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RESUMO

A epilepsia € um disturbio neuroldgico crénico que afeta pessoas em todos os paises do
mundo, caracterizado por crises epilépticas recorrentes, que sao as reagodes fisicas ao
aparecimento subito e geralmente breve de descargas elétricas excessivas, em grupos de
células situados em diferentes regides do cérebro. Robustas evidéncias associam o quadro
de Status Epilepticus na infancia com o desenvolvimento posterior de epilepsia. O Status
Epilepticus € um estado agudo, caracterizado por uma unica crise epiléptica prolongada,
com duragao maior ou igual a 30 minutos, ou por repetitivas crises epilépticas de menor
duracdo, sem haver, no entanto, o recobramento da consciéncia entre seus intervalos. A
maioria das pessoas acometidas por epilepsia, quando tratada de forma adequada, alcanca
um controle satisfatorio das crises convulsivas. Entretanto, aproximadamente 30% dos
individuos afetados n&o respondem a terapia medicamentosa, as chamadas drogas
antiepilépticas, por isso, a necessidade imprescindivel de afirmagdo de outras opcdes
terapéuticas, como a estimulacédo do nervo vago, a cirurgia e a dieta cetogénica. A presente
dissertagdo destaca a importdncia da dieta cetogénica no contexto da epilepsia
farmacorresistente, numa revisao da literatura, e averigua o efeito de diferentes fontes
lipidicas, em proporgdes cetogénicas, sobre o Status Epilepticus induzido por pilocarpina,
em ratos Wistar. Inicialmente, é apresentado o capitulo de reviséo, intitulado Dieta
cetogénica: controle e prevengdo de crises epilépticas, o qual reune informagdes da
literatura cientifica acerca da utilizacdo da dieta cetogénica rica em triglicerideos de cadeia
média, especialmente, a exemplo do éleo de coco e da trienantina, como um tratamento nao
medicamentoso alternativo para a epilepsia de dificil controle e para o Status Epilepticus.
Na sequéncia, um artigo original, intitulado Efeitos de dieta cetogénica a base de 6leo de
coco ou de trienantina sobre o Status Epilepticus induzido por inje¢do intraperitoneal de
pilocarpina, em ratos, que trata de um estudo experimental, que investigou a repercussao
do consumo de dieta cetogénica rica em 6leo de soja ou em triglicerideos de cadeia média,
a base de ¢6leo de coco ou de trienantina, na prevengao e/ou no controle de crises
epilépticas. Os resultados aqui alcancados permitem atribuir um provavel efeito protetor das

dietas cetogénicas sobre o quadro de Status Epilepticus apresentado pelos animais.

Palavras-chave: Dieta cetogénica, 6leo de coco, trienantina.



ABSTRACT

Epilepsy is a chronic neurological disorder that affects people in all countries of the
world, characterized by recurrent seizures, which are physical reactions to sudden and
usually brief excessive electrical discharges in groups of cells located in different brain
regions. Robust evidence to associate the table Status Epilepticus in childhood with the
subsequent development of epilepsy. Status epilepticus is an acute state, characterized by a
single prolonged epileptic seizures, with a duration greater than or equal to 30 minutes, or by
repeating a shorter duration of seizures, without, however, the recobramento awareness of
their ranges. Most people affected by epilepsy, when treated properly, achieves a satisfactory
control of seizures. However, approximately 30% of affected individuals do not respond to
drug therapy, the so-called anti-epileptic drugs, therefore, the indispensable necessity of
affirming other therapeutic options, such as vagus nerve stimulation, ketogenic diet and
surgery. This work highlights the importance of the ketogenic diet in the context of epilepsy
farmacorresistente, a literature review, and verify the effect of different lipid sources in
ketogenic ratios on the Status Epilepticus induced by pilocarpine in Wistar rats. Initially, the
chapter is presented for review, entitled Ketogenic diet: control and prevention of epileptic
seizures, which gathers information from the scientific literature about the use of the
ketogenic diet rich in medium chain triglycerides, especially, like coconut oil and trienantin as
an alternative nonpharmacological treatment for intractable epilepsy and for Status
Epilepticus. Following an original article, entitled Effects of ketogenic diet based on coconut
oil or trienantin on Status Epilepticus induced by intraperitoneal injection of pilocarpine in
rats, which is an experimental study that investigated the impact of food intake ketogenic rich
soy oil and medium chain triglycerides, based on coconut oil or trienantin in the prevention
and / or control of epileptic seizures. The results obtained here allow us to assign a probable
protective effect of ketogenic diets on the framework for Status Epilepticus presented by

animals.

Key words: Ketogenic diet, coconut oil, triheptanoin.
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A epilepsia € uma sindrome caracterizada predominantemente por
recorrentes interrupgbes imprevisiveis da fungdo normal do cérebro,
denominadas de ataques epilépticos. Nao € uma doenga singular, mas uma
variedade de desordens que refletem a disfungéo cerebral subjacente, o que pode
resultar de muitas causas diferentes. E um dos disturbios neurolégicos mais
comuns, especialmente em criangas e adolescentes; individuos portadores de
epilepsia de dificil controle estdo mais vulneraveis a complicagbes clinicas e ao
obito, além de enfrentarem grandes dificuldades de integracéo social (FISHER et
al., 2005; TERRA et al., 2011).

A condigao caracterizada por crise epiléptica de longa duragdo ou por
sucessivas crises epilépticas de menor permanéncia € denominada de Status
Epilepticus (SE), uma emergéncia médica, com risco potencial de morbidade e
mortalidade significativas. Quando o SE n&o pode ser controlado com a terapia
medicamentosa inicial, outras opgcdes devem ser consideradas, a exemplo da
cirurgia e da dieta cetogénica (DC) (SCHREIBER e GAILLARD, 2011; SINGH e
GAILLARD, 2009; WHELESS, 2010).

A dieta cetogénica tem sido empregada, especialmente em criangas,
desde 1921, no tratamento da epilepsia farmacorresistente, embora o seu
mecanismo de acdo ainda nao esteja totalmente elucidado (BODENANT et al.,
2008). Sua composicao oferece elevado teor de lipideos, baixa porcentagem em
carboidratos e valores adequados de vitaminas, minerais e, frequentemente, de
proteinas, apresentando uma relagdo habitual de 3:1 ou 4:1 [lipidios(Q):
carboidratos(g) + proteinas(g)]. O efeito antiepiléptico da DC geralmente se
verifica nas primeiras duas semanas apo6s o seu inicio. Estudos em animais, nos
quais as crises convulsivas foram induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) e Flurotil,
corroboram a sua eficacia; em roedores, verificou-se aumento significativo no
limiar de convulséo epiléptica cerca de 1-2 semanas apos o inicio do tratamento
cetogénico (BOUGH e EAGLES, 1999; BOUGH et al., 2006; RHO et al., 1999).
Além disso, um potencial efeito neuroprotetor da DC tem sido sugerido, pela sua
capacidade de reduzir a perda celular e o brotamento de fibras musgosas apés o
Status Epilepticus (LINARD et al., 2010).

Neste sentido, a presente dissertacdo destaca a importancia da DC no
contexto da epilepsia farmacorresistente, numa revisdo da literatura, e averigua

o efeito de diferentes fontes lipidicas, em propor¢des cetogénicas, sobre o SE
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induzido por pilocarpina, em ratos Wistar. Inicialmente, é apresentado o capitulo
de revisao, intitulado Dieta cetogénica: controle e prevengéo de crises epilépticas,
o qual reune informacodes da literatura cientifica acerca da utilizacdo da DC rica
em triglicerideos de cadeia média (TCM), especialmente, a exemplo do 6leo de
coco e da trienantina, como um tratamento ndo medicamentoso alternativo para
a epilepsia de dificil controle e para o Status Epilepticus.

Em sequéncia, um artigo original, intitulado Efeitos de dieta cetogénica a
base de dleo de coco ou de trienantina sobre o Status Epilepticus induzido por
injecdo intraperitoneal de pilocarpina, em ratos, o qual apresenta um estudo
experimental que investigou a repercussao do consumo de DC rica em TCM, a
base de 6leo de coco ou de trienantina, na prevengao e/ou no controle de crises
epilépticas em ratos submetidos a indugcdo do SE por pilocarpina. Buscou-se,
desta forma, fornecer informagbes acerca de novas fontes lipidicas,
especialmente de TCM, para a elaboracao de dietas cetogénicas, no contexto da

problematica ora estudada.
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2 CAPITULO DE REVISAO

Dieta cetogénica: controle e prevencgao de crises epilépticas
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EPILEPSIA E O STATUS EPILEPTICUS (SE)

Aepilepsia € um disturbio neurolégico crénico que afeta pessoas em todos
os paises do mundo, caracterizado por crises epilépticas recorrentes, que séo as
reacoes fisicas ao aparecimento subito e geralmente breve de descargas
elétricas excessivas, em grupos de células situados em diferentes regides do
cérebro. A Liga Internacional Contra a Epilepsia (International League Against
Epilepsy — ILAE) define a sindrome como um transtorno cerebral, caracterizado
pela predisposi¢ao persistente em gerar crises convulsivas, acarretando graves
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e sociais (WHO; ILAE; IBE, 2005).

A denominagdo da sindrome “epilepsia” advém da palavra grega
epilambanein, que significa apossar-se de, apanhar de surpresa, fenbmeno que
acomete de subito, originando, por conseguinte, a expressado ataque epiléptico
(SILVA e CAVALHEIRO, 2004; REGO, 2011). As referéncias mais remotas de que
se tem registro na historia sdo atribuidas aos antigos povos egipcios e sumérios,
datando de aproximadamente 3.500 a.C. O principal documento referente a
neurologia no Egito Antigo, o chamado Papiro de Smith, faz mencao a crises
convulsivas, quando descreve pessoas com lesdes na cabecga, em torno de 1.700
a.C. Na Suméria (Mesopotamia), nesse mesmo periodo, inumeros escritos em
acadiano documentam o que, no presente, a ciéncia designa por crises
epilépticas. Manuscritos mais contemporaneos, como as escrituras biblicas do
primeiro século, igualmente mencionam a ocorréncia de tais manifestagcbes
(SILVA e CAVALHEIRO, 2004).

Hipocrates (460 — 377 a.C.), fildsofo grego que viveu no século V a.C., foi
o primeiro personagem histérico que asseverou que a causa da epilepsia estava
no cérebro. Seus escritos, em particular aquele intitulado Da Doenga Sagrada,
conferiram causas fisicas as doengas neuroldgicas, identificando o cérebro como
o ponto de partida para a compreensao do comportamento do ser humano. A
partir de entdo, o conhecimento acerca do sistema nervoso tem permitido o
impulso e o avanco de pesquisas cientificas relacionadas a neurologia, em
especial, a epilepsia (SILVA e CAVALHEIRO, 2004).

A epilepsia pode ser classificada, em ambito geral, sob duas formas: a
chamada epilepsia idiopatica, a qual ndo possui uma causa conhecida, o tipo

mais comum, acometendo seis em cada dez pessoas com a enfermidade, e,
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ainda, a epilepsia com uma causa conhecida, denominada epilepsia secundaria,
ou epilepsia sintomatica (WHO; ILAE; IBE, 2005).

