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RESUMO

A DC tem sido indicada para uso em desordens de naturezas distintas, inclusive
para epilepsia. Estudos tém mostrado que a DC pode cessar totalmente as crises
espontaneas em aproximadamente 30% dos pacientes. Visando contribuir com a
discusséo do uso da DC na epilepsia, esta dissertacdo apresenta dois artigos. O
primeiro, trata-se de uma revisdo da literatura realizada com o objetivo de fornecer
uma visao critica, atual e sistematica dos dados disponiveis relativo ao efeito
antiepileptogénico da DC em modelos animais de epilepsia do lobo temporal
induzida através de estimulacdo por pilocarpina ou acido cainico. Neste estudo,
foram incluidos 28 artigos. A extracdo dos dados foi feita com base em parametros
metodoldgicos, comportamentais, eletrofisiolégicos, histolégicos e moleculares.
Observamos que 75% dos estudos utilizaram a DC antes do Status epilepticus (SE),
como forma de prevencdo das crises autossustentadas. Observou-se que a DC leva
a um aumento da laténcia para o surgimento das crises durante o SE e diminui a
frequéncia das crises cronicas. Em relacdo aos resultados histolégicos o efeito da
DC é consistentemente observado com a diminuicdo da morte neuronal nas regides
CA1 e CA3 do hipocampo. No que se refere as analises moleculares, a DC tem acao
moduladora na expressao de alguns genes, principalmente aqueles que atuam na
apoptose e resposta inflamatéria. Observou-se também que esses efeitos
apresentam uma correlacdo positiva com o tempo de tratamento igual ou superior a
4 semanas. O segundo artigo refere-se ao estudo experimental com objetivo de
investigar os efeitos da DC a base de 6leo de coco no SE induzido por Litio-
Pilocarpina. Neste estudo, o efeito da DC foi investigado no comportamento das
crises durante o SE; na neurodegeneracédo através de histoquimica com Fluoro-jade;
3) astrogliose atraves nos niveis de expressdo de GFAP; e na neuroinflamc¢éo
através dos niveis de expressdo de TNF-a. Os grupos experimentais utilizados
foram: PILO, CETO+PILO, CETO e NAIVE. Observou-se que os animais tratados
com DC e submetidos ao SE (grupo CETO+PILO) ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa em relacdo ao grupo que recebeu uma dieta normal e que foi
submetido ao SE (grupo PILO). A DC diminuiu morte neuronal no hilus do
hipocampo, 24horas apés a SE. A DC aumentou a astrogliose apds 24horas do SE,
mas néo induziu diferencga significativa em relagéo a inflamagé&o. Estudos adicionais,
qgue utilizem as mesmas perspectivas de nosso trabalho, devem ser realizados de
forma a contribuir para compreensdo dos mecanismos de acdo da DC e aumentar as
evidéncias do uso da DC no contexto da epilepsia.

Palavras-chaves: Dieta cetogénica, Epilepsia do Lobo Temporal e Status Epileptic



ABSTRACT

The ketogenica diet (KD) is indicated in the tratament of distinct disorders as the
epilepsy. Studies show that KD may cease the spontaneous seizures in
approximately 30% of cases. To contribute to the discussion of the use of DC in
epilepsy, this dissertation presents two articles. First is a literature review with the
objective of providing a critical view, current and systematic data available
regarding antiepileptogenic effect of DC in animal models of temporal lobe
epilepsy induced by pilocarpine and kainic acid. The extraction of the data was
based on methodological, behavioral, electrophysiological, histologic and
molecular parameters. Were included 28 articles, 75% of these used the DC
before the Status epilepticus (SE) to prevent the seizures during SE. The KD
increases latency for the onset of seizures during SE and decreases frequency of
chronic crises. The histologic results the effect of KD is consistently observed for
decreasing neuronal death in the CA1 and CA3 regions of the hippocampus.
Regarding the molecular analysis, the KD has modulating action on the
expression of some genes, mainly those related to apoptosis and inflammatory
response. It is also noted that these effects are positively correlated with
treatment time not less than 4 weeks. Second article refers to experimental study
we investigated the effects of KD containing coconut oil in SE induced by Lithium-
pilocarpine. In this study, the effect of DC was investigated the behavior of crises
during the SE; in neurodegeneration by immunohistochemistry with Fluoro-Jade;
astrogliosis via the expression levels of GFAP; and neuroinflamg¢é&o through TNF-
a expression levels. The experimental groups were: PILO, keto + PILO, keto and
NAIVE. We observed that animals treated with DC and submitted to the SE
(group keto + PILO) showed no significant difference compared with the group
receiving a normal diet and underwent SE (PILO group). The DC decreased
neuronal death in the hilus of the hippocampus, 24 hours after SE. The DC
increased astrogliosis after 24 hours of the SE, but did not induce significant
difference inflammation. Additional studies using the same prospects of our work
should be performed in order to contribute to understanding the mechanisms of
action of DC and increasing evidence of the use of DC in the context of epilepsy.

Keywords: Ketogenic diet, Temporal Lobe Epilepsy and Status Epilepticus.
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1 INTRODUCAO

Na dieta cetogénica (DC), aproximadamente 80% da energia alimentar sao
provenientes de lipideos, presentes em uma proporcdo média de 4:1 em relacdo aos
demais macronutrientes (carboidratos+proteinas) (VAMECQ et al., 2005). O alto
aporte de lipideos confere uma inverséo da rota metabdlica a partir da glicose para a
geracdo e o metabolismo de corpos cetbnicos (WALDBAUM e PATEL, 2010). A
proposta da dieta € simular alteracdes bioquimicas semelhantes aos periodos de
jejum com objetivo terapéutico. De fato, a dieta cetogénica tem sido indicada para
uso em desordens de naturezas distintas, tais como defeitos no transporte de
glicose, abetaliproteinemia, mitocondriopatias, alteracbes na oxidacdo de &cidos
graxos de cadeia longa, defeitos da piruvato carboxilase, estresse cirlrgico, ma
nutricdo, cancer e epilepsia (TRAUL et al., 2000). Particularmente no contexto do
tratamento da epilepsia, a sua aplicacéo foi descrita pela primeira vez em 1921, por
Wilder. Estudos tem mostrado que a DC pode cessar, total ou parcialmente, as
crises espontaneas em aproximadamente 30% e 50% dos pacientes,
respectivamente (THIELE, 2003; YUDKOFF et al., 2007). Além do mais, a DC
apresenta a vantagem de produzir menos efeitos colaterais do que o tratamento
medicamentoso, particularmente sobre a perda de memodria e outras deficiéncias
cognitivas que, frequentemente, acompanham a administracdo de drogas anti-
epilépticas (YUDKOFF et al., 2007).

Apesar dos mecanismos de acdo ndo terem sido, ainda, totalmente
esclarecidos, acredita-se que a DC apresenta propriedades neuroprotetoras, o que o
torna um método terapéutico alternativo para as doencas relacionadas com o0s
processos de neurodegeneracdo (CHORAGIEWICZ et al., 2011). Algumas hip6teses
tém sido discutidas na tentativa de explicar o efeito anticonvulsivante da DC. Ma,
Berg e Yellen (2007) propéem que o mecanismo de agdo esta relacionado a
seguinte sequéncia de eventos bioquimicos: a reducéo na producao de ATP pela via
glicolitica decorrente do aumento dos niveis de corpos cetbnicos, estimulando a
abertura dos canais de potéassio e reprimindo o influxo de sddio pela bomba de sédio
dependente de ATP. Este processo promove a diminuicdo da excitabilidade
neuronal. No entanto esta hipétese nado foi testada in vivo e configura-se um

resultado da cetose aguda.


http://www.jneurosci.org/content/27/14/3618.long#ref-60
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choragiewicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20687386
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Por outro lado, o estudo de Bough et al. (2006) sugerem que a DC promove
um aumento da biogénese mitocondrial, associado a inducdo de transcritos que
codificam proteinas relacionadas as vias da fosforilacdo oxidativa e do ciclo de
Krebs. Tal cenario resultaria em maior estoque de ATP necessario para abastecer as
bombas de Na/K-ATPase, estabilizando o potencial de membrana neuronal e, com
ISS0, ocasionando uma maior resisténcia ao insulto e elevagéo do limiar convulsivo.
No entanto, este achado foi encontrado em modelo de crise aguda e além do mais
s6 poderia ser possivel através de uma cetose cronica, devido a meia-vida das
mitocbndrias no cérebro de aproximadamente 5 dias, tempo necesséario para
promover alteracdes no programa genético (inducdo de transcritos) e elevacdes dos
depdsitos de energia.

O estudo de Masino et al. (2011) foi baseado no uso de trés linhagens de
camundogos transgénicos. Neste estudo a DC suprimiu as convuls@es eletrograficas
espontaneas em animais com deficiéncia de adenosina (Adk-Tg) ou com reducao do
sinal de adenosina (A1R+/-), mas ndo promoveu nenhum efeito em animais com
auséncia do receptor de adenosina (A1R -/-). Isto sugere que o0 receptor de
adenosina Al seja um potente alvo molecular da DC.

Por outro lado, é interessante notar que estudos em modelos experimentais
apontam dados controversos sobre a eficacia da dieta na reversdo comportamental
ou eletrografica das crises epilépticas (NOH et al., 2006a; NOH et al., 2006b;
FENOGLIO-SIMEONE et al., 2009; HANSEN et al., 2009; JEON et al., 2009;
BARABAN et al., 2013). Isto se torna evidente, por exemplo, na epilepsia do lobo
temporal, a mais prevalente em humanos, cujos modelos experimentais sdo 0s mais
utilizados na investigacdo do processo epileptogénico.

A presente dissertacdo, composta de dois artigos, trata dos efeitos da dieta
cetogénica sobre o processo epileptogénico em modelo experimental de epilepsia do
lobo temporal. O primeiro artigo, intitulado: Dieta cetogénica em modelo animal de
epilepsia do lobo temporal: uma revisdo sistematica, refere-se a uma reviséo
sistematica, que tem como objetivos reunir e analisar os achados obtidos a partir de
estudos que investigaram o uso da dieta cetogénica como terapéutica nos modelos
animais de epilepsia do lobo temporal, induzida por pilocarpina ou acido cainico.
Com isto, pretende-se desenvolver uma visao critica, atual e sistematica dos dados

disponiveis relativos aos efeitos da DC no contexto deste tipo de epilepsia.
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O segundo artigo intitula-se: Investigacdo da dieta cetogénica a base de
O0leo de coco quanto ao potencial efeito antiepileptogénico, em modelo de
epilepsia do lobo temporal. Trata-se de um estudo experimental envolvendo
analises comportamentais, histolégicos e moleculares. A partir deste estudo
experimental pretende-se investigar as repercussdes do consumo de dieta
cetogénica rica em TCM, a base de Oleo de coco, sobre as alteracdes
comportamentais, histopatolégicas e moleculares pertinentes ao processo

epileptogénico e/ou somados ao tratamento dietético.



2 COLETANEA DE ARTIGOS
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1° artigo: artigo de revisao
PEREIRA, WS; ATAIDE, TR; GITAI, DL. Dieta cetogénica em modelo animal de

epilepsia do lobo temporal: uma revisao sistematica.
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1 INTRODUCAO

A dieta cetogénica (DC) tem sido utiliza como tratamento da epilepsia desde
1921, quando o médico norte-americano, Wilder (1921) relatou, pela primeira vez, a
presenca de efeitos anticonvulsivantes. Apos duas décadas de uso, a dieta
cetogénica caiu em desuso devido a descoberta das drogas antiepilépticas (DAE).
Na década de 1990, com a observacdo de epilepsias refratarias, ou seja, as
epilepsias resistentes as DAEs, o uso da DC ressurgiu como alternativa de
tratamento para as epilepsias de dificil controle (SCHWARTZKROIN, 1999;
STAFSTROM, 1999; NONINO-BORGES et al., 2004; GOMES et al., 2011;).

Apesar do pouco conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no efeito da
DC, muitos estudos em humanos tém demonstrado a eficacia da DC no controle das
crises (VILLENEUVE et al., 2009; NEA et al., 2009; COPPOLA et al.,, 2010;
KESSLER et al., 2011; SUO et al., 2013). Em um estudo prospectivo multicéntrico
realizado pela Associacdo Medica Chinesa (Chinese Medical Association), em 2013,
observou-se que o uso da DC por 3, 6 e 12 meses em criancas diagnosticadas com
diversos tipos de epilepsia resultou em reducéo de 50% na frequéncia das crises em
38%, 26% e 20% das criancas, respectivamente.

Em um estudo realizado na Austrdlia, onde avaliaram-se os prontuarios de 50
criancas tratadas com DC, entre marco de 1999 e maio de 2008, em um periodo de
observagdo = 6 meses apos o inicio do tratamento, constatou-se que 48% delas
tornaram-se livres das crises, 52% tiveram uma reducédo = 50% na frequéncia das
crises (DRESSLER et al., 2010).

Em outro estudo multicéntrico e retrospectivo na Argentina, observaram-se
prontuarios clinicos de 216 pacientes que iniciaram a DC entre os dias 01 de marco
de 1990 e 31 de dezembro de 2010 (a duracdo média de tratamento foi de 3,5
anos). Os autores constataram que 76 pacientes abandonaram o tratamento
dietético, alegando falta de eficacia do tratamento ou problemas adversos, como
hipoglicemia, vomitos ou problemas gastrointestinais. No entanto, dos 140 pacientes
gue permaneceram sob a DC, 22% ficaram livres das crises, 34,5% tiveram uma

diminuicdo de 75-99% da frequéncia das crises, 10% reduziram as crises em 50-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ketogenic%20Diet%20Study%20Group%20of%20the%20Subspecialty%20Group%20of%20Neurology%2C%20the%20Society%20of%20Pediatrics%2C%20Chinese%20Medical%20Association%5BCorporate%20Author%5D
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74% e os 33,5% restantes tiveram uma reducao inferior a 50% das convulsbes
(CARABALLO et al., 2011).

