly from control group.
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Table 2 - Blood analysis of glucose, cholesterol and electrolytes

Control (n=8) Ketogenic diets

MCT (n=9) LCT (n=10)
Glucose (mg/dl) 136 + 11.86 167.43 + 56.54 152.25 + 22.91
Triglycerides (mg/dl) 77.5+28.5 105.17 £ 42.22 108.12 + 30.04
Cholesterol (mg/dl) 74.67 +15.13%° 97.5 + 47.82° 62.12 + 2.76"
HDL (mg/dl) 345+118 35.4 +8.26 30.12 + 12.4
VLD (mg/dl) 155+ 5.7 20.15 £ 8.55 21.62 + 7.61
LDL (mg/dl) 31.4 + 9.892 87.4 + 59.26° 17.63 £ 11.77°
Na* (mEg/dl) 138.33 + 2.16 135.17 + 3.87 138 + 3.35
K* (mEq/dl) 5.68 + 0.54 6.1+0.36 5.98 + 0.86

" Values are the mean + SD
Differents letters on the same line: values differ significantly by ANOVA one way plus
Tukey HSD test (P<0,05).

The topical application of 2% KCI for 1 min at one point of the frontal cortex
elicited a single CSD wave that propagated to the two recording points without
interruption. ANOVA showed a significant main effect of dietary treatment
(P=0.0015) and interaction treatment x duration (P=0.0051). Furthermore, post-
hoc comparisons showed that rats that received a short-term KD presented a
significant reduction on cortical spreading depression velocity when compared to
control group (MCT, P = 0.0013 and LCT, P = 0.0288). In addition, only short-term
MCT group mean CSD velocity was significantly lower than long-term control (P=
0.00534) and LCT (P=0.0459) groups as shown at figure 1. However, long-term
KD didn’t change velocity of propagation of CSD when compared to control group.
Considering each dietary treatment separately the effect of exposure time was not
detected.

The CSD propagation velocities for the long-term control group were equal to
3.10 £ 0.41 mm/min, MCT group 2.91+ 1.62 mm/min and LCT group 3.02 + 2.26

mm/min. Regarding the short-term animals the CSD means were: control group
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equal to 4.02 + 1.04 mm/min, MCT group 1.62 + 1.92 mm/min and LCT group 2.26
+ 0.41 mm/min.

In the MCT KD young group KCI stimulation failed to elicit CSD in 50% of

rats, while in the LCT KD animals no KCI failure in eliciting CSD was observed.
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Figure 1 - Cortical SD velocities of propagation (mm/min) in the six experimental

groups: short-term (n=5) and long-term (n=8) control groups (C); short-term (n=4)
and long-term (n=9) medium-chain triglyceride groups (MCT); and short-term
(n=4) and long-term (n=10) long-chain triglyceride groups (LCT). The velocity of
propagation was significantly reduced in both short-term KDs groups; MCT short-
term had lower velocities compared to long-term control and LCT animals. Bars
represent the mean value + standard deviation of each group. ? significantly
different from the short-term control group;  different from the control and LCT KD
long-term groups (P<0.05; ANOVA followed by Tukey HSD test).
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Discussion

Glucose is the main energetic fuel used by the brain. Moreover, in some
conditions brain can use monocarboxylates as lactate, betahydroxybutyrate (BHB)
and acetoacetate as metabolic substrates. According to Leino et al. endothelial
expression of monocarboxylate transporter 1 at blood-brain barrier of adult rats
can be induced by KD, suggesting that delivery of energetic fuels to the brain can
be regulated by nutritional conditions 2.

Blood glucose levels of animals feed with KD show controversial results.
Yudkoff et al. ** and Cheng et al. ** demonstrated that blood glucose levels were
diminished after KD use for 5 and 7 days, respectively. Melg et al. *! found higher
blood glucose levels in rats after 21 days of KD treatment whereas Leino et al. 2
showed a biphasic change of glycemia, which was low at the beginning of KD use
and highest after 21 days. Our results showed that after 7 wks of KD use rats did
not exhibited significant changes of blood glucose levels. This could be explained
by a possible mechanism of adaptation to the low carbohydrate content of diet
which could induce an increase of ketone bodies utilization for metabolic reactions.
In fact, Yudkoff et al. *® demonstrated that brain of ketotic rats metabolize
preferentially acetate to glucose. Similarly, during fasting it was observed in
humans an important uptake of BHB and acetoacetate by the brain. These ketone
bodies could replace glucose as energetic fuel leading to a reduction of glycolisis
and neoglycogenesis during ketosis adaptation 2.

KD is used for the treatment of epilepsy especially in children with no
response to antiepileptic drugs. Clinical studies didn’t reveal a correlation between
age of KD treatment onset and its efficacy 22?1 Meydell et al. ®®, Freeman et

al. " and Copolla et al. ®! demonstrated that 8-12 years children that used KD
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showed a tendency to reduce seizures frequency. Moreover, beyond this age it is
more difficult to control diet consumption in teenagers and KD use for epilepsy
treatment is not well accepted ['".

In rats, contrast to humans, age of KD onset is relevant. Bough et al. %!

verified an inverse rapport between age of KD onset and BHB blood levels as well
as seizure resistance. Su et al *® used KD during 6 weeks beginning 2 or 14 days
after inducing an epilepticus status with kainic acid in rats, verifying that animals
whose initiated diet after 14 days did not present protection against recurrent
seizures when compared to those that initiated the diet 2 days after epilepticus
status. Regarding CSD velocity, the age of the animals is remarkable, since it was
observed that younger rats have higher CSD velocities which range from 3-4

mm/min *Y compared to adults.