Em 2010, a ILAE prop6s uma nova classificacdo, ainda sob analise, na
qual a epilepsia pode ser classificada, segundo a etiologia, em: 1) epilepsia
genética, consequéncia direta de uma disfuncdo genética conhecida ou
presumida, onde as crises representam o sintoma primario da doenga; 2)
epilepsia estrutural ou metabdlica, onde, conceitualmente, existe uma condi¢céo
distinta, estrutural ou metabdlica ou outra enfermidade, relacionada a uma
consideravel elevagdao do risco de desenvolver epilepsia (dentre as lesdes
estruturais destacam-se os danos cerebrais, oriundos da perda de oxigénio,
traumas durante o parto, traumatismo craniano, acidente vascular encefalico,
infecgbes, tais como a meningite ou a encefalite, infestagées, a exemplo da
neurocisticercose, além de tumores cerebrais); e, 3) epilepsia de causa
desconhecida, ou seja, a natureza da causa subjacente ndo é conhecida,
podendo existir uma falha genética basilar ou ser resultado de um disturbio
isolado, até entdo néo reconhecido.

Os tipos de crises epilépticas variam muito quanto a intensidade e a
duracao, refletindo disfuncéo especifica do tecido cerebral. De acordo com a area
atingida, as crises repercutem sintomas motores, sensoriais, autonédmicos ou
psiquicos, associados ou n&o a alteragdes de consciéncia (GARCIA; MORALES;
GUIU, 2010; NONINO-BORGES et al., 2004; RAIMANN et al., 2007; SRINIVAS,
2010).

Adesordem esta entre as mais frequentes e graves enfermidades crénicas
em todo o mundo, atingindo cerca de 50 milhées de pessoas, acometendo desde
as criancas, especialmente, a adultos, das quais 85% vivem em paises em
desenvolvimento. Estima-se que 2,4 milhdes de novos casos ocorram a cada ano,
em nivel mundial; destes, ao menos 50% tém inicio na infancia ou na
adolescéncia, sendo mais frequente em individuos com idade inferior a 20 anos
ou acima dos 60 (WHO; ILAE; IBE, 2005).

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia de epilepsia é 24-53 por 100.000
habitantes/ano, ja nos paises em desenvolvimento, de 49,3-190 por 100.000
habitantes/ano. Estima-se, ainda, que 70 a 80% das pessoas com epilepsia
podem usufruir de vida normal, quando tratadas adequadamente; entretanto, em

alguns lugares do globo, especialmente nos paises em desenvolvimento, 80 a
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90% destes individuos nao recebem o necessario tratamento, em consequéncia
dos precarios recursos destinados a saude e da persistente exclusao social.
Nestes paises, a prevaléncia de epilepsia ativa, caracterizada pela ocorréncia de
pelo menos uma crise epiléptica nos ultimos dois ou cinco anos (BORGES et al.,
2001; BORGES et al., 2004; GOMES et al., 2002; NORONHA et al., 2007), esta
em torno de 4-10 por 1000 habitantes; prevaléncias mais elevadas tém sido
relatadas na Africa Subsaariana e nas Américas Central e do Sul (WHO; ILAE;
IBE, 2005).

As figuras 1 e 2 apresentam o numero médio de pessoas com epilepsia
por 1000 habitantes, em diferentes regides do mundo, e a sua distribuicdo em

grupos, de acordo com a renda.

11.29 12.59
1. |

7.99

Meédia Inferor
Média Superior

Figura 1 — Numero médio de
pessoas com epilepsia por 1000
habitantes, em diferentes regides
do mundo.

Fonte: WHO, ILAE e IBE (2005).

Figura 2 — Numero médio de
pessoas com epilepsia por 1000
habitantes, ao redor do mundo,
agrupados pela renda.

Fonte: WHO, ILAE e IBE (2005).

No Brasil, ainda ndo ha estatisticas nacionais acerca da prevaléncia ou da
incidéncia de epilepsia; por ser um pais muito populoso (190.732.694 pessoas) e
por apresentar intensa diversidade regional, a realizagcdo de estudos
populacionais desse porte, com qualidade, se torna dificil (IBGE, 2010; NONINO-
BORGES et al., 2004; SAMPAIO, 2009). Alguns estudos epidemiologicos

publicados no pais apruesentam a prevaléncia da referida desordem, em
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determinadas localidades de sua extensao territorial, com diferentes condigbes
culturais e sociais (BORGES et al., 2004; CALVANO et al., 2010; GOMES et al.,
2002; NORONHA et al., 2007), inclusive em uma comunidade indigena (BORGES

et al., 2001), cujos resultados estao ilustrados no quadro 1.

~ ~ - ” 3
Autores Estado Populacido Prevaléncia Prevaléncia de Método
epilepsia ativa
1
BORGES et al. (2001) Mato Grosso 483 18,6 12,4 Q+EN+ EEG
(Tribo indigena)
GOMES et al. (2002) Rio de Janeiro 982 16,2 5,12 Q+EN

BORGES et al. (2004) Sao Paulo 17.293 18,6 13,31 Q +EN
NORONHA et al. (2007) Sao Paulo 96.300 9,6 5,6 Q
CALVANO et al. (2010) Alagoas * 24,2 * Q+ EN+ EEG

Quadro 1 - Prevaléncia de epilepsia por 1000 habitantes, em estudos realizados no Brasil
1Critério para epilepsia ativa: pelo menos uma crise epilética nos ultimos dois anos.
2Critério para epilepsia ativa: pelo menos uma crise nos ultimos cinco anos.

3Q: questionario; EN: exame neuroldgico; EEG: eletroencefalograma.
*Nao especificada no texto.

Robustas evidéncias associam o quadro de Status Epilepticus (SE) na
infancia com o desenvolvimento posterior de epilepsia. O Status Epilepticus € um
estado agudo caracterizado por uma unica crise epiléptica prolongada, com
duragdo maior ou igual a 30 minutos, ou por repetitivas crises epilépticas de
menor duragéo, sem haver, no entanto, o recobramento da consciéncia entre seus
intervalos (CASTELHANO et al., 2010; GARZON, 2008; ILAE, 1993). Estudos
retrospectivos indicam uma correlagdo entre epilepsia do lobo temporal em
pacientes adultos e a ocorréncia de crises convulsivas e SE na infancia (SANTOS
et al., 2000).

Por se tratar de uma grave desordem neuroldgica, que traz sérias
consequéncias cerebrais, muitas delas irreversiveis, € imprescindivel cessar o

SE, limitando seus danos no tecido cerebral. Individuos que sobrevivem ao SE
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frequentemente desenvolvem déficits cognitivos, de magnitude variada, e
epilepsia (DESHPANDE e DeLORENZO, 2011).

A primeira pesquisa populacional acerca de SE, desenvolvida nos Estados
Unidos da América, revelou incidéncia de aproximadamente 50
episodios/habitantes/ano, sendo mais frequente no primeiro ano de vida e em

idosos acima de 60 anos de idade.

No Brasil, a projecao destes numeros indica a ocorréncia aproximada de
90.000 casos de SE/ ano ( GARZON, 2008). Estudo realizado por DelLorenzo et
al. (1996), no estado da Virginia-EUA, demonstrou que a incidéncia de SE na
populacédo negra € acentuadamente maior que na populagao branca (80 e 20%,
respectivamente), o que indica possivel influéncia de fatores étnicos. A taxa de
mortalidade relacionada ao SE é bastante variave, podendo alcancgar valores de
até 58% de o&bitos, dependendo da etiologia e da faixa etaria acometida (
GARZON, 2008).

Em 1981, a ILAE classificou as sindromes epilépticas, de acordo com as
caracteristicas das crises desenvolvidas, em parciais ou generalizadas.
Recentemente, o termo “parcial” foi substituido por “focal’. Crises
epilépticas focais s&o conceituadas como oriundas dentro das redes restritas a
um hemisfério, podendo ser modestamente localizadas ou mais vastamente
distribuidas; podem ser originarias de estruturas subcorticais. Crises epilépticas
generalizadas, por sua vez, sao reconhecidas como oriundas de algum ponto e
rapidamente abrangem redes dispostas bilateralmente, podendo incluir estruturas
corticais e subcorticais, porém, ndo necessariamente todo o cortex (ILAE, 2010).
Alguns fatores, como acidente vascular cerebral, traumatismo craniano,
tumores cerebrais, desordens metabdlicas, intoxicacdes, infeccbes do sistema
nervoso central (SNC) e encefalites, anoxia e hipoxia, sdo possiveis causas de
SE. Assim, individuos com e sem diagndstico prévio de epilepsia podem
desenvolver SE. Naqueles com epilepsia, a causa mais frequente € a interrupgao
do tratamento medicamentoso (GARZON, 2008; NELIGAN e SHORVON, 2010).
A maioria das pessoas acometidas por epilepsia, quando tratada de forma
adequada, alcanga um controle satisfatério das crises convulsivas. Entretanto,
aproximadamente 30% dos individuos afetados n&o respondem a terapia

medicamentosa, as chamadas drogas antiepilépticas (DAE), por isso, a
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necessidade imprescindivel de afirmacao de outras opg¢des terapéuticas, como a
estimulac&o do nervo vago, a cirurgia e a dieta cetogénica (DC).

Adicionalmente, com frequéncia, verifica-se rapido desenvolvimento de
farmacorresisténcia as DAE, especialmente quando a duracdo das crises
convulsivas se prolonga, reafirmando, assim, a necessidade de consolidagao de
novas estratégias para o tratamento e, se possivel, para a prevengédo do mal
(DESHPANDE e DeLORENZO, 2011; GARCIA; MORALES; GUIU, 2010; WHO;
ILAE; IBE, 2005).

Tais individuos, especialmente aqueles nos quais a medicagédo nao surte
qualquer efeito, tendem a desenvolver quadros de depressao, ansiedade e, até
mesmo, disturbios psicolégicos, gerando grande dificuldade de interagcao social.
Dentre as consequéncias psicolégicas e sociais mais danosas e frequentes,
podemse destacar a baixa autoestima, a exclusdo social, as dificuldades de
insergao no mercado de trabalho, as aposentadorias precoces, o desemprego e
os problemas familiares e de relacionamento pessoal e interpessoal, todas
resultantes do profundo impacto que as crises epilépticas propagam por sobre a
qualidade de vida desses individuos (AZEVEDO et al., 2004; GARCIA;
MORALES; GUIU, 2010; GRABOWSKA-GRZYB et al., 2006; KANNER, 2003;
WHO; ILAE; IBE, 2005). Até o momento, existem cerca de 28 drogas
anticonvulsivantes utilizadas em todo o mundo, para o tratamento convencional
da epilepsia. Dentre as mais comuns, as mais antigas e frequentemente utilizadas
sédo a fenitoina, a carbamazepina, o fenobarbital e o valproato. Segundo
especialistas, a DC deve ser implantada apds a tentativa de tratamento sem
sucesso, com até dois agentes anticonvulsivantes, evitando, dessa forma, a
exposicao excessiva desses pacientes aos possiveis efeitos adversos das drogas
(KOSSOFF, 2010).

DIETA CETOGENICA: controle e prevencgdo de crises convulsivas.