Frente a esses achados, pesquisas em animais tém sido desenvolvidas na
tentativa de entender tanto a eficacia quanto os mecanismos de acdo da DC no
controle das crises. Porém, esses estudos tém apresentado resultados conflitantes
no que se diz respeito ao efeito anticonvulsivante da DC (UHLEMANN e NEIMS,
1971; THAVENDIRANATHAN et al., 2000; BOUGH e EAGLES, 2001; BARABAN et
al., 2013;). O cenério se torna ainda mais complexo, quando se observa uma grande
heterogeneidade de delineamentos experimentais utilizados nestas investigacoes.
Os estudos que correlacionam a DC e epilepsia utilizam diferentes modelos
experimentais de inducdo, de tipo de animal e de composi¢cdo da DC, além de
animais de idades diferentes, o que torna a interpretacdo dos dados ainda mais
desafiadora.

O modelo experimental de inducdo, que melhor representa o processo
epileptogénico e que comina na epilepsia, € do Status Epilepticus. Esta condicdo
pode ser estimulada através da utilizacdo de drogas convulsivante como: pilocarpina
e &cido cainico.

Assim, numa tentativa de contribuir para o entendimento dos achados
relativos a esta questdo, a presente revisdo sistematica tem como objetivos reunir e
analisar criticamente os estudos que o investigaram efeito antiepileptogénico da
dieta cetogénica, em modelos animais de epilepsia do lobo temporal induzido

através de estimulacdo quimica por pilocarpina ou &cido cainico.

2 METODOS

2.1 Critérios de elegibilidade

Critério de inclusao: estudos experimentais que abordaram o uso da dieta
cetogénica em modelo experimental de epilepsia do lobo temporal induzido por
pilocarpina ou &cido cainico.

A prospecgéo dos artigos envolveu trés ciclos de exclusdo. Primeiro, foram
excluidos os artigos duplicados, ou seja, aqueles que foram localizados com mais de

uma combinacdo de palavras-chave; em seguida, foram excluidos aqueles que nédo
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atenderam aos critérios de inclusdo, tais como artigos de revisao, estudos clinicos
em humanos, artigos que abordaram o uso da dieta cetogénica em outro contexto
patolégico ou em condigcbes normais, modelos experimentais que ndo utilizaram
meétodos de inducao por pilocarpina ou acido cainico. Finalmente, foram excluidos os
artigos que atenderam ao critério de inclusdo, mas focaram em metabdlitos isolados
da DC, ou utilizaram modelos animais de néo roedores, ou escritos em Lingua néo
inglesa, ou que os pesquisadores nao tiveram acesso. O resultado dessa etapa esta

apresentado na figura 1.

2.2 Estratégia de busca

A selecdo dos artigos de interesse foi feita utilizando a base de dados
Pubmed através do PubMed da U.S. National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), a partir das seguintes combinacdes de
palavras-chave: “ketogenic diet and epilepsy”, “ketogenic diet and Status Epilepticus”
e “ketogenic diet and Seizures”.

2.3 Extracdo dos dados

A extracdo dos dados foi feita com o auxilio de uma planilha de dados
elaborada especialmente para este estudo. Os dados extraidos foram baseados em
parametros metodoldégicos (modo de inducdo, tempo de tratamento e fase da
epileptogénese analisada), comportamentais (laténcia para Status Epilepticus-SE
ou Crises Recorrentes e Espontaneas-CREs, niumero de crises, frequéncia das
crises, duracdo e severidade das crises durante o SE e fase crbnica),
eletrofisioldgicos (laténcia para o 1° pico de onda, ativacdo do foco epiléptico,
amplitude de onda e frequéncia de onda), histolégicos (neudegereracéo,
neurogénese, astrogliose e brotamento de fibras musgosas) e moleculares
(expressdo génica diferencial) para posterior confecgcdo dos gréficos e tabelas
analisados nesta revisao.

Em decorréncia da heterogeneidade tanto de delineamento experimental
guanto de variaveis mensuradas nos estudos incluidos, ao invés de realizar uma
meta-analise, decidiu-se conduzir uma revisdo sistematica dos principais achados

nesta revisao.



Figura 1-Resultado da selec&o dos artigos

Busca eletronica:
PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu

ketogenic diet and

epilepsy
(1044 estudos)

ketogenic diet and
seizures
(598 estudos)

ketogenic diet and Status
Epilepticus
(84 estudos)

Estudos excluidos por duplicidade entre as buscas
pelas palavras-chave
(646 estudos)
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Exclusoes:
Revisdes: 335;

Estudos clinicos em humanos: 418;
Cartas, comentarios e Editoriais: 55;

Triagem dos estudos sem duplicidade
(1080 estudos)

In vitro: 12;
Recomendacdes, consensos e guidelines: 11;

Critérios

Inclusoes:

Acido Cainico: 21 (2 sem acesso)

Pilocarpina: 7

(Total 28 estudos)

Fonte: Autora, 2015

Modelo de crises agudas: 35;

Modelos genéticos: 16;

Outros modelos de epilepsia: 3;

Uso da DC em outro contexto patoldgico: 48;

Uso de metabolitos isolados da DC: 15;

Uso de outros animais (caes): 2;

Outro tratamento: 14;

Outra Lingua utilizada que ndo fosse o inglés: 81;
Workshop: 1;

Sem acesso ao resumo: 6.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Resultado da pesquisa

Dos 1.726 artigos encontrados, 646 estudos foram excluidos por se tratarem
de duplicidade entre as buscas. Os 1080 artigos Unicos foram avaliados quanto ao
critério de inclusdo. Nesta etapa, foram excluidos 1052 artigos, sendo 335 revisdes,
418 estudos clinicos em humanos, 55 cartas, editoriais e comentarios, 12 estudos in
vitro, 11 artigos que explanavam consensos, recomendacOes e guidelines, 38
estudos que utilizaram outros modelos experimentais (modelo de pentilenatetrazol-
PTZ, estimulo elétrico, flurohtyl, entre outros modelos) e 3 estudos que abordavam a
dieta cetogénica em outros contextos patolégicos (inflamacdo, céncer,
mitocondriopatias, entre outras situacdes clinicas). Dos 57 artigos que atenderam
aos critérios de inclusdo, 29 foram excluidos, dentre os quais 15 estudos que
avaliaram compostos isolados da DC (acidos graxos isolados e corpos cetdnicos) e
14 estudos que utilizaram outros tratamentos (jejum, dieta restritiva, dieta com
baixas caldrias e outras). Além do mais, 81 artigos foram excluidos por estarem
escritos em outras linguas que nado o inglés, 2 estudos que utilizaram outros animais
(caes) e por fim 1 estudo que se tratava de resumo de workshop e 6 estudos cujo
acesso nao foi possivel. Depois das 3 etapas de excluséo, foram relacionados 28

estudos para compor a revisao sistematica.
3.2 Paradigmas experimentais analisados

Em relacdo ao aspecto metodoldgico, foram avaliados os estudos quanto ao
periodo de tratamento dietético e ao momento do processo epileptogénico em que
os efeitos foram investigados.
3.3 Duragéo de Tratamento Dietético

A Tabela 1 associa o0 momento de administracdo da dieta cetogénica e a

duracdo do tratamento dietético com a ocorréncia de efeito anticonvulsivante,

mensurado atraves de analise comportamental e/ou eletrogréafica. Observa-se que a
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maioria dos estudos (n=21) utilizaram um tratamento com DC antes da inducao do
SE. Tais estudos tiveram como objetivo avaliar o efeito da DC na fase aguda inicial
da epileptogénese, que compreende as primeiras 24 horas poés-inducdo do Status
Epilepticus. Nesta fase, ocorrem mudangas moleculares e estruturais no cérebro,
tais como neurodegeneracéo, astrogliose, inflamacao e reorganizacao da expresséo
de fatores de transcricdo (SCORZA et al., 2009). Postula-se que esses eventos
iniciais deflagram alteracdes subsequentes que culminam na emergéncia das crises
espontaneas e recorrentes. De fato, € sabido que a duracdo e gravidade do SE
influenciam a intensidade das modificacfes sinapticas, bem como a frequéncia e a
laténcia para as crises recorrentes e espontaneas (CREs) (LEMOS e CAVALHEIRO,
1995). Assim, as abordagens baseadas em pré-tratamento vém sendo utilizadas
tendo como uma das finalidades reverter ou diminuir o SE ou as suas consequéncias
e, por conseguinte a emergéncia das CREs. Tal abordagem se insere dentro da
perspectiva de tratamento preventivo.

Apenas oito estudos administraram a DC apdés o SE e somente um na fase
cronica. Tais abordagens tiveram como objetivo avaliar o efeito da DC no controle
das CREs. Este dado € curioso uma vez que a fase crénica € o paradigma que
melhor representa o cenario clinico em pacientes. Uma explicacdo para isto pode ser
de base metodoldgica, como o tempo de execucdo do projeto e 0s custos
relacionados ao desenvolvimento do mesmo. Assim, os estudos tém investigado o
Status Epilepticus e somente depois, dependendo dos resultados, analisam os
efeitos nas crises recorrentes e espontaneas. Ao observar outras abordagens de
tratamento, como nos testes farmacoldgicos, € comum a utilizacdo da inducao de
crises agudas na tentativa de investigar a acdo anticonvulsivante do farmaco testado
e, somente quando comprovado o seu efeito, utilizam métodos de CRE.

Em relacdo ao tempo de duracdo do tratamento com dieta cetogénica,
observa-se que o mais utilizado foi de quatro semanas, em 12 estudos (42,8%). Este
tempo foi também o que gerou mais dados de efeito positivo da DC em parametros
comportamentais ou eletrograficos. De fato, 10 estudos apresentaram algum efeito
positivo no uso da DC, durante o SE (9 estudos) ou durante a fase crénica (1
estudo). Embora a explicacdo para o uso da DC por quatro semanas seja empirica,
€ importante considerar que as pesquisas tém demonstrado que a eficacia maxima
da dieta cetogénica sO pode ser alcancada ap0s um periodo de adaptacédo de varios

dias ou semanas, indicando que a protecdo contra as crises se processa, muito
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provavelmente, por mecanismos genéticos e/ou metabodlicos adaptativos e que a sua
acado acontece de forma gradual (UHLEMANN e NEIMS, 1972; ROH et al., 1999;
STAFSTROM, 1999; BOUGH e RHO, 2007).

E interessante notar que somente 55,55% (5) dos estudos (9) com tratamento
dietético por trés semanas apresentaram efeito. A explicacdo para isto precisa ser
melhor investigada, ainda mais considerando que o uso da dieta cetogénica por
duas semanas € suficiente para aumentar 0os niveis de corpos cetdnicos, o que
supostamente estaria associado aos efeitos anticonvulsivantes desse tipo de
tratamento (BOUGH e EAGLES, 1999; RHO et al.,1999; RAFFO et al.,2008).



Tabela 1- Numero de estudos que avaliaram o efeito da dieta cetogénica em relagdo ao inicio e
a duracédo do tratamento cetogénico.

Inicio e Duracdo do Tratamento Total de estudos/estudos que relatam algum efeito na avaliacao
Cetogénico comportamental e/ou eletrografica
Tratamento Pré-SE SE CRE
< 3 semanas** 9(5) -
4 semanas 9(8) -
6 semanas 1(1) -

Tratamento Pré e P4s-SE

3 semanas de Pré e 1 semana poés-

Tratamento P6s-SE
< 3 semanas 1 -
4 semanas* - 3(2)
6 semanas* - 2(0)
12 semanas - 1)
Tratamento durante a fase crénica
12 semanas - 1(0)

SE: Status Epilepticus; CRE: crises recorrentes e espontaneas. Tratamento Pré-SE: Tratamento antes da inducdo dos Status epilepticus(SE);
Tratamento p6s-SE : tratamento iniciado até 2 dias apds o SE; Tratamento Durante a fase cronica: tratamento iniciado 14 dias apés o SE; *
guatro estudos ndo avaliaram o comportamento e /ou eletrogréfico (2 estudos em 4 semanas e 2 em 6 semanas); ** somente um estudos
encontrou efeito negativo da dieta cetogénica sobre o comportamento. Fonte: Autora, 2015.
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E importante mencionar que apenas o estudo de Bough et al. (2002),
(tabela 2) demonstrou um aumento na gravidade das crises durante o SE, utilizando
um tratamento dietético com duracdo de trés semanas. No entando, este estudo
avaliou duas vias de administracdo da droga convulsivante (acido cainico), a via
intraperitonial e a via subcutania, utilizando um tratamento cetogénico com restrigao
calorica. Os autores alegaram que a via subcutanea contribuiu para a gravidade das
crises, independente do tratamento dietético, exceto para os animais que foram
injectados por via intraperitoneal e alimentados com a dieta normal com restrigcao

caldrica, animais que tiveram convulsdes mais graves.

Tabela 2- Efeitos da dieta cetogénica sobre parametros comportamentais e
eletrogréaficos, de acordo com a fase epileptogénica e a duracéo do
tratamento.