In pups rat brain glucose utilization is lower compared to BHB at postnatal
age of 21. After weaning brain glucose metabolism increases about 97% in all
brain regions®?. In our long-term KD study rats started to receive KD after
weaning until adult age when they were submitted to CSD stimulation. In these
animals both KD had no effects on CSD velocity, possibly because after 7 weeks
of KD use brain of adult rats (which usually relays to a glycolitic metabolism at
postnatal age 21) exhibit a lower ability to metabolize ketone bodies compared to
younger animals. In fact, when we submitted younger animals to KD during 10
days we could observe a significant reduction of CSD velocity compared to control
group. This change in the propagation velocity of CSD can be attributed to an
effect of diet, independent of the type of lipid source used, MCT or LCT. Different
from the expected, no significant differences were observed between the short-

and long-term groups that received the same type of diet. However, in the
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comparison of the two groups studied (short- and long- term KDs) it was verified
that the CSD velocity of the MCT short-term group was significantly lower than
control and LCT long-term groups. We suggest that the ketogenic diets can
interfere at the velocity of spreading depression, namely at the short-term group.
Interactions between the variables dietary treatment and duration of treatment

must have contributed to the results observed.

Therefore, reduction of CSD velocities found at our no caloric restricted
short-term KD can be attributed to an effect of high long or medium-chain
triglycerides diet on cortical spreading depression propagation. Bough et al
demonstrated that rats submitted to a normal calorie-restricted or a ketogenic
calorie restricted diet for 4 weeks had never exhibited spreading depression after
cortical electrical stimulation, showing a possible inhibitory effect of calorie
restriction on CSD propagation. In our younger ketogenic animals a significant
reduction of CSD velocity was observed after 10 days of KD treatment
demonstrating a particular effect of long- and medium-chain triglycerides on brain
excitability. In this manner, a time that both the KD were equally efficient in
reducing the propagation velocity of CSD, our results demonstrated that
triheptanoin can constitute an alternative in ketogenic therapy

The role that high levels of blood ketone bodies plays as a major element in
decreasing or suppressing of seizures still remain uncertain. Bough et al ** and
Eagles et al *¥ verified that a low caloric diet can improve resistance against
seizures, with low blood ketone bodies levels. Yudkoff et al *°! demonstrated that
low dietary calories and low dietary glucose decreased seizures severity, induced
by pentylenetetrazole in rats. Bough et al ® did not found relation between BHB

levels and seizures threshold. Thus, we may conjecture that an increase of blood
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ketone bodies levels can not be a restrictive factor in order to obtain positive
results of ketogenic diet in controlling seizures crisis.

We verify in our results that there were an increased in the levels of LDL in
MCT group when compared whit control and LCT group, but we can not affirm that
higher LDL blood levels could play a role on the velocity of CSD since the relation
between LDL blood levels and velocity of CSD was not significant (r=-0,138; n.s)

In the context of a classic ketogenic diet, we had similar results as obtained
by Bough et al ¥ and Su et al % concerning to decreasing of cerebral excitability,
with no use of any proconvulsant test. Moreover, we conclude that the effect of
this diet is remarkable, since using lower magnitude stimulation (2% KCI) than
those used in proconvulsive tests we are able to show a KD effect on brain
excitability. Furthermore, we were able to demonstrate for the first time that
trineptanoin has a positive effect in decreasing brain cerebral excitability in young

animals submitted to a short-term KD dietary treatment.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

Através da exposicdo dos principais mecanismos de reducdo da
excitabilidade cerebral provocados pela dieta cetogénica, a intengdo deste
trabalho foi de explorar mais uma possivel alternativa de tratamento a pacientes
com desordens na excitabilidade cerebral, a exemplo da epilepsia.

Encontramos em nossos resultados uma redugdo significativa da
velocidade de propagacgao da Depressao Alastrante Cortical apenas nos animais
que receberam as dietas cetogénicas a curto prazo. Desta forma, concluimos que
a idade do animal durante o tratamento pode interferir no seu resultado,
independente do tipo de dieta cetogénica utilizada (TCL ou TCM).

O uso da trienantina como alternativa terapéutica para reducdo da
excitabilidade cerebral apresentou uma forte tendéncia de maior eficiéncia na
reducdo da atividade elétrica cerebral em relacdo a dieta cetogénica classica,
neste sentido, mais estudos ainda devem ser feitos para confirmag¢ao da mesma.

Em virtude das caracteristicas metabdlicas particulares da trienantina,
principalmente o fato de ser anaplerética e gliconeogénica, resta uma questao a
ser futuramente resolvida, ja que estas caracteristicas podem influenciar a
cetogénese como fator imprescindivel para redugao da atividade elétrica cerebral.
O fato da oxidagdo da trienantina gerar mais rapidamente duas moléculas de
acetilCoA, o qual contribui para cetogénese, e uma molécula de propionil CoA,
que contribui com a gliconeogénese, seria interessante investigar qual sistema
seria mais favorecido, visto que a velocidade de sintese de ambas as moléculas é
grande e que é possivel haver reducédo da atividade elétrica cerebral nas duas
situacdes.

Assim, visto que a eficiéncia da dieta cetogénica rica em trienantina na
reducio da atividade elétrica cerebral foi comprovada, muito estudos ainda devem
ser realizados a fim de esclarecer seus principais mecanismos de acido na
reducdo da excitabilidade cerebral, ampliando desta forma a possibilidade de sua
utilizacdo como terapia ndo farmacoldgica a pacientes com epilepsia, dentre

outras doencgas afins.
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