“Que seu alimento seja seu remédio e seu remédio seja seu alimento” sao
palavras atribuidas a Hipdcrates (460 — 377 a.C.), renomado fildsofo grego que
viveu no século V a.C., considerado o “pai” da Medicina moderna. Essas palavras
ressaltam que, desde épocas longinquas, o ser humano reconhece que sua

saude e bem-estar fisico dependem da dieta e que alimentos especificos sao



25

capazes de curar determinadas enfermidades. Desde entdo, tratamentos
dietéticos preconizam o consumo ou a restricdo de determinados nutrientes para
o tratamento de muitas enfermidades (BEATON, 2003; RIBEIRO e COZZOLINO,
2007; WHELESS, 2008). Ainda no século V a.C., o estado de jejum foi descrito
como regime dietético capaz de tratar a epilepsia. Hipdcrates, em sua coletanea
de textos, conhecida como Corpus Hippocraticum, especificamente no texto
intitulado Da Doenca Sagrada, relata o caso de um homem que apresentou
convulsdes epilépticas e apenas a prescricdo da abstinéncia total de alimentos e
bebidas o curou (GOMES et al., 2011; REGO, 2006; WHELESS, 2008). Um relato
biblico (Mateus 17, 14-21) ja fazia mencdo a utilizagdo do jejum na cura de
individuos epilépticos, conferindo-lhe acéao anticonvulsivante.

Mais recentemente, o primeiro uso cientifico do jejum como um tratamento
para a epilepsia foi registrado por dois médicos parisienses, Guelpa e Marie, em
1911, quando trataram 20 criancas e adultos com epilepsia e constataram que as
crises convulsivas apresentaram menos gravidade durante o tratamento
(WHELESS, 2008).

Partindo destes pressupostos, nos idos de 1921, na Mayo Clinic, nos
Estados Unidos, Russell M. Wilder (1885 — 1959), médico e cientista norte-
americano, prop6s a dieta cetogénica (DC), simulando as altera¢des bioquimicas
relacionadas aos periodos de jejum, como uma alternativa ao tratamento da
epilepsia, visando auxiliar no controle das crises convulsivas, caracteristicas
deste disturbio neuroldgico. Wilder observou que pacientes acometidos pela
patologia apresentavam melhor controle das crises em estado de jejum, ou
quando instalado o quadro de acidose metabdlica, induzido pelo jejum. Destacou,
ainda, que os corpos ceténicos formados advinham do metabolismo de gorduras,
quando um desequilibrio entre a ingestao de gorduras e carboidratos se instalava,
sugerindo que a DC era igualmente eficaz, a exemplo do jejum, podendo ser
prescrita, no entanto, por um periodo bem mais prolongado (FREEMAN e
VINING, 1999; GOMES et al., 2011; NONINO-BORGES et al.,, 2004;
VASCONCELOS et al., 2004).

A dieta cetogénica foi, assim, largamente utilizada durante as duas
décadas posteriores a recomendacao de Wilder, entretanto, com o advento dos
novos agentes anticonvulsivantes, as modernas drogas antiepiléticas, foi posta,

extensivamente, em desuso. Porém, a crescente constatagdo do diagndstico da
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epilepsia farmacorresistente |he confere, novamente, o interesse e
reconhecimento cientifico. Seu mecanismo de agao, contudo, ainda nao esta
totalmente esclarecido

(BALIETTI et al., 2010; BORGES, 2008; HENDERSON et al., 2006;
SCHWARTZKROIN, 1999; STAFSTROM, 1999; WHELESS, 2008).

E consenso de que muitos sdo os efeitos da dieta que podem estar
envolvidos na proteg¢ao contra as crises. Provavelmente, a acdo anticonvulsivante
da dieta cetogénica resulta do aumento na produgdo de corpos cetdnicos,
levando a alteragdes no metabolismo cerebral. No entanto, o mecanismo preciso
através do qual os corpos cetdnicos controlam as crises, ainda ndo € inteiramente
compreendido. Numerosas pesquisas tém indicado que o estado de cetose
intensifica a estabilidade neural e os niveis de acido gama-aminobutirico
(gammaaminobutyric acid — GABA) nas terminagdes nervosas, o principal
neurotransmissor inibidor no Sistema Nervoso Central — SNC (GARZON, 2002;
INUZUKANAKAHARADA, 2008).

A maior parte dos precursores dos corpos cetbnicos s&o os acidos graxos
de cadeia longa, liberados pelos adipécitos em resposta a reducédo da glicose
sérica, quando do estado de jejum ou da administragdo de dietas com elevado
teor de lipidios, a exemplo da dieta cetogénica. O excesso de lipidios dietéticos é
metabolizado no figado e convertido em cetonas (B-hidroxibutirato e
acetoacetato), que ultrapassam a barreira hematoencefalica, sendo convertidas
ao substrato utilizado no Ciclo de Krebs, acetil-CoA, para o metabolismo
energético cerebral (GARZON, 2002; INUZUKA-NAKAHARADA, 2008).

Estudos tém sugerido o envolvimento do neuropeptideo Y (NPY),
hormdnio presente no tecido nervoso e gastrointestinal, na epileptogénese e
epilepsia. O NPY atua, de forma potencial, inibindo a transmissédo sinaptica
excitatéria no hipocampo. Sua secregao, além de neurorregulada, é estimulada
por nutrientes no trato intestinal, especialmente por acidos graxos, por TCL e, em
particular, por TCM, componentes da dieta cetogénica. Embora se encontre
amplamente distribuido por todo o sistema nervoso, crises convulsivas
relacionadas a alteragdes na expressao de NPY, bem como em seu receptor, sdo
vistas, frequentemente, em areas do cérebro como o hipocampo, comumente
envolvidas na iniciagdo e propagacao de descargas epilépticas (MAINARDI e
ALBANO, 2008).
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Alguns trabalhos apontam, ainda, que a agao antiepiléptica da DC pode
ser devida a sua atuacdo na mitocdndria. A mitocéndria desempenha fungdes
elementares que influenciam a excitabilidade neuronal, como a produgao de
trifosfato de adenosina (ATP), a oxidagdo de acidos graxos, o controle da
apoptose e necrose celular, além de biossintese de neurotransmissores. Nessa
organela, sdo formadas espécies reativas de oxigénio (EROs), promotoras do
estresse oxidativo, envolvido na excitabilidade neuronal. Disfungdes
mitocondriais, a exemplo da producdo e do acumulo de EROs, tém sido
implicadas na génese das crises epilépticas. O estresse oxidativo esta fortemente
ligado as transformagdes neuroquimicas verificadas durante o SE e as crises
recorrentes espontaneas, caracteristicas da epilepsia do lobo temporal. O
desenvolvimento das crises € seguido por uma acrescida formagao de EROs no
hipocampo, fator patogénico relevante para a morte celular desencadeada pelas
crises. A dieta cetogénica estimula a biogénese mitocondrial em regides
cerebrais, favorece a reducao da formacédo de EROs, por estimular a acdo da
proteina desacopladora UCP2, responsavel pela prevencéo da formacao dessas
moléculas, intensificando o potencial antioxidante, bem como previne alteragdes
no DNA mitocondrial e morte celular (BOSCHINI e GARCIA JUNIOR, 2005;
FOLBERGROVA e KUNZ, 2012; GOMES et al., 2011; HUFFMAN e KOSSOFF,
2006; KUDIM et al., 2009).

Pesquisas tém assinalado que a eficacia maxima da DC s6é pode ser
alcancada apds um periodo de adaptagao de varios dias ou semanas, quando do
estabelecimento do tratamento dietético, indicando que a prote¢cao contra as
crises se processa, muito provavelmente, por mecanismos genéticos e/ou
metabdlicos adaptativos (BOUGH e RHO, 2007; RHO et al., 1999).

A dieta cetogénica € comumente indicada para pacientes com epilepsia de
dificil controle, especialmente aqueles que apresentam refratariedade a, pelo
menos, dois medicamentos anticonvulsivantes. Geralmente, € prescrita a
criangas, a maioria com idade superior a um ano, podendo, entretanto, ser
utilizada, também, naquelas com idade inferior a um ano, bem como em
adolescentes e adultos (INUZUKANAKAHARADA, 2008).

A maioria dos centros especializados preconiza que a DC deve ser
implantada sob hospitalizagédo, ap6s jejum prolongado, com durag&o aproximada

de 24 a 48 horas, para garantir o estado de cetose. A introdugdo da dieta é
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realizada com progressivo aumento da proporgao de gorduras em relagcao a de
carboidratos e proteinas, somado a restricdo hidrica. A integragao entre a equipe
de profissionais envolvidos, o paciente e sua familia, bem como a conscientizacao
e o total esclarecimento acerca da importancia do tratamento € essencial para o
sucesso da dietoterapia (BARROS, 2006).

Classicamente, a composicao da DC apresenta elevado teor de lipidios
(aproximadamente 90% do aporte calérico), com restricdo de carboidratos e
adequada porcentagem de proteinas, permitindo a manutengao do crescimento,
aléem de quantidades equilibradas de vitaminas e minerais. Normalmente, se
estabelece a relagao 3:1 ou 4:1 [lipidios (g): carboidratos (g) + proteinas (g)],
embora proporgdes mais elevadas, entre 5:1 e 6:1, ou superiores, também sejam
prescritas, com resultados satisfatérios. Tradicionalmente, é composta por
triglicerideos de cadeia longa (TCL), entretanto, o emprego de triglicerideos de
cadeia média (TCM), como uma alternativa a substituicdo dos TCL, tem sido
fortemente estimulado, por seus resultados clinicos satisfatérios (INUZUKA-
NAKAHARADA, 2008; KLEIN, et al., 2010; NEAL et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2008; RAMOS, 2001; STAFSTROM, 1999; WIRRELL, 2008).

Dentro das proporgcdes-padrao acima destacadas, os alimentos que a
compdem sao, basicamente, a manteiga, a margarina, o 6leo e a maionese,
fontes de lipidios, os graos de cereais, as frutas e os vegetais e, peixe, frango,
queijo, ovos e leite, fontes de carboidratos e proteinas, respectivamente
(FREEMAN et al., 2007). Sua eficacia tem sido intensamente estudada, em longo
e curto prazos, tanto em modelos animais quanto em humanos, os quais tém
corroborado o poder anticonvulsivante da dieta cetogénica, muito embora novos
estudos e experimentos controlados sejam ainda necessarios, devido a alta
prevaléncia da enfermidade (GARCIA; MORALES; GUIU, 2010; KOSSOFF e
RHO, 2009; LEFEVRE e ARONSON, 2000; RAIMANN et al., 2007;
SCHWARTZKROIN, 1999).

Uma revisao sistematica desenvolvida por Levy e Cooper (2003)
constatou ndo haver provas suficientes provenientes de ensaios clinicos
controlados aleatdrios que apoiem o uso de DC para pacientes com epilepsia. No
entanto, revelou um numero importante de estudos de coorte, alguns
prospectivos, nos quais todos os autores assinalam a sua eficacia em uma

proporgao significativa de pacientes. Até o momento, ha apenas um Unico ensaio
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clinico controlado randomizado disponivel (NEAL et al.,, 2008), que atesta a
eficacia da DC no controle de crises convulsivas epiléticas. Entretanto, por ser
unico, nao permite a combinacgao de resultados (metaanalise) para se evidenciar
o melhor efeito da intervencédo. Mais estudos de boa qualidade metodoldgica,
especificamente ensaios clinicos controlados randomizados, sdo necessarios
para precisar a sua eficacia.

Quanto aos possiveis efeitos adversos advindos do uso da DC, estes
podem ser divididos em agudos e crénicos. As complicagdes agudas, que podem
surgir durante o inicio do tratamento dietético incluem: desidratagéo,
hipoglicemia, vémitos, diarreia e recusa alimentar. Em longo prazo, outras
complicagées podem surgir, dentre as quais se podem mencionar a formacéao de
calculo renal (3-5%), o acometimento de infec¢des recorrentes (2%) e alteragdes
metabdlicas, a exemplo da hiperuricemia (2%), hipocalcemia (2%), redugéo nos
niveis de aminoacidos, acidose (2%), hipercolesterolemia (29-59%), irritabilidade,
letargia e, novamente, recusa alimentar (3-9%) (INUZUKA-NAKAHARADA,
2008).