Parametros comportamentais e
eletrograficos de acordo com a fase
epileptogénica

Total de estudos/
Estudos que relatam algum efeito

< 3 semanas 2 4 semanas
Status Epilepticus

(SE) n % n %

Laténcia para o inicio das crises 6(1) 20% 9(8) 88,8%
Duracéo das Crises 4(0) 0 5(0) 0
Tipo de crise (severidade)* 5(1) 20% 9(0) 0
Laténcia para 1° pico de onda 4(1) 25% 1(0) 0
Amplitude de onda 2(0) 0 - -
Frequéncia de onda 2(0) 0 - -
Crises Recorre:(rglgsE)e Espontaneas n % n %
Laténcia para 1° CRE 2(0) - 1(0) 0
Duracédo das Crises - - 3(0) 0
Tipo de crise (severidade) - - 1(0) 0

Frequéncia das CRE - - 6(5) 83,3%
Frequéncia de onda (EEG) - - 1(0) 0

SE: Status Epilepticus; CRE: Crises Recorrentes e Espontaneas; DC: Dieta cetogénica. * De
acordo com a escala de Racine. Fonte: Autora, 2015.
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3.4 Parametro comportamental e eletrofisiologico

A tabela 2 ilustra o efeito da DC sobre os parametros comportamentais e
eletrofisiol6gicos avaliados nos estudos. Em relagdo ao SE, é interessante notar que
somente um estudo mostrou um efeito negativo da DC sobre a gravidade, com maior
severidade das crises, ou seja, 0S animais que receberam o tratamento cetogénico
tiveram maior niumero de crises do nivel 5 (evento caracterizado por elevacdo do
corpo e queda), em relacdo aos animais que receberam uma dieta normal com
restricdo caldrica (BOUGH et al., 2002) e nenhum estudo demonstrou efeito da DC
sobre a duracdo das crises. Este dado sugere que a DC néo inibe as crises
autossustentadas deflagradas através de estimulacdo quimica por pilocarpina ou
acido cainico. De fato, essas crises sdo bem robustas e dificeis de serem revertidas,
mesmo algumas DAEs nao apresentam efeitos sobre o SE, como no caso das
drogas a base de propofol ou fenobarbital, que sdo farmacos de terceira linha
(REDDY e KURUBA, 2013).

O dnico parametro comportamental analisado em mais de um estudo, durante
o SE, que mostrou efeito da DC foi a laténcia para o inicio de crises. Observa-se que
a maioria dos estudos (9 de 15, considerando os todos os estudos que avaliaram o
SE) mostraram um aumento no tempo de laténcia, indicando que a DC retarda o
estabelecimento do SE, embora ndo afete a gravidade e a duragao das crises. O
significado biolégico e clinico desse achado é complexo e ainda ndo compreendido,
sobretudo quando se observa que alguns estudos (6 de 15) mostraram dados
conflitantes na analise desse parametro. Por outro lado, € interessante notar que em
quase todos os estudos que constataram mudanca positiva neste parametro
comportamental, os animais foram submetidos ao tratamento com DC por um
periodo igual ou maior a quatro semanas e somente um estudo, que utilizou duragéo
de tratamento menor que trés semanas, constatou efeito.

A acdo da DC na fase crbnica foi investigada em nove estudos, porém
somente seis estudos utilizaram o parametro comportamental. Destes, cinco estudos
mostraram que a DC diminui a frequéncia das crises. O Unico trabalho que nao
mostrou efeito sobre este parametro iniciou o0 tratamento cetogénico mais
tardiamente, em relacdo ao SE. Neste caso, o tratamento foi iniciadol4 dias pos-
inducdo do SE (SU et al.,, 2000), enquanto 0s outros estudos comecaram O
tratamento em 24h pés-inducdo (ZHAO et al., 2004), 48h pos-SE (XU, SUN e JIM,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reddy%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24013377
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuruba%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24013377
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2006; XU, SUN e JIM, 2008) e imediatamente apds o SE (KOBOW et al., 2013),
Portanto, pode-se possivel sugerir que o inicio do tratamento deve ser realizado o
mais precocemente possivel, ap6s o SE. No entanto, mais estudo sdo necessarios.
De qualquer forma, os estudos sugerem uma ac¢ao antiepileptogénica da DC. Esses
achados estdo em concordancia com os obtidos em pacientes com 0 uso isolado da
DC (DRESSLER et al., 2010; CARABALLO et al., 2011; CARABALLO et al., 2013;
KANG et al.,2013; LEE et al., 2013) ou associado as DAEs (LI et al., 2013).

3.5 Analises Histologicas

Dos 28 estudos selecionados para esta revisdo, somente 13 analisaram os
efeitos da dieta cetogénica em alteracdes histoldgicas sabidamente envolvidas no
processo epileptogénico. Os processos pato-histoldgicos avaliados foram
neurodegeneracdo (12 dos 13 estudos), brotamento da fibra musgosa (3 dos 13
estudos), neurogénese (1 dos 13 estudos) e a astrogliose (1 dos 13 estudos). Em
relacdo a neurodegeneracdo, observou-se que, com excecdo de quatro estudos
(KWON et al., 2008; SAMALA, WILLIS e BORGES, 2008; SU et al., 2000; ZHAO
et al., 2004), os demais estudos mostraram uma diminuicdo da perda neuronal em
animais que foram submetidos o SE, a maioria com tratamento com dieta
cetogénica igual ou maior que quatro semanas; destes, somente um estudo
utilizou uma duracdo de tratamento de trés semanas (tabela 3). E importante
salientar as areas cerebrais onde foi observada a diminuicdo da morte neuronal.
Nos estudos de Luan et al. (2012) e Jeon et al. (2009) observaram que a DC
atenuou a perda neuronal apenas na regido CA3 do hipocampo. No entanto,
outros seis estudos mostraram que a DC promoveu diminui¢cdo na morte neuronal
nas regides CAl1 e CA3 do hipocampo (NOH et al., 2003; NOH et al., 2005a; NOH
et al.,2005b; NOH et al., 2006a; LINARD et al., 2010; KOBOW et al., 2013).
Apesar dos mecanismos neuroprotetores da DC ainda nédo estarem totalmente
esclarecidos, foi levantada a hipétese de que a DC diminui a perda neuronal por
influenciar vias metabdlicas envolvidas na morte celular dependente mitocéndrias
(NOH et al., 2008). De fato, tem sido sugerido que a DC modula a génese de
mitocondrial, assim como atenua a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(MAALOUF et al., 2007; BOUGH et al., 2006).
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Tabela 3- Efeitos do tratamento cetogénico sobre parametros histolégicos, de

acordo com a fase epileptogénica

Parametros histoldgico de acordo Total de estudos/
com a fase epileptogénica Estudos que relatam algum efeito
2 4 semanas Todos os
Fase aguda* estudos#
n % n %
Neurodegeneragao? 6(5) 83,33% 8(6) 75%
Neurogénese® 1(1) 100% 1(1) 100%
Astrogliose© 1(0) 0 1(0) 0
Fase Crbnica** n % n %
Neurodegeneracao? 3(2) 33,33% 4(2) 50%
Brotamento de Fibras Musgosas® 2(0) 0 2(0) 0

*Fase aguda: corresponde ao Status epilepticus (SE) e até 48 po6s-SE; o pré-tratamento foi usado
(tratamento antes da inducdo do SE); *Fase crénica: corresponde ao estabelecimento das crises
recorrentes e espontaneas (CRE); o tratamento utilizado foi pés-SE. Durante esta fase somente 1
estudo utilizou 3 semanas de pré-tratamento mais 1 semana de tratamento pos-SE, totalizando 4
semanas; no entanto, analisou o tecido neuronal apds o aparecimento das CRE. Métodos utilizados
para os parametros histolégicos: a: Tionina, coloragdo de Nissl, deteccdo de Neun
(Imunohistoquimica), Flouro-Jade, Violeta de cresyl e TUNEL; b: BrdU; c: Deteccao de GFAP por
imunohistoquimica; d: TIMM; #: A quantidade total de estudos para a fase cronica é igual ao nimero de
estudos que utilizaram um tratamento = 4 semanas. Fonte: Autora, 2015.

Em relacdo ao brotamento da fibra musgosa e astrogliose, nenhum estudo
mostrou diferenca entre o grupo de animais submetidos ao tratamento com DC e o0s
animais que receberam dieta padréo, pos-SE (Tabela 3). Este dado é interessante
pois 0 dano cerebral induzido pelo SE provocado pelo insulto quimico resulta em
perda neuronal acompanhada de proliferacdo das células da glia e brotamento das
fiboras musgosas (BABB, 1991). Os resultados sugerem, portanto, que a
neuroprotecdo induzida pela DC nao impede ou diminui a astrogliose ou o
brotamento das fibras musgosa.

Observa-se que em relacdo a neurogénese, somente um estudo avaliou este
processo e constatou que a DC aumentou significativamente o numero de neurénios
em relacdo ao controle (KWON et al., 2008). Apesar da relagdo da neurogénese e
da epileptogénese ainda ndo esta totalmente esclarecida, os estudos sugerem que
este processo ndo pode ser considerado totalmente positivo, pois a neurogénese
pode contribuir para novas conexdes aberrantes, favorecendo a hiperexcitabilidade
(STAFSTROM, 2004; no entanto, essa correlacéo ainda nao foi estudada utilizando

a DC como tratamento da epilepsia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Babb%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1716744
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3.6 Anéalise Molecular

Com base nos estudos selecionados, observa-se que somente 12 estudos
utilizaram uma abordagem molecular. O parametro utilizado foi de estudo de
expressao genica diferencial apos tratamento com DC nos modelos experimentais
de epilepsia do lobo temporal. Na tabela 4, tem-se a lista das hipoteses avaliadas
pelos autores de acordo com o gene escolhido. E importante considerar, que nesta
tabela, foram excluidos os dados obtidos a partir de ferramentas de analise em larga
escala sem validacdo. Como esperado, essas analises foram feitas majoritariamente
em hipocampos, embora outras estruturas do sistema nervoso central também
tenham sido contempladas, tais como: cértex frontal e posterior, cerebelo, corpo
estriado, regido pré-opica, talamo e neocortex.

Os genes avaliados estdo associados aos seguintes processos biologicos:
morte celular, na condicdo de pro-apoptoptico (8) ou antiapoptético (6), inflamacao
(5), metabolismo do glutamato (2), resposta imune (1) ou na geragao de energia via
estimulagdo da oxidacao de acidos graxos (1).

A maioria dos genes analisados tiveram uma expressao diferencial, seja
superexpressdo ou subexpressdo, em relacdo ao grupo controle que recebeu uma
dieta normal. De uma maneira geral 0s genes pro-apoptoticos, que geralmente estédo
superexpressos, tiveram sua a expressao diminuida apés o tratamento com a DC,
tais como: p-Bad, citocromo c, caspase-3, caspase-9, SMAC/DIABLO, Clusterin,
além da superexpressao de genes associados a acdo anti-apoptética, corroborando
com o achado histologico, onde a DC diminuiu a morte neuronal.

Observa-se que os genes relacionados com a inflamacédo, como TNF- q,
CD11b, NFK-KB e COX-2 estdo subexpressos em animais tratados com DC, em
relacdo aos animais controles. Este dado sugere que a DC minimiza 0 processo
inflamatorio durante a epileptogénese; no entanto, as principais células responsaveis
por liberar essas citocinas inflamatorias, os astrocitos, expressos pela identificacao
da astrogliose, ndo foram diminuidos quando utilizada a DC como tratamento
(KWON et al., 2008).

E interessante mencionar que todos esses achados moleculares utilizaram a
dieta cetogénica classica, a base de triglicerideos de cadeia longa, como tratamento

7

dietético. Este de composicado dietética € capaz e proporcionar mudancas na
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expressdo de genes importantes no processo epileptogénico. Mas, também
constata-se a falta de estudos com dieta cetogénica a base triglicerideo de cadeia
meédia, impedindo avaliar o efeito desta composicdo dietética no contexto da
epilepsia.

Esses achados moleculares permitem sugerir que a dieta cetogénica classica,
a base de triglicerideos de cadeia longa, no contexto da epilepsia do lobo temporal,
induzida experimentalmente, contribui para a expressdo de transcritos de forma
diferencial, em processos relacionados com o surgimento e/ou agravamento das
crises, como no caso de genes relacionados com inflamag&do e morte neuronal.
Apesar dos resultados expressivos, S840 necessarios mais estudos que comprovem o
efeito da DC na expresséao diferencial desses e de outros genes relacionados com a
epileptogénese. Além do mais, é necessaria uma maior padronizacao das escolhas
dos métodos de andlises, assim como do tratamento cetogénico, uma vez que 0s
estudos tendem a diferir entre as dietas utilizadas, a duragdo de tratamento, entre
outras caracteristicas. Isto impede que os resultados possam ser analisados de
forma conjunta. Diante disto, os resultados aqui apresentados devem ser

cuidadosamente observados.



Tabela 4- Avaliacédo do efeito da Dieta cetogénica sobre analises moleculares, em diferentes periodos e tecidos

Processo  Hipétese do Efeito
o C o , .
Nomedo N°gene biologicona  Autor em Tempo Tecido Método Epil.  DCEpil. Referéncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese N epil DN Epil
Westen Blot NF 0 \)J<|lrJn ?ZuorBG(e)
GluR5 Regulagdo da Transmissdo Fase , ) : Xu, Sun, e
(Grikb) 0007268 transmissao sinaptica  cronica Hipocampo RT-PCR NF ) Jim (2006)
sinapse excitatoria XU. SUn. e
RT-PCR NF ¢) i (2068)
Regulacao da
plasticidade
sinaptica Transmissao
GIuR6 L : Xu, Sun, e
(Grik2) 0048169 Ineuronala smaptl,cg crénica Hipocampo RT-PCR NF 0 Jin (2008)
ongo prazo excitatoria
(Fibras
musgosas)
Homeostase
do calcio no Reduz o
(ggkLJiE:JI}n 882513?29 CitOSONI; 'aC_Umqu de 2,dias Hipocampo Imunohistoquimica | 1 Noh et al.
D28K) Regulacéo da calcio dentro da pos-SE (2005a)

plasticidade célula
sinaptica;




Processo  Hip6tese do Efeito
Nome do N°gene bioldgico na Autor em
Gene ontology epilepsia- relacdo a

Tempo Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia

Ontology epileptogénese X . X ,
N epil DN Epil
Sinalizagao Metilagdo de DNA | !
mediada pelo Reduz o (Bisulfite) Hipermetilagéo
CaMKK2 0019722 calcio; acumulode  Fase HinoCamDo Kobow et
0045893 Regulago da célcio dentro da cronica '™ P RT-PCR al. (2013)
transcricdo do célula NF )
DNA
. Resposta 24H
Cltocr_o mo 0033554 celularao  Induz apoptose POs- Hipocampo Westen Blot ! l Luan et al.
C (CitC) , (2012)
estresse; SE
Caspase- 8882228 Processo Induz 2‘,”_' , Atividade 0 Luan et al.
9 > apoptotico; apoptose POs-  Hipocampo protease | (2012)
0042981 ’ SE
gg': Atividade 1 ! Luan et al.
SE protease (2012)
2h Noh et al
Caspase- Processo Induz pos- Hipocampo Western Blot 0 ! '
0034349 s (2006a)
3 apoptotico apoptose SE
Zp%?_s RT-PCR 1 ! Noh et al.
SE Imunohistoquimica  NF l(CA1e (2003)
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Processo Hipdtese do Efeito
Nome do N°gene bioldgico na Autor em . . : : A .
Gene ontology epilepsia- relacdo a Tempo Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Ontology epileptogénese X ) X _
N epil DN Epil
Processo
apoptotico
(Via
Smac/ 0006915 mltsi(t:gggirla, 24H Luan et al
DIABLO 0051402 Sinali ’ Induz apoptose Pdés- Hipocampo Westen Blot 1 ! (2012) '
0008635 “nalzaa SE
caspase;
Apoptose de
células
neuronais
Enovelamento
de proteinas;
ugp7o 0006457 Processo Marcador
0006200 catabdlico do bioquimico da 2 dias |, Western Blot |
(HSPBP1 0042026 ATP; lesdo neural poés-SE Hipocampo 1 l Jeon et al
e HSPAG) (2009)
Redobramento  (apoptose)
de proteinas
desnaturada
1901030 Processo
Lo Induz a 2h , Noh et al.
Bax 0006915 apoptotico apoptose  pos-SE Hipocampo Western Blot NF ) (2006b)

0097193
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Processo  Hip6tese do Efeito
o S
Nomedo N°gene b'OIQQ'CQ na AutorNenj Tempo  Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese Repil DN Epil
Bad +
Bel-XL éggg;ig :rgctec’)st?c% Induz a 2h pos- 4 inocampo Western Blot Noh et al.
(bad+Bcl- bop apoptose SE P b ! l (2006b)
2) 0097193
Western Blot NF !
CLuN 0008219 Cl\élﬂfr Induz a 2 dias Hinocamoo Noh et al.
(Clusterin) N . apoptose poés-SE P P _ o (2005b)
(Necrose); Imunohistoquimica ~ NF )
Fosfosrilacéo Inibe a 2h pés- . Noh et al.
p-Akt - de Bad apoptose SE Hipocampo Western Blot ! 0 (2006b)
P 1900740 Processo
i 0006915 o Inibe a 2h pos- . Noh et al.
Bagjr314- 0097193 Apoptoético; apoptose SE Hipocampo Western Blot ! 0 (2006b)
1900740
Regulacao Western Blot T (2h) 1(2h)
da resposta Jeong et al
0002674 inflamatéria  Acdo anti- : '
PPARY 0019395 Aguda (]): inflamatéria 2" € 6h Hipocampo (2011)
Oxidacéo de Imunohistoquimica 1 0

gordura
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Processo  Hip6tese do Efeito
o AR
Nomedo N°gene b'OIQQ'CQ na AutorNenj Tempo  Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese Repil DN Epil
Resposta
imune; Metilagdo de DNA Hipometilacao
- ’ . . NF : .
0006955 Atividade do ~ . (Bisulfite) foi revertida
[110rb 0004920 receptor de Agao anti- Fase Hipocampo Noh et al.
0006954 IL-10; inflamatoria  crénica (2006b)
Resposta RT-PCR NF )
inflamatoria;
Sinalizacéo
de apoptose,
TNF-a 0008630 em resposta . Induz a 2h e éh Hipocampo Western Blot 1 1(2h) Jeong etal.
inflamagdo  pos-SE (2011)
ao dano no
DNA
Regulacéo a
resposta
0050728 . . Induz a 2heé6h .. . _ Jeong et al.
NFK-B (1) 0006915 inflamatoria,; inflamaco  p6s-SE Hipocampo Imunohistoquimica 1 ! (2011)
- Processo
apoptaético;
Marcador da
microgria em
Induz a 2he6h . Jeong et al.
CD11b _ proces:j‘,o_ inflamacdo  pos-SE Hipocampo Western Blot 1(6h) 1(6h) (2011)
inflamatoria

contra insulto
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Processo  Hipdtese do Efeito
o A
Nome do N°gene b|olpg|cq na A“toler‘i‘ Tempo  Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese Repil DN Epil
Resposta ao
0006079 "R WesternBlot ~ 1(6h)  L(6h)

COX-2 0055114 dadivo: Induz a 2h e 6h HinOCAMDO Jeong et
0004601 ,02CVO; inflamagdo  pos-SE P P _ o al. (2011)
0044237 Alividade da Imunohistoquimica ~ 1(6h)  |(6h)

peroxidase;
Regulagéo a
resposta
0050728 . L. Induz a 2heo6h .. . . Jeong et
NFK-B (1) 0006915 inflamatéria; inflamacio  pos-SE Hipocampo  Imunohistoquimica 1 ! al. (2011)
Processo
apoptotico;
Cortex RT-PCR ) |
- frontal,
Processamento  |nduz a Cortex
de antigeno e resposta imune posterior, t (todas
a apresentacao Striatum, ; | (todas
- as areas )
. 0019886 . . Hipocampo, as areas
Cathepsin de antigeno via Fase . do Jeong et
0016540 N Talamo, . do
E do MHC de cronica . _ cérebro, ., al. (2010)
0006508 i Tronco  Imunohistoquimica cérebro,
classe ll; exceto
cerebral, exceto no
Processamento Cerebelo, no tronco
de proteinas; Septo, e a tronco cerebral)
Protedlise; Area pré- cerebral)

Optica
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Processo Hipotese do Efeito
o L , ,
Nome do N°gene blolpglcq na AutorNerrJ Tempo  Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese N epil DN Epil
x Reorganizacao
Regulacéo da
0046328 dutac . daexpressdao  3h
JIP-1 JNK cascata; e 3 . | Noh et al.
(MAPKSIP) 0009967 Transducgo de génica pSOE- Hipocampo Western Blot 1(3h) 1(3h) (2006b)
sinal;
Fosforilacdo Reorganizacéo
JINK-1 (2)881222 de JUN; da expr.esséo iz Hipocampo Western Blot (3h) ) Noh et al.
(MAPKS) Processo génica Poe pocamp f (2006b)
apoptético
.~ Reorganizagdo 3h
Fosforilacao 7 . . Noh et al.
p-JNK-1 - de proteina da expressao  pos- Hipocampo Western Blot 1(3h) 1(3h) (2006b)
génica SE
Regulacéo do
DNA de
transcricdo  Reorganizagdo  3h
JUN 0051090 atividade do  da expressdo pds- Hipocampo Western Blot 1(3h) 1(3h) Noh et al.
A (2006b)
fator de génica SE
sequéncia
especifica;
Regulagéo da
transcricao; )
0006355 ne o Reorganizagdo  3h Non et al
FOS 0043565 sequéncia de da expressdo  pos- Hipocampo Western Blot 1(3h) 1(3h) (2006b)
DNA génica SE

especifico;




Processo Hipotese do Efeito
o L , .
Nome do N°gene biologicona  Autor em Tempo  Tecido Método Epil. DCEpil. potaréncia
Gene ontology epilepsia- relacdo a X X
Ontology epileptogénese N epil DN Epil
Complexo se Reorganizagdo 3h
AP-1 liga a0 DNA da expressdo pOs- Hipocampo EMSA 1 ! Noh et al.
promovendo a N (2006Db)
o génica SE
transcricao
Reorganizacao Hibridac3o in situ 1 l
da expresséao
_ génica;
~ Viade _ contribuir com
PENK 0007218 sinalizagao de. as crises, pois 0 yas  Hinocampo Noh et al.
neuropeptideo;  glutamato SE (2006b)
coe>,<|st_e com Nortern Blot ) !
péptidos
opidides
derivados de
PENK
T(1d); |
Proteina S6 Western Blot NF (7d); L _
- oo 1d,7d (21d)-Hipo;
ribossomal Reorganizacao ' Hipocampo, e Neo;  peDaniel et
pS6 (S6) 0004711 quinase da expresséo ... heocortex e e::l érgil)e
(crescimento génica SE figado | (CA3); '
celular) Imunohistoquimica NF ’

{(Neo)
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I;.rolcles.,so Hipotese do Efeito
Nome do N°gene 1010g1co Autor em . . : . A
na x 3 Tempo Tecido Método Epil. DC Epil. Referéncia
Gene ontology . . relacdo a
epilepsia- o ;- hiogenese X X
Ontology €P'€P'0d N epil DN Epil
Metabolismo
celular de
lipideos; Regula a
-AMPK 883252; L\i/lecanl_smo adaptacgao 2 dias Hinocampo Western Blot 0 Jeon et al.
P acaritind oo jar ao stress pos-SE P P (2009)
0006112 Processo  metabblico
metabdlico
de reserva
de energia
Biossintese
L Estimula a 2 dias : Western Blot Jeon et al.
p-ACC i dzric;(lgss lipogénese  p6s-SE Hipocampo f ! (2009)

(-) Néo foi encontrado nenhum efeito. SE: Status Epilepticus;,CRE: Crises recorrentes e espontaneas. Epil.x N Epil: grupo epiléptico versus grupo nao
epiléptico; Epil.x DN Epil: grupo epiléptico com tratamento de dieta cetogenica versus grupo nao epiléptico com dieta padrdo para roedores. Fonte: Autora,

2015
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, realizou-se uma revisdo sistematica na tentativa de contribuir
para o entendimento dos efeitos da dieta cetogénica sobre a epilepsia do lodo
temporal em modelos experimentais. Todos os dados extraidos dos estudos
selecionados para esta revisdo foram metodologicamente separados por critérios,
tais como: parametros comportamental, eletrofisiolégicos, histolégicos e
moleculares. Observou-se no ambito comportamental que a DC leva a um aumento
da laténcia para o surgimento das crises durante o SE e diminui a frequéncia das
crises crbnicas. Em relacdo aos resultados histologicos, o efeito da DC
consistentemente observado foi a diminuigdo da morte neuronal nas regides CAl e
CA3 do hipocampo. Finalmente no que diz respeito as analises moleculares, a DC
tem acdo moduladora sobre alguns genes, principalmente aqueles que atuam na
apoptose e resposta inflamatéria. Observou-se também que esses efeitos
apresentam uma associacdo com o tempo de tratamento igual ou superior a quatro
semanas.

Apesar dos resultados apresentados nesta revisdo, € importante apontar para
a grande heterogeneidade das metodologias utilizadas nos diversos estudos,
principalmente em relacé@o as formas de inducdo do Status Epilepticus e as variaveis
comportamentais escolhidas pelos autores. Essas divergéncias metodoldgicas
impedem uma melhor comparacdo entre os resultados e analise mais robusta
atraves, por exemplo, de uma metanalise.

De qualquer forma, fazem-se necessarias novas pesquisas neste campo
experimental, na tentativa de pontuar os reais efeitos desse tratamento dietético
sobre a epilepsia do lobo temporal e proporcionar aos portadores de epilepsia de

dificil controle mais uma opcéo terapéutica seguramente testada.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma condicdo do sistema nervoso central, caracterizada pela
ocorréncia periodica e espontanea de atividade elétrica altamente sincronizada
acompanhada de manifestacdes comportamentais (NONINO-BORGES et al., 2004).
A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) classifica essa patologia, de acordo
com sua etiologia, em: a) idiopaticas, aquelas que ndo apresentam lesdo detectavel
no sistema nervoso e de carater genético, b) sintomaticas, que apresentam
substrato lesional e, c) criptogénicas, onde se desconhece a etiologia, porém
sugerem que as mesmas possuem substrato lesional (ILAE, 1989).

Dentre as epilepsias sintomaticas, a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é
mais frequente em humanos, particularmente em adolescentes e adultos (GASTAUT
et al.,1975; ENGEL et al., 1997; ENGEL, 2001). Aproximadamente 60% dos casos
de ELT correspondem a epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), sendo a forma
mais comum esta associada a esclerose hipocampal (ELTM-EH), presente em 50-
70% dos pacientes farmaco-resistentes (ANDRADE-VALENCA et al., 2006).

O processo epileptogénico em pacientes portadores desse tipo de epilepsia
consiste tipicamente de 3 fases: a) um insulto inicial (tais como injuria cerebral
decorrente de convulsédo febril); b) um periodo de laténcia (epileptogénese), em que
nao ha manifestacdo comportamental de crise; e c) periodo crénico, caracterizado
pela ocorréncia de crises esponténeas e recorrentes (CREs) (MATHERN et al.,
1996). No que diz respeito ao modelo experimental de epilepsia induzido por
pilocarpina, o processo epileptogénico promove mudancas eletroencefalograficas e
comportamentais que podem ser divididas em trés periodos distintos: a) um periodo
agudo que evolui progressivamente para Status Epilepticus limbico e que dura 24
horas; b) um periodo silencioso, com uma normalizacdo progressiva do
eletroencefalograma (EEG) e do comportamento, o qual varia de 4-44 dias; e c) um
periodo crdnico, com crises recorrentes espontaneas (CAVALHEIRO, 1995).

Quanto a histopatologia, cerca de 70% dos pacientes com ELTM-EH
apresentam lesGes que incluem degeneracdo neuronal, astrogliose, neurogénese,
dispersdo das células granulares e rearranjos axonais, como brotamento da fibra
musgosa (SHARMA et al., 2007).