Os TCL tém sido amplamente utilizados para a elaboragdo da dieta
cetogénica e, dentre eles, o 6leo de soja vem sendo especialmente empregado.
Alguns trabalhos, em experimentagcdo animal, atestam sua eficiéncia no que
concerne ao controle da excitabilidade cerebral e de crises convulsivas
epilépticas (GOMES, 2011; OLIVEIRA et al., 2008; REGO, 2011), além de
apontarem, ainda, que sua utilizagdo ndao promoveu efeitos deletérios (LUCENA
etal., 2010; MELO, 2011).

A utilizacao de triglicerideos de cadeia média (TCM), em substituicdo aos
triglicerideos de cadeia longa (TCL), convencionalmente ofertados, como
substratos energéticos alternativos no tratamento cetogénico, fundamenta-se no
seu efeito, traduzido pela elevagao dos corpos cetbnicos, concebido como um
mecanismo de acgao da classica DC. Como apresentam digestao e absor¢gao mais
aceleradas, quando comparados aos TCL, promovem um aumento igualmente
mais acelerado da cetonemia, podendo, dessa forma, se constituir uma
ferramenta terapéutica interessante (CALABRESE et al., 1999; YUDKOFF et al.,
2003).

Os TCM, compostos por acidos graxos saturados de seis a doze atomos

de carbono, sdo mais soluveis em agua e mais rapidamente absorvidos no
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estdbmago, pois possuem menor peso molecular e menor cadeia carbdénica, sendo
preferivelmente utilizados como fonte energética pelas células da mucosa
estomacal. Prescindem da lipase pancreatica e dos sais biliares para a sua
digestdo e absorgao intestinais, bem como do transporte da carnitina; ndo séo
incorporados aos quilomicrons, nem armazenados no figado ou tecido adiposo;
destinam-se, especialmente, a 3-oxidagao e a formagao de corpos cetbnicos para
oxidagao nos tecidos periféricos (ATAIDE, 2004).

Os 6leos de coco e de palma representam as fontes de TCM mais
comumente empregadas para variados fins, inclusive terapéuticos. O dleo
originario do coco (Cocos nucifera L.) (Figura 3), em particular, fruto encontrado
em abundancia na regido nordestina brasileira, inclusive em Alagoas, apresenta
alta proporgao de acidos graxos saturados, em especial o acido laurico (12:0; 45-
50%) (LI et al., 1990). E um produto de baixo custo, muito utilizado na industria
guimica e cosmética pelo fato de ser resistente a oxidacdo e apresentar baixo
ponto de fusado, além de possuir a propriedade de formar emulsdes estaveis. Para
a industria farmacéutica, traz os beneficios de suas propriedades antivirais,
antifungicas e bactericidas, atribuidas, em especial, ao acido laurico. Sua
ingestdo como 6leo comestivel, entretanto, é ainda insignificante, provavelmente
devido ao estigma de estar associado a promocao de alteragcdes no perfil lipidico
sérico e ao aumento do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
(FUENTES, 1998; Ll et al., 1990; PETSCHOW et al., 1996). No entanto, estudos
que investigaram os efeitos in vitro do 6leo de coco virgem sobre parametros
lipidicos séricos, inclusive sobre a oxidagéo da LDL, revelaram agao benéfica,
pelo aumento da concentragdo de HDL e reducdo da concentracdo de LDL.
Observou-se, ainda, um elevado poder antioxidante, atribuido ao seu conteudo
em polifendis (NEVIN e RAJAMOHAN, 2004).

Em 1981, Prior et al., avaliando o consumo regular de coco e seus
derivados, dentre eles o 6leo de coco, em populagdes da Polinésia, revelou que
a sua ingestdo nao foi associada a ataques cardiacos e/ou outras formas de
doencgas cardiovasculares. Wang e Johnson, em 1992, constataram que este
Oleo, por ser rico em acido laurico, possui elevado potencial antimicrobiano, o qual
inibiu, in vitro, varias espécies de bactérias patogénicas, a exemplo da Listeria

monocytogenes. Craig-Schmidt et al. (1993), em experimento animal, utilizando



31

camundongos, constataram, ainda, um efeito protetor do éleo de coco na redugao
da incidéncia de tumor mamario.

Estudo realizado por Régo (2011) sugeriu que DC a base de 6leo 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 duracdo das crises recorrentes espontaneas, indicando, dessa
forma, um beneficio potencial do 6leo de coco no controle das crises epilépticas,
principalmente para individuos portadores de epilepsia resistente a terapia

medicamentosa.

i

Figura 3 - Coco (Cocos nucifera L.)
Fonte: DebMandal e Mandal (2011).

Adicionalmente, dentre as fontes de TCM, o dleo de acafrao (Crocus
sativus L.) comega a despontar como um possivel agente anticonvulsivante,
alternativo aqueles ja utilizados, com resultados satisfatérios. Alguns trabalhos
tém indicado sua possivel agdo no controle de crises epilépticas. Neste sentido,
Hosseinzadeh e Talebzadeh (2005) avaliaram sua eficacia em camundongos
tornados epilépticos, constatando uma reduc¢ao na duragao das crises, além de
atraso no inicio do desenvolvimento de convulsdes tdnicas. Hosseinzadeh e
Sadeghnia (2007), investigando seu possivel efeito protetor contra convulsdes
induzidas em ratos, verificaram uma diminuicdo na incidéncia de crises clénicas
e tonico-cldénicas, bem como um aumento significativo em suas laténcias.
Sadeghnia et al. (2008) examinaram a administracdo sistémica de 6leo de
acafrdao, em modelos animais agudos, a qual resultou em uma atenuagao

significativa de crises de auséncia generalizadas.
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Investigando o potencial de outro TCM, agora no contexto da atividade
elétrica cortical, Oliveira et al. (2008) demonstraram que a trienantina (Figura 4)
atua de forma eficaz na diminuicao da excitabilidade cerebral, reduzindo, de forma
acentuada, a velocidade de propagacédo da depressdo alastrante, em cértex
cerebral de ratos. Esse resultado foi alcangado apds 10 dias de utilizacdo de DC
a base de trienantina, a qual foi ofertada aos animais na fase do pés-desmame
imediato. Adicionalmente, Ataide et al. (2009) e Lucena et al. (2010) detectaram
que a trienantina, em proporgdes fisioldgicas, e a DC a base de trienantina nédo
promoveram efeitos toxicos em ratos, durante nove meses ou seis semanas de
consumo, respectivamente.

Esses achados corroboram com os de Melo (2011), os quais evidenciaram
auséncia de efeitos deletérios no consumo de trienantina, mesmo em proporcdes
cetogénicas, atestando que as modificagbes observadas no perfil em acidos
graxos dos lipidios hepaticos de ratos ndo demonstraram ter relagdo com os 6leos
utilizados na preparagao das dietas experimentais e, sim, com as caracteristicas
particulares da dieta cetbgenica per si, apesar das diferengas na composigdo em
acidos graxos entre a trienantina e o 6leo de soja, empregados no estudo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2008), que constataram
que o consumo crbénico de dienantina e trienantina, em substituicdo parcial do
6leo da dieta, em contexto ndo cetogénico, ndo resultou em efeito hepatotdxico,
em ratos, demonstrando, ao contrario, um efeito hepatoprotetor, dose-

dependente, contra a esteatose nesses animais.

O
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Figura 4 - Trienantina (trieptanoina)

A trienantina € um TCM sintético constituido de trés moléculas de acido

enantico (heptandico; 7:0), insipido, de cor clara e que pode ser facilmente
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adicionado a qualquer dieta. Recentemente, a trienantina tem sido utilizada em
um promissor tratamento dos defeitos da oxidacdo de acidos graxos de cadeia
longa, bem como da deficiéncia da piruvato carboxilase. Por ser constituida de
acidos graxos com numero impar de atomos de carbono prové, na ultima volta da
Boxidagao, além de acetil-CoA, propionil-CoA, o qual é dotado de propriedade
anaplerética, ou seja, de reposigdo de intermediarios metabdlicos do Ciclo de
Krebs (BORGES e SONNEWALD, 2012; MOCHEL et al., 2005; ROE et al., 2002;
THOMAS et al. 2012).

Nesse sentido, Willis et al. (2010), avaliando o efeito da trienantina em
camundongos tornados epilépticos, através da oferta de dietas contendo 20 ou
35% do aporte calérico como trienantina, portanto, em propor¢gdes nao
cetogénicas, por um periodo aproximado de sete semanas, apresentaram
resultados que atestaram acgao anticonvulsivante deste TCM, em dois modelos
singulares de indugao de epilepsia. Os autores sustentaram a hipotese de que a
propriedade neuroprotetora da trienantina se deve ao fendbmeno anaplerético de
restauracéo dos niveis de propionil-CoA nos cérebros epilépticos.

Investigando os efeitos da trienantina, agora em contexto cetogénico,
sobre os episddios convulsivos de ratos portadores de epilepsia induzida por
pilocarpina, Gomes (2011) apontou um efeito benéfico potencial no controle de
crises epilépticas, suportando a hipotese de que a DC a base de trienantina péde
reduzir a duragdo média das crises desenvolvidas no ultimo dia do experimento.
A autora supds, ainda, que com um maior periodo de tratamento dietético o
resultado poderia ter sido mais robusto. Adicionalmente, os parametros de
crescimento e desenvolvimento dos animais ndo foram comprometidos com a
implantacéo do tratamento dietético.

Em uma recente reviséo, desenvolvida por Borges e Sonnewald (2012), foi
debatido o conhecimento atual acerca da trienantina, em se tratando de seus
efeitos metabdlicos e anticonvulsivantes, além de seu potencial clinico, quando
comparado ao de dieta cetogénica. Os autores apontaram que, em suas
experiéncias iniciais, até duas semanas de alimentacao rica em trienantina, em
propor¢des n&o cetogénicas, ndo se observou atividade anticonvulsivante
reprodutivel em distintos modelos agudos de crises convulsivas. Em contraste, os
autores encontraram efeitos anticonvulsivantes reprodutiveis, apés um periodo

igual ou superior a trés semanas de alimentagéo rica em trienantina, ainda em
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proporgdes nao cetogénicas, em um modelo agudo e dois modelos crénicos de
crises convulsivas.

No corrente ano, Thomas et al. (2012), dando prosseguimento ao trabalho
realizado anteriormente por seu grupo de pesquisa (Willis et al. 2010),
investigaram os efeitos da alimentagcdo rica em trienantina, agora em maior
proporgao calérica
(30-40% das calorias da dieta), em modelos de crises convulsivas. O estudo
corroborou o perfil anticonvulsivante da trienantina em modelos de crises
convulsivas, em comparagao a outros tratamentos aplicados na pratica clinica, e
evidenciou que, apesar de seus efeitos modestos em modelos agudos, a
trienantina permanece como um importante e promissor tratamento adicional
para pacientes com epilepsia farmacorresistente. Sugeriu-se, mais uma vez, que
um aumento na anaplerose, através da restauragao dos niveis de propionil-CoA,
pode proteger o cérebro epiléptico contra convulsdes, base do mecanismo
anticonvulsivante da trienantina.