Cerca de 70% dos pacientes portadores de ELT séo refratarios ao tratamento

farmacoldgico disponivel atualmente, mesmo quando utilizada uma combinacao de
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dois ou mais anticonvulsivantes. Nestes casos, a remoc¢do cirirgica da area
epileptogénica (lobotomia) é a Unica alternativa para a remissdo ou controle das
crises, sendo que 20% dos pacientes continuam apresentando crises (ENGEL,
2001; KOSSOFF et al., 2008). Assim, torna-se necessaria a exploracdo de
tratamentos alternativos, como uso de dieta cetogénica (DC) (NONINO-BORGES et
al., 2004).

Dieta cetogénica € caracterizada pelo alto teor de lipideos, em proporcao
média de 4:1 (lipideos:carboidratos+proteinas), com relacdo aos demais
macronutrientes (VAMECQ et al., 2005). Incialmente, a DC era formulada com
composicao lipidica de triglicerideos de cadeia longa (TCL), sendo identificada como
dieta cetogénica classica; porém, recentemente, desenvolveu-se a dieta cetogénica
a base de triglicerideos de cadeia média (TCM). Ambas produzem o efeito de
acidose metabdlica (cetonemia e cetondria), apdés o seu consumo (NEAL et al.,
2008). Embora os dois tipos de DC promovam o mesmo efeito metabdlico, a dieta
gue contém TCM rende mais cetonas por quilocaloria de energia fornecida do que
aguela que contém TCL, pois os TCM séo absorvidos mais rapidamente e ainda séao
levados diretamente do aparelho digestivo para o figado pela veia porta. O aumento
do potencial cetogénico dos triglicerideos de cadeia média significa que menos
gordura total € necesséria na dieta, o que possibilita a inclusédo de mais carboidratos
e proteinas (LUCENA et al., 2010).

A DC ja foi testada em humanos com epilepsia de origem genética e
apresentou efeitos positivos para o controle das crises (THIELE, 2003; YUDKOFF et
al., 2007; NEAL et al., 2009; VILLENEUVE et al., 2009; COPPOLA et al., 2010;
KEEIN et al., 2010; KESSLER et al., 2011; LI et al.,, 2013; SUO et al., 2013;
Chinese Medical Association, 2013). Em relacdo a ELT, os dados sdo motivadores.
De fato, em humanos, o uso da DC pode diminuir a frequéncia das crises epilépticas
ou até mesmo cesséa-las (THIELE, 2003; YUDKOFF et al., 2007; KEEIN et al., 2010;
DRESSLER et al.,, 2010; CARABALLO et al.,, 2011; KESSLER et al.,, 2011),
apresentando a vantagem de produzir menos efeitos colaterais que o tratamento
medicamentoso, particularmente sobre a perda de memoria e outras deficiéncias
cognitivas que, frequentemente, acompanham a administracdo de drogas anti-
epilépticas (YUDKOFF et al., 2007).

Em modelos experimentais de ELT, também foi observado um efeito na
diminuicdo da frequéncia das CREs (SU et al., 2000; XU; SUN; JIM, 2006; XU; SUN;
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JIM, 2008; KOBOW et al., 2013) e na neurodegeneracdo (NOH et al., 2003; NOH et
al., 2005a; NOH et al., 2005b; NOH et al., 2006a; JEON et al., 2009; LINARD et al.,
2010; LUAN et al., 2012). Por outro lado, a maioria dos estudos ndo mostram efeito
da DC sobre a duragdo ou severidade das crises durante o Status Epilépticus, (NOH
et al., 2003; NOH et al., 2005a; LIAN et al., 2007; KWON et al.; 2008; LUAN et al,
2012). Apesar da disponibilidade de varios estudos sobre a acdo da DC em modelo
experimental de ELT, a grande maioria tem focado numa analise pontual e isolada
de determinados parametros comportamentais. De fato, apenas um estudo analisou
de forma integrada o efeito da DC em aspectos comportamentais, histopatolégicos e
moleculares da ELT induzida através de pilocarpina (KOBOW et al.,, 2013). A
caréncia de tais estudos tem limitado a compreensédo dos efeitos antiepiletogéncios
da DC. No que diz respeito a clinica, um aspecto que tem limitado o uso terapéutico
da dieta cetogéncia é a descontinuidade do tratamento em decorréncia de
determinados efeitos colaterais, tais como diarréia, dores abdominais, alteracdo de
humor, hipoglicemia, nauseas e vomitos (CARABALLO et al.,, 2011). Devido a
dificuldade na adesado de alguns pacientes faz-se necessario encontrar alternativas
que modifiguem as caracteristicas organolépticas da DC, tornando-a mais palatavel.
Neste sentido, o 6leo de coco, devido a sua palatabilidade e propriedades
funcionais, apresenta-se como uma alternativa na formulacdo de uma dieta de dificil
tolerancia, altamente restritiva e pouco palatavel.
De fato, os 6leos de coco e de palma constituem importantes fontes de TCM,
que frequentemente séo utilizadas para os diversos fins, inclusive terapéuticos. O
6leo proveniente do Cocos nucifera L., particularmente, fruto abundante na regiao
Nordeste do Brasil, inclusive em Alagoas, apresenta elevada propor¢do de acidos
graxos saturados, especialmente de acido laurico (12:0; 45-50%) (LI et al., 1990).
Esse produto é bastante utilizado na industria quimica e de cosméticos, devido a sua
resisténcia a oxidacdo, ao seu baixo ponto de fusdo e a sua propriedade de formar
emulsdes estaveis, além de suas propriedades antivirais, antifingicas e bactericidas,
especialmente atribuidas ao acido laurico. Além disso, observou-se um alto potencial
antioxidante desse Oleo na protecdo da LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade)
contra o0 estresse oxidativo induzido por oxidantes fisiologicos, efeito atribuido ao
seu conteudo em polifendis (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004).
Neste sentido, o objetivo do trabalho foi investigar os efeitos anticonvulsivantes

e neuroprotetor da DC a base de 6leo de coco em ratos submetidos ao SE induzido
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por Litio-Pilocarpina. O estudo pretende investigar as repercussées do consumo de
dieta cetogénica rica em TCM, a base de 6leo de coco, sobre as alteracbes
comportamentais, histopatolégicas e moleculares pertinentes ao processo

epileptogénico e/ou somados ao tratamento dietético.

2 METODOS

2.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 51 ratos machos Wistar, desmamados aos 30
dias de vida, oriundo BIOCEN/UFAL. Os animais foram mantidos, no biotério setorial
da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Alagoas (FANUT/UFAL), em
gaiolas individuais, em temperatura ambiental, entre 20-24°C, e ciclo claro/escuro de
12 horas,com alimentacdo e agua ad libitum.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas, sob o numero de protocolo 034-2013 (Anexo 01),
vinculado ao Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (CNS/MS/Brasil),
baseado em normas internacionais (Declaracdo Universal dos Direitos do Animal,
UNESCO, 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979).

2.1.1 Grupos experimentais:

Neste estudo foram estabelecidos quatro grupos experimentais:

1. Dieta normal para roedores + PILO (PILO): animais (h= 16) sob dieta
padrdao para roedores, injetados com 30mg/kg de pilocarpina pela via
intraperitoneal (i.p.) para inducéo do SE;

2. Dieta cetogénica + PILO (CETO+PILO): animais (n =17) submetidos a 30
dias de DC. Apoés este periodo de tratamento, os animais foram submetidos a
injecao de pilocarpina (30mg/Kg, i.p.) para indugéo do SE;

3. Dieta Cetogénica (CETO): animais (n=18) submetidos a 30 dias de DC e
gue nao foram submetidos ao SE;

4. NAIVE: animais (n=6) sem manipulacdo, sob dieta padrdo. Foram

estabelecidos somente para as analises moleculares.
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Para a composicao dos grupos experimentais, inicialmente os animais de 30
dias de idade foram pesados e divididos em dois grupos, em: considerando-se o
peso inicial para ndo induzir diferencas ponderais entre os grupos, Grupo PILO: 16
animais com meédia de peso de 68,38g continuaram sendo tratados com dieta
padrdo para roedores; Grupo Cetogénico: 35 animais com média de peso de
73,08g foram submetidos ao tratamento com dieta cetogénica a base de éleo de
coco. Este tratamento foi realizado por 30-32 dias, a partir do 30° dia de vida do
animal. Apés o tratamento com DC, os 35 animais do grupo Cetogénico foram
subdivididos para compor os grupos CETO+PILO (n=17) e CETO (n=18). Para este
agrupamento, considerou-se o ganho de peso total, ingestéo total, ingestao total de
energia e coeficiente de eficiéncia alimentar, de modo a n&o induzir diferencas entre
0s grupos. Os animais do grupo 1 que estavam sob dieta padrdo passaram a

compor o grupo experimental PILO.

2.2 Preparacéo das dietas

A Tabela 1 apresentam as composicdes da dieta AIN-93G (REEVES, 1997) e
da dieta cetogénica a base de 6leo de coco.

Para a composicdo da DC utilizou-se 6leo de soja Liza ® (Cargill do Brasil) e
a margarina Qualy® (Sadia), adquiridos no comércio local. Os demais ingredientes
foram fornecidos pela RHOSTER Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo.

A dieta cetogénica foi elaborada no Laboratério de Nutricdo experimental da
Faculdade de Nutricdo da UFAL. Todos os ingredientes foram misturados para
formar uma massa homogénea que, em seguida, foram oferecidas aos animais, do
grupo cetogéinico, ou foram armazenadas sob refrigeracdo, por uma semana. .

A dieta padréo para roedores Nuvilab® (Tabela 2) foi fornecida pelo Biotério
Central da UFAL e armazenada conforme recomendac¢des do fabricante.

A dieta cetogénica a base de 0Oleo de coco foi composta de 69,79% de
lipideos (n=35), ja a dieta padrdo para roedores tinha em sua composi¢éao 16,4% de
lipideos. A dieta cetogénica a base de 6leo, sua constituicao, foi baseada a partir da
dieta AIN-93G (REEVES, 1997). O quadro 1 descreve a composicao das dietas.

As dietas padréo para roedores e cetogénica apresentaram as proporgoes

lipideos:carboidratos+proteina de 1:11,8 e 3,5:1, respectivamente.



Tabela 1- Composicéo das dietas controle e cetogénica

Constituintes (g/kg) AIN-93G? Dieta Cetogénica a
base de coco?

Amido de milho 497,50 0
Amido de milho 132,0 0
dextrinizado
Caseina 200 200
Celulose 50 50
Mix mineral AIN-93G 35 35
Mix vitaminico AIN-93G 10 10
L-cisteina 3 3
L-metionina 1,6 1,6
Bitartarato de colina 2,5 2,5
t-Butilidroquinona (mg/kg) 0,014 139,58
Oleo de soja 70 70
Oleo de coco 0 227,9
Margarina 0 400
Valor energético (Kcal/Kg)? 3.828 7.012,73
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1Conforme Reeves (1997), valores aproximados. ?Valores estimados conforme Atwater
e Bryant (1900). 3Composicédo baseada na dieta AIN-93G.

Tabela 2- Composicéo das dietas padréo pararoedores Nuvilab®

Composicao

Umidade (max) 12,5%
Proteina Bruta (min) 22,0%
Extrato Etéreo (min) 4,5%
Matéria Mineral (max) 10,0%
Matéria Fibrosa (max) 8,0%
Calcio (max) 1,4%
Faésforo (min) 0,8%
Lisina 100,0mg
Metionina 300,0mg
Antioxidante 100,0mg
Valor energético (Kcal/Kg)? 3000

2Estimado conforme Atwater e Bryant (1900)
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2.2.1 Acompanhamento do peso corporal e da ingestéo alimentar

Os animais tiveram livre acesso a agua e a dieta e foram pesados
semanalmente, a partir do dia da implantacao das dietas experimentais até o final do
periodo experimental. Para a mensuracdo do peso corporal foi utilizada uma balanca
digital (Marte, modelo S-100). A ingestao alimentar foi estimada a cada semana,

com base na cota de dieta ofertada, nas sobras e nos desperdicios.

2.2.2 Eficiéncia alimentar

A qualidade global das dietas oferecidas e sua repercussao ho
desenvolvimento ponderal dos animais, designada de eficiéncia alimentar, foi
calculada para o periodo de 30-32 dias de tratamento dietético, até a inducdo do
Status Epilepticus, através da formula:

CEA = (GP/IT) x 100 onde:

CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;
GP: ganho de peso (g) no periodo de 30-32 dias até a inducéo do Status Epilepticus;
IT: ingestéo total (g).

2.3 Mensuracgao dos niveis de (3-Hidroxibutirato (BHB)

Seis animais dos grupos CETO+PILO e CETO e 5 animais do grupo PILO foram
submetidos, semanalmente (por 4 semanas),a mensuracao dos niveis de BHB. Para
tanto, foi coletada uma gota de sangue da cauda dos animais, com ajuda de uma
lanceta, e para a leitura utilizou-se o monitor de cetose sanguinea Optium Xceed e
as Tiras-teste de B-cetona (Laboratério Abbott do Brasil LTDA).

2.4Inducao do Status Epilepticus
Os ratos foram submetidos o SE por meio de injecéo i.p. de cloreto de litio

(127 mg/kg), 18-24horas antes da administracao i.p. de pilocarpina (PILO), na dose

de 30mg/kg. Para limitar os efeitos periféricos da administracdo de PILO, foram
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injetados, 30 minutos antes da injecdo da droga (PILO), o butilbrometo de
escopolamina (1Img/kg, i.p).

Logo ap6s a administracdo de pilocarpina, os animais foram monitorados
durante 90 minutos, utilizando-se uma filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil
LTDA). Para a caracterizacdo do inicio do SE, o critério utilizado foi a ocorréncia de
crises continuas que se sustentassem durante o tempo minimo de cinco minutos
apos a injecao de pilocarpina (LOWENSTEIN e ALLDREDGE, 1998 ; SHORVON,
1994). Apés uma hora de SE foi realizada a reposicao hidroeletrolitica, através de
injecdo intraperitoneal de soro fisiologico a 0,9% (1ml para cada animal). Para a
reversdo do SE, os animais foram tratados com diazepam (5 mg/kg), por via
intraperitoneal, apos um periodo de 90 minutos. A dose de diazepam foi repetida a

medida que o animal, ap6s 30min, ndo cessasse totalmente o SE.

2.2 Eutanéasia

Os animais foram eutanasiados, as 13 horas, ap6s 24horas da reversdo do
SE para os grupos PILO e CETO+PILO e no periodo equivalente para os animais do
grupo CETO (grupo de animais que nao foram submetidos ao SE). Foram utilizados
dois procedimentos de eutandsia, de acordo com a adequabilidade aos protocolos
experimentais. Para analises histoquimicas, animais dos grupos PILO (n=5) e
CETO+PILO (n=6), foram eutanasiados utilizando o tiopental sodico (0,4ml/kg de
peso, i.p.), enquanto que para as analises moleculares, os animais (PILO n=5;
CETO+PILO n=6; CETO n=6; Naive n=6) foram eutanasiados por meio da camara

de €0, seguida de decaptacédo por guilhotina.

2.4 Avaliagdo comportamental do Status Epilepticus

As crises epilépticas, de cada animal foram classificadas de acordo com a

escala de crises limbicas estabelecida por Racine (1972) ,representada na tabela 3 .
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Quadro 1- Escala comportamental de crises limbicas de Racine (1972).

0 — Comportamento Normal.

1 — Automatismos faciais.

2 — Mioclonias de cabeca.

3 — Clonias uni ou bilaterais das patas anteriores.

4 — Clonias das patas anteriores com elevacdo sobre as

patas posteriores.

NIVEIS DAS CRISES

5 — Elevacdo das patas anteriores e queda atGnica com

crises clonicas generalizadas.

Fonte: Racine, 1972 (Adaptado).

Para a andlise das crises convulsivas, as seguintes variaveis foram avaliadas:
laténcia da primeira crise [tempo (seg.) transcorrido entre a injecédo de pilocarpina e
a primeira crise convulsiva epiléptica]; numero de crises antes do SE (durante a
laténcia); laténcia do SE [tempo (seg.) transcorrido entre a injecdo de pilocarpina e a
crise convulsiva epiléptica continuada (5 minutos), caracteristica do SE]; frequéncia
das crises de nivel 5 durante o SE (nimero de crises do nivel de nivel 5 durante o
SE) e, niumero de doses de diazepam necessérias para abortar o SE.

2.5 Histologia

Foi utilizado o método Fluore-jade, para avaliar o efeito da DC no processo de
neurodegeneracdo. Vinte e quatro horas pdés-SE, os animais foram anestesiados
com tiopental sédico (0,4ml/kg) e submetidos a perfusdo transcardiaca, sendo
usados 150mL de tampédo fosfato salina (PBS, 100 mM, pH 7,4) e 300mL de
paraformaldeido (PFA, 4%) em PBS. Apos a perfusdo, os cérebros foram coletados
e fixados em PFA por 4h. Apds esse periodo, o material foi transferido para uma
solucado crioprotetora de sacarose a 20% a uma temperatura de 20°C. Apés 2h, os
cérebros foram congelados a temperatura de -80-C, por 24h. Posteriormente, os
tecidos foram cortados em 30um em criostato (Leica CM 1850) sob as temperaturas
de -18 a -22°C. Os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas (solu¢do para
gelatinizag&o: gelatina 0,5% e sulfato de cromo-aluminio 0,05%), cada qual com 6
areas cerebrais espacadas de 1mm, em 24 jogos consecutivos adjacentes, e

armazenadas a -20°C para as analises histoldgicas.
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As seccdes coronais foram feitas seguindo os niveis apresentados na figura 1,
tendo como referéncia o bregma, de acordo com o atlas estereotéxico de Paxinos e
Watson (1996). Os seis cortes por nivel representam a extensdo anteroposterior do
hipocampo, adjacentes e armazenadas a -20°C para as analises histologicas

(Fluore-jade).

Figura 1- Diferentes sec¢fes do hipocampo

Extensdo anteroposterior do hipocampo (A-F; area em azul) representada
como sequéncia de laminas do atlas de Paxinos e Watson (1996)

2.5.1 Método Fluoro-Jade

Seguindo o protocolo proposto por Schmued e colaboradores (1997), as
laminas foram submetidas a banhos sucessivos de etanol absoluto durante 3
minutos, etanol 70%, por 1 minuto, agua destilada (dH20), por mais 1 minuto,
permanganato de potassio durante 15 minutos, com agitacdo branda, 3 lavagens em
dH20 por 1 minuto,1 banho com Fluoro-Jade (preparado e utilizado no mesmo dia),
por 30 minutos, com agitacédo branda, 3 lavagens em dH20 por 1 minuto, e secagem
das laminas. Posteriormente, foi utilizado, como meio de montagem, fluoromont e
acido aceético (3:1), sendo posto em cada lamina 150 uL dessa solucdo. Os cortes
foram analisados e as imagens capturadas através de um microscopio de
fluorescéncia (Nikon DS RI1).
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2.4.2 Contagem de Células

Em hipocampos que foram submetidos ao SE, foi avaliado o namero de
células em trés regides hipocampais: CA1l, CA3 e hilus do giro denteado. Essas
regibes foram selecionadas devido a alta sensibilidade ao processo
neurodegenerativo. De acordo com Paxinos e Watson (1996), para a quantificacao
da neurodegeneracdo foram feitas amostras de até 10 areas em trés diferentes
coordenadas do hipocampo, desde o hipocampo ventral até o hipocampo dorsal (AP
-2,56mm, AP -3,30mm e AP -6,30mm).

A contagem foi realizada através do programa Image J (NIH, freeware), sendo
utilizado o plugin cell conter, que permite contar automatica ou manualmente células
em um determinado campo. Neste caso especifico, foi utilizado o método manual de

contagem.

2.6 Andlises de expressao génica diferencial

2.6.1 Dissecag0Oes dos hipocampos

Ap6s a decapitagdo dos animais, os hipocampos foram imediatamente
dissecados sobre superficie fria e rapidamente congelados em nitrogénio liquido (-
180°C). Os tecidos foram mantidos em tubos eppendorf a -80°C até a etapa de

processamento.

2.6.2 Extracdo de RNA total de hipocampo de rato

O RNA total foi isolado utilizando-se o reagente Trizol, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Invitrogen, CA, USA), com modificacdes.

Os hipocampos esquerdos dos ratos foram transferidos do freezer a -80°C
para nitrogénio liquido. A cada tubo contendo um hipocampo, foram adicionados 350
uL de trizol, a temperatura ambiente, e os conteddos foram homogeneizados com
pistilos para tubos eppendorf. Em seguida, foram adicionados 140 pL de cloroférmio
(proporgcéo de 200 pL de cloroformio para 1 mL de trizol) e os conteudos foram
homogeneizados por inversdo e mantidos a temperatura ambiente, por cerca de 3

minutos. As amostras foram entdo centrifugadas (Heal Force ® - High speed
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refrigerated bench), a 120009, durante 15 minutos, a 4°C. A fase aquosa dos tubos
(fase contendo RNA) foi transferida para tubos novos. O restante do conteudo,
interfase e fase organica, foi armazenado em freezer a -80°C. Aos tubos contendo
as fases aquosas foram adicionados 175 pL de isopropanol (proporcao de 500 pL de
isopropanol a cada 1 mL de trizol). As amostras foram mantidas a temperatura
ambiente, por 30 minutos, e, em seguida, centrifugadas a 12000g, por 30 minutos, a
4°C. Apoés essa etapa, o pellet de RNA foi visualizado. O isopropanol foi entédo
removido cuidadosamente por inversdo dos tubos e foi adicionado 1 mL de etanol
75%, para lavagem dos pellets, que foram deslocados com auxilio de vértex. Os
contedados foram novamente centrifugados a 12000g, por 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi entdo desprezado, preservando-se o pellet. Os pellets foram, em
seguida, novamente lavados com 1 mL de etanol 75% e centrifugados a 12000g, por
5 minutos, a 4°C. ApOs esse processo, 0s sobrenadantes foram descartados e os
tubos foram mantidos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets foram
ressuspendidos em 30 pL de agua millig tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) e
foram incubados por 20 minutos, a temperatura ambiente e durante 40 minutos em
gelo para completa dissolucéo dos pellets. Apos esses procedimentos, as amostras
foram armazenadas em freezer a -80°C. Todas as solu¢des foram preparadas com

agua tratada com DEPC.

2.6.3 Quantificacdo das amostras de RNA total

A concentracdo e a pureza dos RNAs foram avaliadas atraves de
espectrofotometria (Espectrofotdmetro Eppendorf BioPhotometer Plus). As amostras
foram quantificadas a partir da densidade 6ptica (OD), obtida em comprimento de
onda de 260nm. A pureza desses RNAs foi avaliada a partir do célculo da razéo
entre os valores de absorbancia nos comprimentos de onda 260nm e 280nm.

As tabelas 1, 2, 3 e 4 apresentam a quantidade total de RNA obtido e a razéo

0D,¢0/0D,g, das amostras purificadas.



Tabela 3- Concentracdo e quantidade total de RNA extraido de

hipocampos esquerdos dos animais do grupo PILO

Quantificagcdo de RNA Quantidade total

Amostra Raz&0 0D,4/0D,g, 0Dy de RNA na
(Mg/pL) amostra (ug)

1 2,09 2,38 13,4

2 1,59 3,12 23,5

3 1,63 2,11 21,1

4 1,56 3,08 30,8

5 1,60 4,38 30,1

Fonte: Autora, 2015.

Tabela 4- Concentracdo e quantidade total de RNA extraido de

hipocampos esquerdos dos animais do grupo CETO+PILO

Quantificacdo de RNA

Quantidade total de

Amost Razao oD RNA tra (ug)
mostra 260 na amostra (ug
0D260/0D280
(Mg/uL)

1 1,68 4,28 30,8

2 1,60 3,16 23,2

3 1,66 4,24 31,1

4 1,47 3,82 29,8

5 1,69 4,24 31,0

6 1,71 3,55 26,1

Fonte: Autora, 2015.

Tabela 5- Concentracdo e quantidade total de RNA extraido de

hipocampos esquerdos dos animais do grupo CETO

Razao

Quantificacdo de RNA

Quantidade total de

oD RNA na amostra
Amostra 0Dy a/0Dsg, (ug/zﬁl(i) ()
1 1,60 3,19 23,2
2 1,62 3,43 24,7
3 1,64 3,20 23,7
4 1,64 2,66 20,2
5 1,67 3,92 28,9
6 1,74 3,65 26,9

Fonte: Autora, 2015.
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Tabela 6- Concentracdo e quantidade total de RNA extraido de
hipocampos esquerdos dos animais do grupo NAIVE

. Quantificagcdo de RNA Quantidade total de
Razéo

oD RNA na amostra
Amostra 0Dy 0D g, (ug/zﬁl(:) (Ma)
1 1,71 1,744 52,32
2 1,74 1,88 56,64
3 1,72 2,21 66,48
4 1,72 2,33 70,08
5 1,67 1,39 41,76
6 1,69 1,6 48,00

Fonte: Autora, 2015.

2.7 Experimentos de RT-gPCR

2.7.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apés a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase. Aos
volumes das amostras correspondentes a 3ug de RNA total, foram adicionados
tampao de DNase 1x (Ambion), 1U de DNase (Ambion) e 2U de RNaseOUT™
(Invitrogen). As reagbes foram incubadas a 37°C, por 30 minutos. Foi, entéo,
adicionado EDTA 5 mM e as reacdes foram incubadas a 75°C, por 10 minutos. Apés
o tratamento, todas as amostras foram armazenadas a -80°C.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o High Capacity® kit (Applied
Biossystems), de acordo com as instrugdes do fabricante. Foram adicionados na
reacao 2uL RT Buffer (10x), 0,8uL de dNTP mix 25x (100Mm), 2uL de RT Random
Primers (10x) e 1uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL). A quantidade
inicial de RNA utilizada foi de 1ug. As reacgfes foram incubadas a 25°C, por 10
minutos, 37°C, por 120 min, e 85°C por 5 min. Apés a sintese de cDNA, foram
adicionados 180uL de agua milliq tratada com DEPC. Todas as amostras foram

divididas em quatro aliquotas e armazenadas a -80°C.
2.7.2 Reacgao de amplificagéo
Os perfis de expressdo foram determinados através da metodologia RT-

gPCR. As reacdes foram realizadas utilizando-se o equipamento StepOnePlus™

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems).
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As reacoes de RT-gPCR foram realizadas em triplicatas e consistiram em 2,0
ML de cada amostra de cDNA, 6 pL de SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen),
3 UL de cada primer a uma concentragao final especifica e 1,0 yL de agua, em
volume final de 12 uL. As reagdes de amplificagdo ocorreram nas seguintes
condi¢cbes: desnaturacdo a 95 °C, por 10 minutos, e 40 ciclos de amplificacdo a
95°C, por 15 segundos, e 60°C, por 1 minuto. Ao final, foi realizada uma etapa de
dissociacao a 95°C, por 15 segundos, 60°C, por 1 minuto e 95°C, por 15 segundos,
para geracdo da curva de dissociacdo. O numero de ciclos de PCR em que a
fluorescéncia atingiu o limiar (threshold) na curva de amplificagdo — ciclo threshold
(CT) — foi determinado automaticamente pelo programa StepOnePlus™ (Applied
Biosystems).