No conjunto, os achados tém impulsionado cada vez mais o avango de
pesquisas visando estabelecer clinicamente o uso da dieta cetogénica, em
particular rica em TCM, como o 6leo de coco e a trienantina, sobretudo no
contexto da epilepsia farmacorresistente. Adicionalmente, recentes estudos tém
sugerido sua possivel acdo benéfica em determinadas enfermidades
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, de Parkinson e a esclerose
lateral amiotréfica. Nestes disturbios, a DC parece desempenhar propriedade
neuroprotetora (BARANANO e HARTMAN, 2008; KESSLER et al., 2011).

Assim, reforca-se a percepcao da relevancia do presente tema e a certeza
de que muito ainda precisa ser feito para o estabelecimento definitivo do
tratamento cetogénico, com distintas fontes lipidicas, para o controle de crises
convulsivas, especialmente dos portadores de epilepsia farmacorresistente, com

consequente aumento da qualidade de vida desses individuos.
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3 ARTIGO DE RESULTADOS

Efeitos de dieta cetogénica a base de 6leo de coco ou de trienantina sobre o
Status Epilepticus induzido por injegao intraperitoneal de pilocarpina, em ratos
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RESUMO

Introducgao: A trienantina (trieptanoina), com propriedade anaplerdtica, e o éleo de coco,
com caracteristica antioxidante, duas fontes de ftriglicerideos de cadeia média,
despontam, no contexto da epilepsia farmacorresistente, como opg¢des terapéuticas
promissoras. No entanto, estudos adicionais sobre a eficacia destes triglicerideos no
controle de crises epilépticas, especialmente em propor¢des cetogénicas, além de
avaliacdo da seguranga e tolerabilidade do consumo de tais substancias, ainda séo
necessarios. Assim, o presente ensaio experimental investigou o efeito do 6leo de coco
e da trienantina, em proporgdes cetogénicas, comparados ao 6leo de soja, sobre o Status
Epilepticus induzido por pilocarpina, em ratos. Métodos: 24 ratos machos Wistar foram
divididos em quatro grupos (n=6) e submetidos as dietas controle (7% de lipideos) ou
cetogénicas a base de dleo de soja, de 6leo de coco ou de trienantina (69,79% de
lipideos). Realizaram-se dois blocos, cada um com durac&o de 23 dias, com 12 animais
cada (n=3, por grupo). As dietas controle e cetogénicas apresentaram as proporgdes
lipideos: carboidratos + proteina de 1:11,8 e 3,5:1, respectivamente. O Status Epilepticus
foi induzido em todos os animais do experimento, 20 dias apds o inicio do tratamento
dietético, por meio da administragao de pilocarpina (340 mg/kg de peso corporal; i.p.). A
laténcia (tempo entre a injegao de pilocarpina e a primeira manifestagéo epiléptica), a
frequéncia e a duracdo das crises epilépticas, bem como a severidade do Status
Epilepticus foram observadas com auxilio de filmadora. O Status Epilepticus foi abortado
apos 3 horas de duragédo, com aplicacdo de diazepan (5 mg/kg; i.p.). Resultados: O
ganho de peso total, a ingestao total, a ingestdo de energia e o CEA, no periodo anterior
a inducao do Status Epilepticus, diferiram entre os grupos (P<0,05). Aquele sob dieta
cetogénica rica em trienantina apresentou menor ganho de peso que os demais (P<0,05).
Foi necessario um maior niumero de crises para que 0s animais dos grupos cetogénicos
entrassem em Status Epilepticus, em relacdo aqueles do grupo Controle (P<0,05).
Curiosamente, os mesmos permaneceram mais tempo em crise de grau 4 no Status
Epilepticus, que os do grupo Controle (P<0,05). Para as demais variaveis, nao foram
observadas diferengas significativas entre os animais dos quatro grupos experimentais
(P>0,05). Conclusao: Os resultados aqui apresentados permitem atribuir um provavel
efeito protetor das dietas cetogénicas, independente da fonte lipidica utilizada, sobre o

estabelecimento do Status Epilepticus dos animais.

Palavras-chave: dieta cetogénica, trienantina, 6leo de coco, Status Epilepticus,

epilepsia, pilocarpina.
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ABSTRACT

Introduction: The trienantin (trieptanoina) with anaplerética property, and coconut oil with
antioxidant characteristic, two sources of medium chain triglycerides, emerge in the
course of epilepsy farmacorresistente as promising therapeutic options. However,
additional studies on the effectiveness of triglycerides in control of seizures, especially in
proportions ketogenic, and evaluation of safety and tolerability of the consumption of such
substances are still needed. Thus, this experimental trial investigated the effect of coconut
oil and trienantin in proportions ketogenic compared to soybean oil, about pilocarpine-
induced Status Epilepticus in rats. Methods: 24 adult male Wistar rats were divided into
four groups (n = 6) subject to the control diet (7% lipids) or ketogenic based on soybean
oil, coconut oil or trienantin (69.79% lipids ). There were two blocks, each with a duration
of 23 days, with 12 animals each (n = 3 per group). The ketogenic diet control and showed
the proportions lipid: carbohydrate + protein 1:11,8 and 3.5:1, respectively. Status
Epilepticus was induced in all animals in the experiment, 20 days after initiation of dietary
treatment, through the administration of pilocarpine (340 mg/kg body weight; i.p.). The
latency (time between injection and the first manifestation of epileptic pilocarpine), the
frequency and duration of seizures, as well as the severity of Status Epilepticus were
observed with a camcorder. Status Epilepticus was aborted after 3 hours in length, with
application of diazepam (5 mg/kg; i.p.). Results: The total weight gain, the total intake,
energy intake and CEA, prior to induction of Status Epilepticus, differed between groups
(P <0.05). That under ketogenic diet rich in trienantin showed less weight gain than others
(P <0.05). It took a greater number of crises for the animals of groups ketogenic enter into
Status Epilepticus, in relation to those of the control group (P <0.05). Interestingly, they
stayed longer in crisis Grade 4 in Status Epilepticus, the Control group (P <0.05). For the
other variables, no significant differences were observed between animals of the four
experimental groups (P> 0.05). Conclusion: The results presented here allow us to
assign a probable protective effect of ketogenic diets, independent of the lipid source used

on establishment of Status Epilepticus animals.

Key-words: ketogenic diet, triheptanoin, coconut oil, Status Epilepticus, epilepsy,

pilocarpine.
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INTRODUGAO

A epilepsia € uma das enfermidades neurolégicas mais frequentes,
atingindo cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo. ALiga Internacional Contra
a Epilepsia (International League Against Epilepsy — ILAE) define a sindrome
como um disturbio cerebral, caracterizado pela predisposigéo persistente a gerar
crises epilépticas e suas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e sociais.
Assim, as crises epilépticas sao a sua principal manifestacio clinica, que, em
aproximadamente 70% dos casos, podem ser controladas pelas chamadas
drogas antiepilépticas (DAESs); entretanto, aproximadamente 30% dos individuos
afetados apresentam farmacorresisténcia. Dessa forma, alternativas para o
tratamento, como a cirurgia, a estimulagdo do nervo vago e a dieta cetogénica
(DC), tém sido propostas com resultados satisfatorios (GARCIA; MORALES;
GUIU, 2010; ILAE, 2010; LAMBRECHTS et al., 2012; McNALLY e HARTMAN,
2012).

Neste contexto, o Status Epilepticus (SE), uma emergéncia médica com
elevado risco de mortalidade (em torno de 40%), é definido como uma crise
epiléptica que dura mais de 30 minutos ou duas ou mais crises epilépticas que
ocorrem sem que haja recuperagao da consciéncia entre elas. Definicdes mais
recentes ja consideram SE quando as crises epilépticas ndo cedem em 5 minutos.
(BODENANT et al., 2008; CURIA et al., 2008; GARCIA; MORALES; GUIU, 2010).

O primeiro uso clinico da DC, de que se tem conhecimento na literatura
cientifica, data de 1921. Russell M. Wilder a propés como um tratamento
alternativo para a epilepsia de dificil controle, por conceber, até entdo, que seus
possiveis efeitos neuroprotetores eram semelhantes aos do jejum. Hoje, sua
utilizagcao cresce, em ambito cientifico, especialmente no contexto dos disturbios
neuroldgicos, a exemplo das doengas de Alzheimer e de Parkinson, do autismo,
dos tumores cerebrais, além da epilepsia farmacorresistente. Porém, seu exato
mecanismo de agdo ainda n&o esta totalmente compreendido (BARANANO e
HARTMAN, 2008; BODENANT et al., 2008; McNALLY e HARTMAN, 2012).

A dieta cetogénica classica € constituida por triglicerideos de cadeia longa
(TCL) e comumente utiliza a relagdo de 3:1 ou 4:1 [lipidios (g): carboidratos (g) +
proteinas (g)], além de assegurar proporgdes nutricionalmente adequadas de

vitaminas e minerais. No entanto, a substituicdo dos TCL por triglicerideos de
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cadeia média (TCM) se justifica por estes ultimos proporcionarem uma maior
elevagdo da cetonemia, por apresentarem processos de digestdo e absorgéo
mais rapidos pela maior solubilidade em agua, além de tornarem a DC menos
restritiva, em comparagéo a classica (LAMBRECHTS et al., 2012). Quanto a
eficacia em reduzir a frequéncia das crises epilépticas, Neal et al. (2008)
evidenciaram, em estudo randomizado, até entdo unico na literatura, que a DC
classica é tao eficaz quanto aquela rica em TCM.

Assim, dentre as fontes de TCM, uma atencdo recente tem sido
dispensada ao 6leo de coco e a trienantina, alternativas promissoras ao
tratamento da epilepsia farmacorresistente. O 6leo de coco, além de abundante
e accessivel, como em terras brasileiras, especialmente no nordeste do pais, a
exemplo de Alagoas, possui propriedades antifungicas, antibacterianas e
antivirais advindas, em particular, do seu conteudo em acido laurico, e
propriedades antioxidantes, atribuidas ao conteudo em polifendis (FUENTES,
1998; Ll et al., 1990; PETSCHOW et al., 1996).

A trienantina, um TCM sintético constituido de trés moléculas de acido
enantico (heptandico; 7:0), é metabolizada através da B-oxidagao, fornecendo
propionil-CoA que, apos a sua conversao metabdlica a succinil-CoA, alimenta o
ciclo do acido citrico, caracterizando uma reagao anaplerotica. Por apresentar
esta caracteristica, € utilizada para tratar disturbios metabdlicos raros em criancas
e adultos e, embora ainda ndo se conhega seu mecanismo de acao
anticonvulsivante, sua utilizacdo, com resultados satisfatérios, em estudos com
animais tornados epilépticos, potencializa a sua aprovagao para futuros ensaios
clinicos em pacientes com epilepsia refrataria a medicagcdo (BORGES e
SONNEWALD, 2012; FUENTES, 1998; GOMES, 2011; LI et al., 1990; NEVIN e
RAJAMOHAN, 2004; PETSCHOW et al., 1996; REGO, 2011; THOMAS et al.,
2012; WILLIS et al., 2010).

Em meio aos modelos experimentais de epilepsia, aquele no qual a
enfermidade é reproduzida por inducdo do SE, através da aplicacdo de
pilocarpina, tem sido largamente utilizado, em decorréncia de sua praticidade
técnica e, especialmente, por sua semelhanga, em termos fisiopatologicos, com
a epilepsia do lobo temporal. Esta é a forma mais frequente da sindrome
epiléptica, que abrange cerca de 40% dos casos de epilepsia em humanos,

responsavel pelo desenvolvimento de crises parciais complexas, de dificil
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controle (ANDRADEVALENCA, et al., 2006; CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO,
1991; HAUSER e KULAND, 1975; LEITE e CAVALHEIRO, 1995; TRINDADE
FILHO, 2000).

Face ao exposto, o presente ensaio experimental investigou o efeito do
oleo de coco e da trienantina, em proporgdes cetogénicas, comparados ao 6leo

de soja, sobre o Status Epilepticus induzido por pilocarpina, em ratos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas, sob o numero de protocolo 009389/2009-46
(Anexo 01), vinculado ao Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(CNS/MS/Brasil), baseado em normas internacionais (Declaragao Universal dos
Direitos do Animal, UNESCO, 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979).

O fluxograma do experimento é apresentado no apéndice 01.

Animais de experimentagao

Vinte e quatro ratos machos albinos, da linhagem Wistar (Rattus novergicus),
recém-desmamados, aos 30 dias de idade, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL), foram pesados e
acondicionados em gaiolas individuais de metal, no Biotério Setorial da Faculdade
de Nutricdio da UFAL, com temperatura ambiental entre 20-24°C e ciclo

claro/escuro de 12 horas (luz acessa as 8h).

Delineamento experimental e tratamento dietético

O tratamento dietético foi instituido antes da inducao do Status Epilepticus
(SE). Os animais foram divididos em quatro grupos (n=6), submetidos as dietas
controle ou cetogénicas a base de dleo de soja, de 6leo de coco ou de trienantina,
considerando o peso corporal inicial, de modo a n&o induzir diferengas ponderais
entre os grupos. Os grupos foram nomeados de acordo com a dieta a que foram
submetidos (Quadros 1 e 2), em: Controle (racdo comercial, 4% de lipideos),

CetoTAGsoja (dieta cetogénica a base de 6leo de soja; 69,79% de lipideos),
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CetoTAGcoco (dieta cetogénica a base de 6leo de coco; 69,79% de lipideos) e
CetoTAGC; (dieta cetogénica a base de trienantina; 69,79% de lipideos). As
dietas cetogénicas tiveram como base a dieta AIN-93G (REEVES, 1997).

O experimento foi realizado em dois blocos, cada um com duragéo de 23

dias, com 12 animais cada (n=3, por grupo).

Quadro 1. Composig¢ao da dieta comercial’

Constituintes (g/kg) Dieta Comercial
Umidade (max) 13,0%
Proteina Bruta (min) 23,0%
Extrato Etéreo (min) 4,0%
Matéria Mineral (max) 10,0%
Fibra Bruta (max) 5,0%
Calcio (max) 1,3%
Fésforo (min) 0,85%
Lisina (min) 12,5 mg/kg
Metionina (min) 3.500,0 mg/kg

1
De acordo com informagdes do fabricante.

As dietas controle e cetogénicas apresentaram as proporgdes
lipideos:carboidratos+proteina de 1:11,8 e 3,5:1, respectivamente. Para
assegurar o aporte de acidos graxos essenciais, foram adicionados 7% de 6leo
de soja as dietas cetoTAGC~ e cetoTAGcoco. A margarina foi acrescentada as
dietas cetogénicas com o intuito de firmar sua consisténcia, favorecendo a
homogeneidade das formulagbes. Com base em estudo desenvolvido por Roe et
al. (2010), a quantidade de energia proveniente da trienantina foi estimada em
8,3 kcal/g. Ja para os 6leos de coco e soja, utilizaram-se os valores de 8,7 € 9,0
kcal/g, respectivamente.

A dieta controle foi fornecida pelo BIOCEN/ UFAL e os ingredientes
utilizados na preparacgéao das dietas cetogénicas foram comprados a Rhoster (S&o
Paulo, Brasil). Amargarina e o 6leo de soja foram adquiridos no comércio local, e

a trienantina adquirida em Stéarinerie Dubois (Boulogne-Billancourt, Francga).



42

Quadro 2. Composic¢ao das dietas cetogénicas

Constituintes (g/kg)

Dietas Cetogénicas
Dieta de

referéncia’ ]
CetoTAGsoja CetoTAGcoco CetoTAGC,

Amido de milho

Amido de milho dextrinizado

Caseina

Celulose

Mix mineral AIN-93 G
Mix vitaminico AIN-93
L-cisteina
L-metionina
Bitartarato de colina
t-Butilidroquinona (mg/kg)
Oleo de soja

Oleo de coco
Trienantina

Margarina

Valor energético (Kcal/Kg)

495,9 0 0 0
132,0 0 0 0
200 200 200 200
50 50 50 50
35 35 35 35
10 10 10 10
3 3 3 3
1,6 1,6 1,6 1,6
2,5 2,5 2,5 2,5
14 139,58 139,58 139,58
70 2979 70 70
0 0 2279 0
0 0 0 2279
0 400 7.081,1 400 400
3.941,6 7.012,73 6.921,57

1

Dieta padrdao do American Institute of Nutrition, versdo AIN-93G (REEVES, 1997).

Acompanhamento do peso corporal e da ingestao 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 mensuracao do peso corporal foi utilizada uma

balanga 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.
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Eficiéncia alimentar

A qualidade global das dietas oferecidas e sua repercussdo no
desenvolvimento ponderal dos animais, designada de eficiéncia alimentar, foi
calculada para o periodo de 20 dias de tratamento dietético, até a indugao do
Status Epilepticus, através da férmula:

CEA = (GP/IT) x 100
onde:
CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;
GP: ganho de peso (g) no periodo de 20 dias até a indugéo do Status Epilepticus;
IT: ingestao total (g).

Indugao do Status Epilepticus (SE)

O Status Epilepticus foi induzido em todos os animais do experimento por
meio de administrac&o intraperitoneal (i.p.) de pilocarpina, na dose de 340 mg/kg
de peso corporal, 20 minutos apdés a injegao de metilnitrato de escopolamina (1
mg/kg; i.p.), para limitar os efeitos colinérgicos periféricos da droga; foi abortado
apos 3 horas de duragao, com aplicagao de diazepan (5 mg/kg; i.p.). Como critério
para o estabelecimento do SE adotou-se a permanéncia, por mais de trés

minutos, em crise convulsiva.

Analise comportamental apés a indugao do Status Epilepticus (SE)

Apods 20 dias de tratamento dietético, os animais dos diferentes grupos
foram monitorados, desde a aplicacido de pilocarpina para a indu¢ao do SE até o
final das trés horas em SE, com o auxilio de uma filmadora (DCR-SR45, SONY
BRASIL, Ltda.), para a observagcdo e o registro de manifestagdes
comportamentais caracteristicas das crises convulsivas epilépticas induzidas pela
droga.

Para a analise das crises convulsivas, as seguintes variaveis foram
avaliadas: laténcia da primeira crise [tempo (seg.) transcorrido entre a injecéo de
pilocarpina e a primeira crise convulsiva epiléptical; laténcia do SE [tempo (seg.)

transcorrido entre a injecdo de pilocarpina e a crise convulsiva epiléptica
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continuada, caracteristica do SE]; tipo da primeira crise; presenga, numero e
duragéao de crises tdnicas e de corrida antes do SE; numero e duragéo (seg.) do
total de crises antes do SE; morte no SE ou até trés dias apds o SE; e, gravidade
do SE. Estas analises foram realizadas por dois avaliadores independentes.
Empregou-se a escala de Racine (1972) para a classificacdo do
desenvolvimento das crises durante o SE, em estagios que variam do grau 1 ao
5, a saber: grau 1- clonia facial; grau 2- clonia de cabeca; grau 3- clonia dos
membros anteriores; grau 4- postura ereta; e, grau 5- postura ereta e queda. A
gravidade do SE foi analisada em janelas de 15 minutos, também com o emprego
da escala de Racine ( a cada 15 minutos, a crise de maior intensidade era
registrada e analisada). Assim, verificou-se a permanéncia na crise de maior

intensidade, de grau 1, 2, 3, 4 ou 5, em janelas de 15 minutos, durante o SE.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram examinados quanto aos pressupostos
paramétricos de normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade das variancias
dos residuos (teste de Levene). As variaveis que atenderam a tais pressupostos
paramétricos foram submetidas a andlise de varidancia (ANOVA), sendo suas
médias comparadas pelo teste de Tukey-HSD (P<0,05). Aquelas que
apresentaram residuos heterocedasticos foram analisadas pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Nemenyi (P<0,05). Foi realizada uma analise de
covariancia (ANCOVA) entre a variavel dependente “ganho de peso” e a variavel
independente “grupo”, usando como covariavel a ingestao caldrica total e teste
post-hoc de Bonferroni. Adicionalmente, realizou-se correlacido de postos de
Spearman entre as variaveis numero de crises antes do SE e laténcia do SE. Para
todas as comparacoes, adotou-se o valor de até 5% de probabilidade de erro
experimental. As analises foram conduzidas com auxilio do pacote estatistico
SPSS for student, versao 16.

RESULTADOS

Analises de ingestao e crescimento
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A analise do ganho ponderal, ingestao total (g), ingestao total (energia) e
CEA pode ser vista na Tabela 1. Os animais do grupo CetoTAGC7 apresentaram
aumento ponderal inferior aos demais grupos do experimento (P<0,05), que nao
diferiram entre si. Quanto a ingestao total de energia, os animais dos grupos
cetogénicos apresentaram valores de ingestao caldrica similares entre si, e,
apenas aqueles do grupo CetoTAGC~7 revelaram valores inferiores aqueles dos
animais do grupo controle (P<0,05). Para explorar a influéncia dessa menor
ingestéo calorica sobre o ganho ponderal dos animais, foi conduzida uma analise
de covariancia utilizando o ganho ponderal como variavel dependente, o grupo
como variavel independente e a ingestao caldrica como covariavel. Ainda assim,
a diferenga no ganho ponderal entre os grupos manteve-se significativa (P<0,05).
A analise de Bonferroni mostrou que o ganho ponderal no grupo CetoTAGC~
(média marginal estimada [IC 95%] = 82,62 [76,89 - 88,35]) foi
significativamente menor que no grupo Controle (107,09g [101,18 — 113,00];
P<0,05), CetoTAGsoja (106,78g [101,8 — 111,7]; P<0,05) e CetoTAGcoco
(107,479 [102,53 — 112,42]; P<0,05).

Com relagdo a ingestdao total, os animais dos grupos cetogénicos
consumiram quantidade de dieta equivalente entre si e menor do que o grupo
Controle (P<0,05). No que se refere ao CEA, os animais do grupo CetoTAGC~
apresentaram um valor inferior aos demais grupos cetogénicos (P<0,05), que ndo
diferiram entre si; os grupos sob DC, independente da fonte lipidica,

apresentaram valores superiores ao grupo Controle (P<0,05).
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Tabela 1. Ganho de peso total, ingestao total, ingestao total de energia e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais distribuidos nos
grupos Controle, CetoTAGsoja, CetoTAGcoco e CetoTAGC7, em 20 dias de experimento

Grupos de animais

Variaveis
Controle CetoTAGsoja CetoTAGcoco CetoTAGC/
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Ganho de peso total (g) 117,33 £ 8,43'A 104 + 12,83'A 108,33 + 12,01'A 72,66 + 7,86'B

[Cos%
Ingestao total (g)
[Cos%

Ingestao total de energia (kcal)

[Co5%
CEA

[Co5%

(108,48 - 126,18)
471,83 + 85,57'A
(382,02 - 561,64)

1862,01 + 337,24'A

(1508,09 - 2215,92)
25+ 3,57'a
(21,24 - 28,75)

(90,52 - 117,47)
214,16 + 27,20'B
(185,61 - 242,71)

1520,07 + 191,53'AB
(1319,06 -1721,07)

48,16 + 1,16'b
(46,93 - 49,39)

(95,72 - 120,93)
230,33 + 22,25'B
(206,97 - 253,69)

1617,95 + 157,44'AB
(1452,72 - 1783,17)

46,66 + 2,33'b
(44,21 - 49,12)

(64,41 - 80,92)
192,33 + 27,91'B
(163,03 - 221,63)

1334,00 + 191,96'B

(1132,55 - 1535,45)

37,66 + 3,07'c
(34,43 - 40,89)

1

Média + desvio-padrao.