Os primers escolhidos, para a realizacdo da expressao relativa, foram GFAP
(proteina glial acida), TNF-a (fator de necrose tumoral). E os primes normalizadores
utilizados foram RPLP-1 (proteina ribossomal acida pl) e B-Actina. As
concentracbes especificas de cada primer foram determinadas pela reacdo de
amplificacdo (descrita anteriormente), onde constatou-se que a concentracao final a
ser utilizadas nas reacdes seguintes foi de 0,2 MM, de cada primer . A tabela 7
apresenta as sequéncias dos primers desenhados para 0s genes de referéncia
selecionados (RPLP-1 e B-Actina) e para o gene GFAP e TNF-a.

Tabela 7- Genes e sequéncia dos primers desenhados e utilizados no

estudo.

Gene Simbolo* Sequéncia dos primers 5’-3’

Actb F- ATCTTTCTGGTGCTTGTCTCT
Beta-actina R - TGAGGTGGGTGGAACTGAGA
Proteina RPLP1 F - GCATCTACTCCGCCCTCA
ribossomal, R - ATCTTATCCTCCGTGACCGT
grande, P1
Proteina glial GFAP F - AACCGCATCACCATTCCTGT
fibrilar acida R — CATCTCCACCGTCTTTACCAC
Fator de necrose TNF-a F-GCTCCCTCTCATCAGTTGCA
tumoral R-CTCCGCTTGGTGGTTTGCTA

Fonte: RGD (Rat Genome Database)
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2.7.3 Determinacao da eficiéncia de amplificacéo

Para a determinacado da eficiéncia de amplificacdo, foram geradas as curvas-
padrdao baseada em 5 pontos de diluicdo (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). Para isso,
utilizou-se o valor de CT obtido em cada diluicdo versus o log das respectivas
diluicdes. A partir da correlacdo entre esses dois fatores, as eficiéncias de

amplificacédo (E) foram determinadas através da formula:

E=[10"r?- 1] x 100,
Onde slope ¢é a inclinag&o da reta obtida.
A tabela 7 apresenta as eficiéncias de amplificacéo para cada gene. Todas as
reagOes apresentaram eficiéncia dentro do intervalo de 90-110%.

Tabela 8- Eficiéncia de amplificacdo das reacdes de qRT-PCR

referentes aos genes analisados

Primer % de eficiéncia
GFAP 91,18%
TNF-a 103,03%
RPLP1 95,79%
B-Actina 96,91%

Fonte: Autora, 2015.

2.8 Andlise Estatisticas

Os dados foram expressos como valores de média = desvio padrdo e
analisados por Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey.
Quando necessario, fez-se o teste T. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Utilizou-se o pacote estatistico IBM SPSS Statistics,

versao 21.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.2 Efeito da dieta cetogénica no peso, na ingestao e na eficiéncia alimentar

Estudo realizado por Régo (2011) sugeriu que dieta cetogénica a base de
Oleo de coco extra-virgem exerceu um efeito protetor sobre as crises convulsivas de
ratos portadores de epilepsia induzida por pilocarpina, especialmente sobre a
frequéncia e a duracéo das crises recorrentes espontaneas, indicando, dessa forma,
um beneficio potencial do 6leo de coco no controle das crises epilépticas, indicando
uma nova alternativa terapéutica para individuos portadores de epilepsia resistente a
terapia medicamentosa.

Gama et al. (2015) utilizando as mesmas condi¢cdes experimentais que 0
estudo de Régo (2011), no entanto com outra fonte de TCM (trianantina) e
investigando somente o Status Epilepticus, demostraram que a DC rica em TCM
promoveu o aumento na frequéncia de crises antes do estabelecimento do SE
podendo indicar maior resisténcia do animal em desenvolver o SE

Ainda investigando o uso fontes de TCM (trianantina), em proporc¢des
cetogénicas, no contexto da depressao alastrante, observou que esta dieta promove
diminuicdo da excitabilidade cerebral, reduzindo, de forma acentuada, a velocidade
de propagacédo, em cértex cerebral de ratos (OLIVEIRA et al., 2008).

Todos esses achados tém incentivado cada vez mais o avanco de pesquisas
visando estabelecer clinicamente o uso da dieta cetogénica, em particular rica em
TCM, como o Oleo de coco e a trienantina, sobretudo no contexto da epilepsia
farmacorresistente.

Inicialmente, comparou-se os animais submetidos a DC com os submetidos a
dieta padrdao com base nos seguintes parametros: ganho de peso total, ingestao
total, ingestéo total de energia e coeficiente alimentar (tabela 8). Em relacdo a
esses parametros, observou-se diferenca significante (p<0,05) entre 0s grupos

experimentais.
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Tabela 9- Ganho de peso total, ingestéo total, ingestéo total de energia e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais distribuidos nos grupos

Controle e Cetogénico, em 30-32 dias de tratamento dietético.

Grupos de animais

Variaveis PILO CETOGENICO
(n=15) (n=35)
Ganho de peso total (g) 132,87 £ 13,90 118,64 + 16,65*
Ingestéo total (g) 637,39 + 83,92 271,90 +27,27**
Ingestao total de energia 2513,63 = 330,94 1906,76 * 36,37**
(kcal)
CEA 21,21+ 3,84 44,08 + 6,89**

Os dados foram submetidos ao teste T; Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes, *p<0,05 e **p<0,0001. Fonte: Autora, 2015.

Os grupos cetogénicos tiveram menor ganho de peso em relagdo ao grupo
PILO (p=0,006). De fato, a DC promove o menor ganho de peso, devido a sua
caracteristica termogénica, uma maior eficiéncia termogénica, resulta em maior
gasto energético. Este dado estd em concordancia com outros estudos
experimentais (JEONG et al.,, 2010 e GAMA et al., 2014), como também ja foi
evidenciado em uma recente meta-analise que envolveu a utilizacdo da DC e
reducdo de peso em ensaios clinicos (BUENO et al.,2013).

Observou-se também que o0s animais do grupo cetogénico consumiram
guantidade de dieta menor do que o grupo PILO (p<0,0001). A DC possui uma maior
densidade energética levando os animais a compensarem tal diferenca com uma
menor ingestdo de alimentos para atender as demandas fisiolégicas (GAMA et al.,
2014), como também pode ser explicado devido ao maior poder de saciedade que
as DCs apresentam em comparacdo com as dietas padréo para roedores.

Quanto a ingestdo total de energia, os resultados foram similares aos de
ganho de peso, ou seja, 0 grupo cetogénico apresentou menor consumo calorico em
relacdo ao grupo PILO, constatando o efeito termogénico que o 6leo de coco
apresenta, um vez, que 0S animais cetogénicos apresentaram perda de peso e
reducdo na ingestdo caldrica total, esta ultima varidvel pode ser afetada também

devido a menor palatibilidade que as DCs apresentam.
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No que se refere ao CEA, observou-se que os animais do grupo PILO
apresentaram um valor inferior ao grupo cetogénico (p<0,0001), indicando que a DC
nao interfere no desenvolvimento ponderal dos animais.

Seguindo nosso desenho experimental, quando os animais tratados com a
DC foram subdividimos aleatoriamente nos grupos CETO+PILO (n=17), e grupo
CETO (n=18), as analises estatisticas foram repetidas entre esses grupos.
Observou-se que o0s animais de ambos 0s grupos ndo apresentaram diferenca
significativa de ganho de peso total, ingestao total, ingestéao total de energia e CEA

(dado ndo mostrado).

3.3 Cetonemia

Avaliaram-se 0s niveis sanguineos de corpos cetdnicos, ao final de cada
semana de tratamento dietético. Os animais mantidos em DC (grupo CETO+PILO e
CETO) exibiram marcadamente maiores niveis de cetonemia ao longo das 4
semanas de tratamento, em comparacdo com 0s animais alimentados com uma
dieta normal para roedores (grupo PILO) (Figura 2). Estes achados corroboram com
outros estudos que utilizaram tempo de tratamento cetogénico por 4 semanas (NOH
et al.,, 2006a; LIAN; KHAN; STRINGER, 2007; KWON et al., 2008; JEONG et al.,
2010).

Figura 2- Niveis de B-hidroxibutirato semanalmente dos

animais dos grupos PILO e CETOGENICO
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Os dados foram submetidos ao teste T. Valores de p: 1° semana: p<0,0001; 2°semana: p<0,0001;
3°%semana: p<0,0001; 4°semana: p=0,005; Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significante. Fonte: Autora, 2015.
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3.4 Anélise comportamental

Para investigar um possivel efeito anticonvulsivante da DC, foi realizada uma
analise comportamental durante o periodo de SE, utilizando-se 5 parametros. Os
dados obtidos estéo representados na Tabela 8. Observou-se que para todas as
variaveis estudadas, ndo houve diferenca significante entre os animais submetidos
ao pré-tratamento com DC e animais sob dieta padrdo para roedores.

Considerando a analise da variavel laténcia para o inicio do SE ndo houve
diferenca significante entre 0s grupos experimentais. Nossos achados séo
comparaveis aos de Lian, Khan e Striger (2007), que utilizaram o mesmo paradigma
experimental, ou seja, um pré-tratamento com DC por 4 semanas em animais com
mais de 30 dias de idade e SE induzido através de pilocarpina. Outros autores
também observaram resultados similares utilizando delineamento experimental
diferente, com duracdo do pré-tratamento cetogénico inferior a 4 semanas e inducao
do SE através de cainato (BOUGH et al., 2002; SAMALA, WILLIS e BORGES, 2008)
ou pilocarpina (GAMA et al., 2014).

Por outro lado, a maioria dos estudos mostraram um aumento no tempo de
laténcia, sugerindo que a DC retarda o estabelecimento do SE (NOH et al., 2003;
NOH et al., 2005a; NOH et al., 2005b; NOH et al., 2006a; NOH et al., 2006b; JEON
et al., 2009; LUAN et al., 2012; KOBOW et al., 2013; KRESYUN et al., 2013;). De
fato, esses estudos que mostraram um efeito da DC na laténcia para o SE iniciaram
o tratamento com animais em idade igual ou inferior a 21 dias, enquanto em nosso
estudo, os animais apresentavam idade de 30 dias. Os estudos que ndo mostraram
efeito da DC nesses parametros, mesmo utilizando animais com idade igual ou
inferior a 21 dias, foram desenvolvidos com base em tempo de tratamento com DC
inferior a 4 semanas.

Essas divergéncias podem ser explicadas por particularidades no
delineamento experimental, como por exemplo a idade dos animais no inicio do
tratamento e/ou o tempo de tratamento, assim como pela composi¢éo lipidica das
DCs utilizadas. Particularmente, sobre o tipo de gordura utilizada na composicao das
DCs pode-se observar que somente um estudo utilizou fonte de TCM (GAMA et al.,
2014) para compor a DC, mesmo fonte utilizada em nosso estudo, e nas mesmas
proporcdes. Os demais estudos utilizaram fonte lipidica a base de TCL, nas

proporcdes de 4:1 ou de 6:1, por tanto estas diferencas tanto da caracteristica da
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gordura utilizada, como da proporcao entre lipideos e proteina + carboidratos, ndo é
parametro suficiente para sugerir diferengas significantes. Assim, uma analise critica
dos dados disponiveis sugerem que o efeito da DC em aumentar a laténcia para o
SE apresenta uma correlagdo com um tratamento igual ou superior a 4 semanas
utilizado em animais de idade igual ou inferior a 21 dias. Novos estudos fazem-se

necessario para a confirmacdo desta hipdtese e mecanismos associados.



Tabela 10- Andlise comportamental dos animais distribuidos nos grupos PILO E CETO + PILO, em 30-32 dias

de tratamento cetogénico

Grupos de animais

Variaveis PILO CETO+PILO Valor de p
(n=15) (n=16)

Laténcia da primeira crise (seg.) 152 £ 82 223 £190 0,19

Laténcia do SE (seg.) 1106 + 447 855 + 394 0,10

Numero de crises antes do SE 20,33 £ 10,32 13,87 + 7,80 0,06

Frequéncia de crises de nivel 5 durante o SE 21,53 + 24,54 26,81 + 24,07 0,55

Numero de dose de Diazepam para a reversao do SE 3,87 +£1,35 4,00 + 0,894 0,74

Média + desvio-padrdo; * Segundo a escala de Racine (1972) modificada; Teste T, Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significante
Fonte: Autora, 2015.
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Em relacdo a variavel numero de crises antes do estabelecimento do SE é
interessante notar que se observou uma forte tendéncia de diferenca estatistica
entre os grupos. Os grupos cetogénicos apresentaram um menor niumero de crise
antes do SE (p=0,06). O fato desta diferenca ndo ter sido significante pode ser
devido ao desvio muito grande entre os valores obtidos no grupo PILO.

Em relacdo ao efeito da DC na diminuigdo das crises antes do SE, o Unico
estudo que avaliou esta variavel mostrou que o0s animais submetidos a DC
apresentaram maior frequéncia dessas crises (GAMA et al., 2014). Uma explicacéo
para essa divergéncia pode ser a duracéo do tratamento cetogénico que no estudo
de Gama e colaboradores (2014) foi inferior a 4 semanas.

No que se refere a laténcia para a primeira crise antes do SE, frequéncia das
crises de nivel 5 durante o SE e numero de doses de diazepam necessarias para
abortar o SE, a discussédo da auséncia de efeito da DC é limitada pois nenhum
estudo foi encontrado na literatura que abordasse essas varidveis no contexto de

tratamento cetogénico de epilepsia.