Letras maiusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey-HSD com P<0,05. Letras
minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferencga significativa pelo teste de Nemenyi com P<0,05.
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Analises comportamentais

Todos os animais submetidos a este protocolo entraram em SE.
Considerando-se, inicialmente, a analise da variavel numero de crises antes do SE, os
animais dos trés grupos cetogénicos apresentaram maior numero de crises, quando
comparados ao grupo Controle (P<0,05). Com relag&o a variavel permanéncia em crise
de maior intensidade de grau 4, em janelas de 15 minutos, segundo a escala de Racine
(1972), durante o SE, os animais dos trés grupos cetogénicos apresentaram maior
permanéncia em crise de grau 4, em relagao ao grupo Controle (P<0,05) (Tabela 2). As
variaveis laténcia da primeira crise, laténcia do SE, duracgao total das crises antes do
SE, graus das trés primeiras crises antes do SE, permanéncia em crises de graus 2, 3 e
5 durante o SE e numero de crises tonicas e de corrida antes do SE nao revelaram
diferencga significativa entre os quatro grupos experimentais. A analise de correlagao de
postos de Spearman entre o numero de crises antes do SE e a laténcia do SE mostrou-
se positiva, porém nao significativa (r=0,403; P=0,051), possivelmente devido ao niumero
reduzido de animais.

No que se refere ao tipo da primeira crise antes do SE, a presenga ou nao de
crise tbnica e de corrida antes do SE e a morte no SE ou pés SE, também nao foram
observadas diferengas significativas entre os quatro grupos experimentais (Tabela
3).



Tabela 2. Andlise comportamental dos animais distribuidos nos grupos Controle, CetoTAGsoja, CetoTAGcoco e CetoTAGC7, em 20 dias de

experimento

Grupos de animais

Variaveis

Controle (n=6) CetoTAGsoja CetoTAGcoco CetoTAGC,

(n=6) (n=6) (n=6)

Laténcia da primeira crise (min.) 18,16 + 4,35'A 16,33+ 7,03'A 24,16 + 13,84'A 23,66 + 12,04'A
[Cos5% (13,59 - 22,73) (8,95 - 23,71) (9,63 - 38,69) (11,02 - 36,30)
Laténcia do Status Epilepticus (SE) (min.) 19,50 + 5,68'a 23,66 + 11,58'a 31,50 £ 21,74'a 33,83 + 16,16"'a
[Co5% (13,53 - 25,46) (11,50 - 35,82) (8,68 - 54,31) (16,86 - 50,79)
Numero de crises antes do SE 1,33+ 0,81'a 3,66 +1,86'b 3,33+1,86'b 3,83+1,16'b
[Cos5% (0,47 - 2,19) (1,71 - 5,62) (1,37 - 5,28) (2,60 - 5,06)

Duragao total das crises antes do SE (seg.)
ICos5%

Grau da primeira crise antes do SE*

ICos5%

Grau da segunda crise antes do SE*

[Co5%

Grau da terceira crise antes do SE*

ICo5%

Permanéncia em crise de grau 2 no SE** (seg.)

ICo5%

Permanéncia em crise de grau 3 no SE**(seg.)

106,33 + 55,21'A
(48,38 - 164,28)
4,33 +1,03'a
(3,24 - 5,41)
3,00 + 0,00'a
4,00 £ 0,00'a
19,33 + 24,03'a
(-5,88 - 44,55)
31,33 + 36,28'A

181,16 + 103,32'A
(72,72 - 289,60)
4,16 +0,98'a
(3,13 - 5,19)
3,20 + 0,44'a
(2,64 - 3,75)
3,50+ 0,57"'a
(2,58 - 4,41)
516+ 8,01'a
(-3,23 - 13,57)
50,50 + 44,80'A

131,66 + 82,90'A
(44,65 - 218,67)
3,16 + 0,40'a
(2,73 - 3,59)
3,00 + 0,00'a
3,25+ 0,50'a
(2,45 - 4,04)
24,66 + 22,51'a
(1,03 - 48,29)
53,50 + 12,89'A

178,83 + 64,90'A
(110,71 - 246,94)
3,83+ 0,98'a
(2,80 - 4,86)
3,33+0,81'a
(2,47 - 4,19)
3,80 +0,83'a
(2,76 - 4,83)
12,50 + 9,52'a
(2,50 - 22,49)
33,16 + 15,13'A

(Continua)
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Tabela 2. Andlise comportamental dos animais distribuidos nos grupos Controle, CetoTAGsoja, CetoTAGcoco e CetoTAGC7, em 20 dias de

experimento (Continuac&o)

Grupos de animais

Variaveis Controle (n=6) CetoTAGsoja CetoTAGcoco CetoTAGC,
(n=6) (n=6) (n=6)

ICoste (-6,74 - 69,40) (3,47 - 97,52) (39,96 - 67,03) (17,28 - 49,04)
Permanéncia em crise de grau 4 no SE** (seg.) 266 +417'a 6,66 + 7,68'b 9,83+6,91'b 14,83 + 5,63'b
ICose% (-1,71-7,05) (-1,39 - 14,73) (2,58 - 17,08) (8,91 - 20,74)
Permanéncia em crise de grau 5 no SE**(seg.) 46,16 + 45,69'A 37,00 £ 43,52'A 11,00 + 15,15'A 38,16 + 13,64'A
ICos% (-1,78 - 94,12) (-8,67 - 82,67) (-4,90 - 26,90) (23,84 - 52,48)
Nuamero de crises ténicas antes do SE 0,66 + 0,51'a 0,33+ 0,51'a 0,00 + 0,00'a 0,33+ 0,51'a
ICosv% (0,12 - 1,20) (-0,20 - 0,87) - (-0,20 - 0,87)
Numero de crises de corrida antes do SE 0,33+ 0,51'a 0,00 £ 0,00'a 0,00 £ 0,00'a 0,00 £ 0,00'a
. (-0,20 - 0,87) ; . ;

1
Média £ desvio-padrao.
* Segundo a escala de Racine (1972).

** Crise de maior intensidade, em janelas de 15 min., segundo a escala de Racine (1972) (%).

Letras maiusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey-HSD com P<0,05. Letras

minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Nemenyi com P<0,05.
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Tabela 3. Tipo da primeira crise antes do SE, presenga ou nao de crise tdnica e de corrida antes do SE e morte no SE ou apoés o SE, por grupo
dietético, em 20 dias de experimento

Grupos de animais

Variaveis
Controle CetoTAGsoja CetoTAGcoco CetoTAGC/
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Tipo da primeira crise antes do SE* 2,00+0,89'a 1,33+0,51"a 1,00 £ 0,00'a 1,33+ 0,51'a
Presenca ou nio de crise ténica antes do SE* 1,33+0,51'a 1,66+0,51'a 2,00+ 0,00'a 1,66 + 0,51'a

Presencga ou nio de crise de corrida antes do SE* 166+0,51'a 2,00+0,00'a 2,00+0,00'a 2,00 £ 0,00'a

1 1 1 1
Morte no SE ou apés o SE" 1,66+051'a 150+0,54'a 1,50+0,83'a 1,00+ 0,00'a

1
Média + desvio-padrao.
*1-clénica, 2- tdnica, 3- tdnica e de corrida;
#1- presenca de crise, 2- auséncia de crise;
01-auséncia de morte, 2- morte no SE, 3- morte apos o SE;

Letras maiusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey-HSD com P<0,05. Letras
minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Nemenyi com P<0,05.
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DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os animais alimentados com dieta cetogéncia a
base de trienantina e de dleos de coco e de soja necessitam de mais crises epilépticas
para o estabelecimento do SE, quando comparados aos animais submetidos a dieta
controle. Além disso, aqueles que ingeriram trienantina apresentaram valores de ganho
de peso total menores que os dos demais grupos, os quais nao diferiram entre si. Os
grupos cetogénicos ingeriram quantidade de dieta similar entre si, porém, menor que a
do grupo Controle, e valores de ingestdo calérica semelhantes entre si, entretanto,
quando comparados ao Controle, estes valores foram inferiores apenas para o grupo
CetoTAGC7. Os grupos cetogénicos apresentaram, ainda, valores de CEA superiores
aqueles exibidos pelo grupo Controle; aqueles que ingeriram trienantina revelaram
valores inferiores aos dos demais grupos cetogénicos, os quais foram similares entre si.

Conforme exposto, a principal contribuicdo cientifica desta pesquisa foi a
constatagao de que o numero de crises antes do SE, para todos os animais dos grupos
cetogénicos, foi, de forma significativa, maior do que aquele apresentado pelos animais
do grupo Controle. Esse achado, até entdo unico na literatura, permite inferir que as
dietas cetogénicas per si, independente da fonte lipidica, ofertadas aos animais durante
os 20 dias do experimento que antecederam a indug¢ao do SE, determinaram certo grau
de resisténcia ao SE nestes animais, em funcado da necessidade de um numero maior
de crises para o seu estabelecimento, apesar da auséncia de diferenga significativa na
laténcia do SE, corroborando as evidéncias que atestam seu efeito neuroprotetor.

Pesquisas em modelos experimentais de crise convulsiva aguda reforgam essas
evidéncias. Bough e Eagles (1999), ao submeterem ratos as dietas cetogénica e
controle, por um periodo de 5 a 10 semanas, verificaram que a DC produziu uma
elevagéo significativa nos niveis de B-hidroxibutirato, no prazo de cinco dias, e aumentou
significativamente o limiar das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), em
comparagao com a dieta controle. Nylen et al. (2005), buscando comparar a capacidade
de dietas cetogénicas em elevar o limiar para crises convulsivas em ratos jovens e
adultos, descobriram que a DC na proporc¢ao de 6,3:1

(lipidios:carboidratos+proteinas) elevou significativamente o limiar para

convulsdes em ratos jovens, infundidos com PTZ.
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Samala, Willis e Borges (2008), investigando o perfil anticonvulsivante da DC em
alguns modelos de convulsdo aguda, atestaram seu poder neuroprotetor no modelo de
6-Hz, no qual houve aumento no limiar para o inicio das convulsdes, em camundongos.
Estudo realizado por Nho et al. (2003) também constatou resisténcia para o inicio do
desenvolvimento de crises convulsivas em ratos alimentados com DC, quando
comparados aqueles que consumiram dieta controle, apds a injegéo sistémica de acido
cainico, indicando efeito antiepiléptico, atribuido a sua agao neuroprotetora.

Curiosamente, neste experimento, os animais dos trés grupos cetogénicos
permaneceram, a maior parte do tempo, durante o SE, em crises de intensidade grau 4,
na escala de Racine (1972), quando observados em intervalos de 15 min. No entanto,
este resultado, a priori, ndo parece ter importante significado fisiolégico, uma vez que o
mesmo nao foi encontrado para as crises de maior intensidade (grau

5).