3.5 Analise Histoquimica

A investigacdo do potencial efeito neuroprotetor da DC foi feita através de
histoquimica, utilizando-se a técnica de marcacdo com Fluoro-Jade que apresenta
especificidade para células mortas ou em processo de morte. As contagens foram
feitas em diferentes areas (CA1l, CA3 e hilus) e profundidades (dorsal, medial e
ventral) do hipocampo. Para a analise quantitativa, os dados obtidos em diferentes
profundidades foram somados, obtendo-se, assim, o padrdo de marcacédo total das
sub-regides CAl, CA3 e hilus. De uma forma geral, observou-se que em todas as
regides do hipocampo analisadas (CA1, CA3 e hilus), o grupo CETO+PILO obteve
menor contagem de células positiva para FJ (Figuras 4). Entretanto, quando os
grupos foram comparados entre si, somente a regido do hilus indicou, menor
contagem de ceélulas positivas, conferindo-se em diferenga significante em
comparacdo ao grupo PILO. De fato, a estrutura mais danificada na epilepsia do
lobo temporal € o hipocampo, que exibe uma perda neuronal seletiva (MCNAMARA,
1994). Observando alguns achados experimentais, as células do hilus sdo uma das
primeiras populagcdes neuronais do hipocampo a morrer (BUCKMASTER e DUDEK,
1997; NISSINEN, LUKASIUK e PITKANEN, 2001), o que pode estar relacionado
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com a extensao do brotamento das fibras musgosas. Talvez essa menor mortalidade
no hilus, observada em nossos achados, pudesse promover menos brotamento de
fibras musgosas e com isso menos rearranjos sinapticos aberrantes, o que poderia

favorecer a diminuicdo na frequéncia das crises recorrentes e espontaneas.

Figura 3- Andlise da neurodegeneracdo FJ+ nas regides Hilus, CAl e CA3 do
hipocampo dos animais do Grupo PILO e DC+PILO 24 horas ap0s SE.
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Contagem de células em degeneracéo dos grupos. Os dados foram submetidos ao teste T. Média +
desvio-padrdo dos grupos PILO (n=5) e CETO+PILO (n=6), nas regides hilus (98,06 + 19,64 e
67,47 + 6,21, p=0,009 respectivamente), CAl1 (122,5 * 42,72 e 97,40 = 29,7, p=0,29,
respectivamente) e CA3 (133,8 + 45,67 e 99,40 + 32,91, p=0,19, respectivamente). Valores de p <
0,05 foram considerados diferentemente significantes. Fonte: Autora, 2015.

Apenas dois estudos utilizaram o método de fluore-jade para analisar a
morte neuronal decorrente de tratamento cetogénico. Jeon e colaboradores

(2009) observaram que a DC diminui a morte neuronal, na area CA3, de forma



73

significante, ap0s um pré-tratamento de 6 semanas antes do SE. Entretanto,
Samala, Willis e Borges (2008), ndo encontraram diferenca significante na
contagem de células positiva para FJ no hipocampo de animais alimentados
com DC durante pré-tratamento de 16 dias. Nossos dados corroboram com os
resultados observados no estudo de Jeon e colaboradores (2009), sugerindo
gue a auséncia de efeito no estudo de Salama, Willis e Borges (2008) possa
ser decorrente do tempo muito curto de pré-tratamento. De fato, alguns estudos
analisaram o efeito da DC na neurodegeneracao, utilizando métodos que nao o
Floure-Jade. Dentre os cinco estudos que utilizaram o mesmo paradigma
experimental que o nosso (pré-tratamento de 4 semanas) (NOH et al., 2003;
NOH et al., 2005a; NOH et al., 2005b; NOH et al., 2006a; KWON et al., 2008),
quatro estudos mostraram efeito neuroprotetor da DC. Um uUnico estudo ndo
observou um efeito, provavelmente devido ao método de avalicdo que foi
utilizado para a andlise de morte neuronal (imunohistiquimica através de NeuN)
(KWON et al., 2008).

3.4.1 Andlise do efeito da DC no processo de astrogliose durante a fase aguda

da epileptogénese

A investigacdo do potencial efeito da DC na proliferagédo astrocistica foi feita
através da andlise dos niveis de expressdo de Proteina Glial Acida (GFAP), no
hipocampo esquerdo utilizando-se a técnica de RT-gPCR. A proteina GFAP foi
selecionada para esta andlise, uma vez que é expressa de maneira especifica em
astrocitos e tem sido utilizada como marcador de astrogliose durante o processo
epileptogénico (ROMCY-PEREIRA, 2008).

Na figura 5 pode-se observar os niveis relativos de transcritos GFAP no
hipocampo dos animais dos diferentes grupos experimentais (NAIVE, PILO,
CETO+PILO e CETO). A analise estatistica mostrou que os niveis de GFAP sao
maiores nos grupos Ceto-PILO e PILO, quando comparados com o0s animais do
grupo NAIVE (p<0,001 e p=0,001, respectivamente) e CETO (p<0,001 e p=0,002,
respectivamente). Este aumento esta relacionado ao SE, uma vez que a literatura
tem mostrado de forma consistente o0 aumento dos niveis de GFAP 24 horas apos o
SE (BORGES et al., 2003; ROSSI et al., 2013; ZANG et al., 2015).



74

Figura 4- Expresséo relativa de GFAP por RT-gPCR nos animais dos
grupos NAIVE, PILO, CETO+PILO E CETO

15+ x4
104
* # fo)
5- NN
*
0-
?}4‘0 Q\\/O \\/O O((,}O
é X
{(,}O
@)

Os dados foram submetidos a ANOVA seguido de post-hoc Tukey. Média + desvio-padrao
dos grupos Naive (1,20 % 0,35, n=5), CETO (1,88 + 0,33, n=6), PILO (5,73 £ 2,25, n=6) e
CETO+PILO (11,16 £ 3,77, n=6). Valores de p < 0,05 foram considerados diferentes
significativamente. Diferenca significativa: (*) em relacdo ao grupo Naive, (#) em relacao
ao grupo CETO e (3) em relagéo ao grupo CETO+PILO. Fonte: Autora, 2015.

Observam-se, também, niveis maiores de GFAP no grupo CETO+PILO,
guando comparado com o grupo PILO (p=0,02), e no grupo CETO, quando
comparado com o grupo NAIVE (p= 0,006). Estes dados indicam que DC, per se,
induz um aumento nos niveis de GFAP, tanto em animais submetidos ao SE, quanto
em animais que receberam a DC mas que nédo foram induzidos ao SE. Utilizando
animais naives, Silva e colaboradores (2005) analisaram a astrogliose por meio da
detectacdo de GFAP, pelo método de ELISA. Os autores observaram uma maior
quantidade desta proteina na regido CA3 de animais normais alimentados com DC,
por uma semana, mas, essa diferenca significante desapareceu quando o
tratamento cetogénico se estendeu por mais 6 semanas.

Um unico estudo avaliou o efeito da DC nos niveis de GFAP em hipocampos
de animais submetidos ao SE, apds um periodo de pre-tratamento por 4 semanas.
Os autores ndo observaram aumento de GFAP em células co-localizadas com BrdU,
com o objetivo de avaliar que tipo de célula estava em proliferacdo poés-SE,
utilizando o método de imunohistoquimica para detectacdo de GFAP (KWON et al.,
2009).
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Apesar da presenca efetiva da astrogliose no processo epileptogénio, ainda
se desconhece o0 seu papel (astrogliose) na génese e/ou na progressao da epilepsia.
E possivel sugerir que a astrogliose altere a excitabilidade hipocampal (GUEDES,
GALVIS-ALONSO e LEITE, 2006).

3.4.2 Andlise do efeito da DC no processo inflamatério durante a fase aguda da

epileptogénese

Para investigar o potencial efeito da DC no processo inflamatorio, foi feita a
andlise dos niveis de expressdo do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), no
hipocampo esquerdo utilizando-se a técnica de gRT-PCR. O TNF-a é uma citocina
pré-inflamatéria envolvida no desencadeamento da resposta inflamatéria e
apresenta uma relagao positiva no desenvolvimento das convulsées (BOLOSSO et
al., 2005).

Na figura 6, pode-se observar a quantificacdo de TNF-a, no hipocampo dos
animais dos grupos experimentais, PILO, CETO+PILO, CETO e NAIVE. Através da
analise estatistica, observou-se que os grupos PILO e CETO+PILO apresentaram
niveis significantemente maiores de TNF-a quando comparados com 0s grupos
NAIVE (p=0,02 e p<0,001, respectivamente) e CETO (p<0,001 e p=0,02,
respectivamente). Este aumento nos niveis deve ser devido ao SE, uma vez que a
literatura consistentemente tem mostrado uma superexpressdo de TNF-a na fase
aguda da epileptogénese, em modelos de SE induzido através de pilocarpina (ARISI
et al., 2015; WANG, et al., 2015) e de cainato (SU et al., 2015; LEE et al., 2008).
Quando se comparam o0s niveis de expressdo de TNF-a dos grupos CETO+PILO e
PILO, ndo se observa uma diferenca significante. O mesmo acontece quando a
comparacao é feita entre os grupos naive e CETO. Estes dados indicam que a DC
nao modula a expressdo de TNF-a tanto em animais submetidos a SE, quanto em
animais naives.

Jeong et al. (2011) também nao verificaram efeito modulador da DC na
expressdo de TNF-a 6 horas apos o SE, embora tenha sido observada uma
atenuacado da expressao 2 horas ap0s o SE, em comparagdo com 0 grupo que néo

recebeu o tratamento com DC.
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Figura 5- Expresséo relativa de TNF-a por RT-gPCR nos animais
dos grupos NAIVE, PILO, CETO+PILO E CETO.
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Os dados foram submetidos & ANOVA seguida de post-hoc Tukey. Média + desvio-
padrdo dos grupos NAIVE (1,17 + 0,30, n=6), CETO (1,44 + 0,35, n=6), PILO (6,22 +
4,46, n=5) e CETO+PILO (4,36 * 0,86, n=6). Valores de p < 0,05 foram
considerados diferentes significativamente. Diferenca significativa: (*) em relacdo ao
grupo Naive, (#) em relacdo ao grupo CETO. Fonte: Autora (2015)

Considerando os presentes dados da literatura, pode-se sugerir que a DC
consegue minimizar os efeitos inflamatorios, através de uma diminuicdo na
expressdo de TNF-a somente nas primeiras horas pés-SE, no periodo agudo inicial
da epileptogénese. Entretanto, este efeito anti-inflamatorio desaparece horas depois,
ainda na fase aguda da epileptogénese. No entanto, mais estudos que utilizem os
mesmos parametros metodoldgicos sdo necessarios, na tentativa de estabelecer
uma maior compreensdo dos efeitos da DC na neuroinflamacéo caracteristica do

processo epileptogénico.
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4 CONCLUSAO

Os dados de ganho ponderal, ingestédo alimentar e energética e de coeficiente
de eficiéncia alimentar revelam as caracteristicas metabodlicas do 6leo de coco,
demonstrando o seu potencial termogénico.

Os resultados comportamentais ndo apresentarem efeito significantes em
relacdo ao uso da DC. E importante ressaltar que o SE é um evento agressivo e
muito robusto, dificil de ser atenuado.

Quanto a analise histologica, observou-se que a DC minimizou a morte
neuronal no hilus, um importante achado, que pode contribuir na diminuicdo dos
rearranjos aberrantes e, por conseguinte, atenuar a frequéncia das crises
recorrentes.

Em relacdo aos dados de expressao génica, constatou-se que a DC, per se,
modula positivamente a expressao de GFAP, tanto no processo epileptogénico
guanto em condi¢bes normais. Quanto a expressao TNF-a, observou-se que a DC
atenuou sua expressdo, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica em relacao
ao grupo que néo recebeu o tratamento cetogénico.

Diante do exposto, estudos adicionais, que utilizem as mesmas perspectivas
do presente trabalho, devem ser realizados de forma a contribuir para a
compreensao dos mecanismos de acdo da DC e aumentar as evidéncias, na
tentativa de reforgcar os argumentos a favor do efeito anticonvulsivante e

neuroprotetor das dietas cetogénicas no contexto da epilepsia.
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Inimeras evidéncias em modelos animais tém demonstrado que uso da dieta
cetogénica possui propriedade anticonvulsivantes e neuroprotetoras. A utilizacéo de
fontes lipidicas distintas, em particular aguelas ricas em TCM, como o 6leo de coco,
visa ampliar o cenario de alternativas eficazes para o controle das crises epilépticas,
aumentando a qualidade de vida dos individuos acometidos por essa patologia.

Neste estudo, os achados em modelos experimentais de epilepsia do lobo
temporal foram extraidos a partir de uma revisdo sistematica, que demostraram 0s
beneficios do uso da dieta cetogénica; grande parte desses estudos ressaltam a
acdo anticonvulsivante e neuroprotetora dessa terapéutica. No entanto, devido a
grande heterogeneidade dos estudos, torna-se dificil enfatizar as evidéncias de
formar conjunta e ainda estabelecer critérios de uso, como o inicio e a duracdo do
tratamento cetogénico. Faz-se necessaria a exploracdo de estudos com
metodologias mais homogéneos, que abordem a mesma forma de indugcdo e
andlises comportamentais similares, por exemplo.

O estudo experimental ndo demonstrou acdo anticonvulsivante da DC. No
entanto, demonstrou que o uso da DC, por 4 semanas, apresentou uma acgao
neuroprotetora em uma das regifes do hipocampo, hilus, o que poderia contribuir na
diminuicdo da frequéncia das crises recorrentes e espontaneas. Ainda neste estudo,
pode-se aferir que DC, per se, aumenta a astrogliose, dado interessante, embora
ainda ndo exista uma explicacdo sobre os mecanismos associados as causas e
efeitos deste aumento. Apesar de ndo apresentar diferenca significante, pode-se
observar uma tendéncia na diminuicdo da expressdo de TNF-a, apos o uso da DC
por, 4 semanas, podendo caracterizar uma diminuicdo nos efeitos inflamatérios
somente nas primeiras horas pos SE, no periodo agudo inicial da epileptogénese.

No entanto, pesquisas adicionais sdo necessarias a fim de contribuir para a
compreensao dos mecanismos que associam a DC a epileptogénese, assim como

para aumentar o fator de evidéncia da DC envolvida na prote¢céo neuronal.
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