Como mencionado, neste trabalho, os animais do grupo CetoTAGC~
apresentaram valores de ganho de peso total menores que aqueles verificados nos
demais grupos do experimento, os quais exibiram resultados similares entre si. Esse
fendmeno, ja esperado, pode, em parte, ser explicado pelo maior potencial termogénico
dos triglicerideos de cadeia média, a exemplo da trienantina. Curiosamente, o efeito foi
verificado apenas nos animais submetidos a dieta a base de trienantina, destacando a
sua propriedade termogénica. Em trabalho anterior deste grupo de investigagéo, Lucena
et al. (2010), avaliando toxicologicamente o consumo sub-crénico de DC rica em
trienantina, em ratos, num periodo de seis semanas, encontraram resultados
semelhantes, com um menor ganho de peso corporal em relagado ao grupo controle, da
segunda a quinta semana de exposigao alimentar. Entretanto, tal diferenca desapareceu
apos este periodo. Assim, s&o necessarias investigagdes adicionais para a obtencgdo de
dados conclusivos acerca da influéncia do consumo de trienantina sobre o peso corporal.

No que se refere a variavel ingestédo total, os animais dos grupos cetogénicos
ingeriram quantidade de dieta similar entre si, porém, menor que a do grupo Controle.
Este fato ja era esperado, pois a DC possui uma maior densidade energética levando os
animais a compensarem tal diferenga com uma menor ingestédo, para atendimento de
suas demandas fisioldgicas.

Quanto a ingestdo total de energia, os animais dos grupos cetogénicos
apresentaram valores de ingestdo caldrica semelhantes entre si, entretanto, quando

comparados aos do grupo Controle, esses valores foram inferiores apenas para o grupo
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CetoTAGCy7, o que reforca a ideia de que a trienantina tem maior efeito termogénico que
a mistura de TCM presente no 6leo de coco. Pode-se inferir que uma maior eficiéncia
termogénica determine uma reducdo do consumo alimentar e do peso corporal dos
animais. A palatabilidade da DC rica em trienantina provavelmente nao exerceu
influéncia sobre tais fatores, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas
de ingestdo alimentar total entre os grupos sob dietas cetogénicas. A analise de
covariancia realizada mostrou que, mesmo corrigindo o modelo para a variacao da
ingestao caldrica total, o grupo CetoTAGC7 permaneceu com menor média de ganho
ponderal que os demais grupos, o que corrobora o efeito termogénico da trienantina.

Com relagéo ao CEA, os valores superiores exibidos pelos grupos cetogénicos
em relacdo ao Controle podem ser explicados, principalmente, pela maior ingestao
alimentar deste ultimo grupo. As diferencas entre o grupo CetoTAGC7 e os demais
grupos cetogénicos, por sua vez, foram determinadas pelo menor ganho de peso
corporal dos animais daquele grupo.

Considerando a natureza das variaveis comportamentais, o que pressupde uma
maior dispersao dos dados, aqui observada, e o conjunto dos resultados encontrados,
um numero maior de animais por grupo experimental possivelmente contribuiria para
estabelecer diferengas mais robustas entre os grupos de animais, destacando o efeito
protetor das dietas cetogénicas inferido a partir do nimero de crises necessarias para o

estabelecimento do SE, discutido acima.

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados, especialmente aqueles referentes ao numero
de crises antes do SE, permitem atribuir um provavel efeito protetor das dietas
cetogénicas, independente da fonte lipidica utilizada, sobre o estabelecimento do SE
nos animais.

Os dados de ganho ponderal, ingestao alimentar e energética e de CEA traduzem
as caracteristicas metabolicas da trienantina, ressaltando o seu potencial termogénico,
em detrimento do lipogénico, quando comparada as demais fontes lipidicas utilizadas
nas dietas cetogénicas, inclusive o 6leo de coco, rico em TCM.

Estudos adicionais contribuiriam para aumentar o numero de evidéncias e,
possivelmente, reforcar o argumento a favor do efeito neuroprotetor das dietas

cetogénicas, neste contexto.



54

REFERENCIAS

ANDRADE-VALENCA, L. P.A., VALENCA, M. M., VELASCO, T. R, LEITE, J. P. Epilepsia
do Lobo Temporal Mesial Associada a Esclerose Hipocampal. J Epilepsy Clin
Neurophysiol. 2006; vol. 12, n° 1, p. 31 - 36.

BARANANO, K. W. e HARTMAN, A. L. The ketogenic diet: uses in epilepsy and other
neurologic illnesses. Curr Treat Options Neurol. 2008; vol. 10, n° 6, p. 410 - 419.

BODENANT, M.; MOREAU, C.; SEJOURNE, C.; AUVIN, S.; DELVAL, A.; CUISSET, J.
M.: DERAMBURE, P.; DESTEE, A.; DEFEBVRE, L. Intérét du régime cétogéne dans le
traitement d’un état de mal épileptique résistant de 'adulte. Revue Neurologique. 2008;
vol. 16 4, p. 194 - 199.

BORGES, K. e SONNEWALD, U. Triheptanoin - A medium chain triglyceride with odd
chain fatty acids: A new anaplerotic anticonvulsant treatment? Epilepsy Research.
2012; vol. 100, p. 239 - 244.

BOUGH, K. J. e EAGLES, D. A. A Ketogenic Diet Increases the Resistance to
Pentylenetetrazole-Induced Seizures in the Rat. Epilepsia. 1999; vol. 40, n° 2, p. 138 -
143.

CAVALHEIRO, E. A.; LEITE, J. P; BORTOLOTTO, Z. A.; TURSKI, W. A;
IKONOMIDOU,C.; TURSKI, L. Long-Term Effects of Pilocarpine in Rats: Structural
Damage of the Brain Triggers Kindling and Spontaneous Recurrent Seizures Epilepsia,
1991; vol. 32, n° 6, p. 778 — 782.

CAVALHEIRO, E. A. The pilocarpine model of epilepsy. Ital J Neurol Sci. 1995; vol. 16,
p. 33 - 37.

CURIA, G.; LONGO, D.; BIAGINI, G.; JONES, R. S. G.; AVOLI, M. The pilocarpine model
of temporal lobe epilepsy. Neurosci Methods. 2008; vol. 172,n° 2 - 4, p. 143 - 157.

FUENTES, J. A. G. Que alimentos convém ao coracéo? Higiene Alimentar. 1998; vol.
12,n°.53,p. 7 - 11.

GARCIA; M. E. G.; MORALES, I. G.; GUIU, J. M. Modelos experimentales en epilepsia.
Neurologia. 2010; vol. 25, n° 3, p. 181 - 188.



55

GOMES, T. K. C. Efeitos da dieta cetogénica a base de trienantina nos episddios
convulsivos de ratos portadores de epilepsia induzida por pilocarpina. Dissertagao de

Mestrado, 2011, Maceio, Alagoas.

HAUSER, W. A.; KULAND, L. T. The epidemiology of epilepsy in Rochester, Minnesota,
1935 though 1937. Epilepsy. 1975; vol. 16, p. 1966 - 1975.

INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY (ILEAE). Terminologia e conceitos
revistos para organizagao de crises e epilepsias. Relatéorio da Comissao da ILAE de
Classificagao e Terminologia, 2005-2009. U. S. A. 2010.

LAMBRECHTS, D. A. J. E.; WIELDERS, L. H. P.; ALDENKAMP, A. P.; KESSELS, F. G.
H.; KINDEREN, R. J. A.; MAJOIE, M. J. M. The ketogenic diet as a treatment option in
adults with chronic refractory epilepsy: Efficacy and tolerability in clinical practice.
Epilepsy & Behavior. 2012; vol. 23, p. 310 - 314.

LEITE, J. P.; CAVALHEIRO, E.A. Effects of conventional antiepileptic drugs in a model of

spontaneous recurrent seizures in rats. Epilepsy Research. 1995; vol. 20, p. 93 - 104.

LI, D. F.; THALER, R. C.; NELSSEN, J. L.; HARMON D. L.; ALLEE, G. L.; WEEDEN, T.
L. Effect of fat sources and combinations on starter pig performance, nutrient digestibility
and intestinal morphology. J Anim Sci. 1990; vol. 68, p. 3694 - 3704.

LUCENA, A. L. M.; OLIVEIRA, S. L.; ATAIDE, T. R,; SILVA, A. X.; CABRAL Jr., C. R. C;;
OLIVEIRA, M. A. R.; SOUZA, T. M. P.; MENDONCA, C. R.; LIMA, C. M. F.; BALWANI, M.
C. L. V. High-fat diet based on trienantin has no adverse metabolic effects in rats. Eur J
Lipid Sci Technol. 2010; vol. 112, p. 166 - 172.

McNALLY, M. A.; e HARTMAN, A. L. Ketone bodies in epilepsy. Journal of
Neurochemistry. 2012; vol. 121, p. 28 - 35.

NEAL, E. G.; CHAFFE, H.; SCHWARTZ, R. H.; LAWSON, M. S.; EDWARDS, N
FITZSIMMONS, G.; WHITNEY, A.; CROSS, A. The ketogenic diet for the treatment of
childhood epilepsy: a randomised controlled trial. Lancet Neurol. 2008; vol.7, n° 3, p.
500 - 506.

NEVIN, K. G.; RAJAMOHAN, T. Beneficial effects of virgin coconut oil on lipid parameters
and in vitro LDL oxidation. Clinical Biochemistry. 2004; vol. 37, p. 830 835.



56

NHO, H. S.; KIM, Y. S.; LEE, H. P.; CHUNG, K. M.; KIM, D. W.; KANG, S. S.; CHO, G. J;
CHOI, W. S. The protective effect of a ketogenic diet on kainic acid-induced hippocampal
cell death in the male ICR mice. Epilepsy Res. 2003; vol. 53, n° 1 -2, p. 119 - 128.

NYLEN, K.; LIKHODII, S.; ABDELMALIK, P. A.; CLARKE, J.; BURNHAM, W. M. A
Comparison of the Ability of a 4:1 Ketogenic Diet and a 6.3:1 Ketogenic Diet to Elevate
Seizure Thresholds in Adult and Young Rats. Epilepsia. 2005; vol. 46, n° 8, p. 1198 -
1204.

PETSCHOW, B. W.; BATEMA, R. P.; FORD, L. L. Susceptibility of Helicobacter pylori to
bactericidal properties of medium-chain monoglycerides and free fatty acids. Antimicrob
Agents Chemother. 1996; vol. 40, n°® 2, p. 302 - 306.

RACINE, R. J. Modification of seizure activity by electrical stimulation: Il. Motor seizure.
Electroencephalography and Clinical Neurophysiology. 1972; vol. 32, p. 281 - 294.
REEVES, P. G. Components of the AIN-93 Diets as Improvements in the AIN-76A Diet.
J. Nutr. 1997; vol. 127, p. 838 - 841.

REGO, E. S. M. Efeito de dieta cetogénica & base de 6leo de coco sobre as crises
convulsivas de ratos portadores de epilepsia induzida por pilocarpina. Dissertagcao de

Mestrado, 2011, Maceio, Alagoas.

ROE, C. R.; BOTTIGLIERI, T.; WALLACE, M,; ARNING, E.; MARTIN, A. Adult
polyglucosan body disease (APBD): Anaplerotic diet therapy (triheptanoin) and
demonstration of defective methylation pathways. Molecular Genetics and
Metabolism. 2010; vol. 101, p. 246 - 252.

SAMALA, R.; WILLIS, S. e BORGES, K. Anticonvulsivant profile of a balanced ketogenic

diet in acute mouse seizure models. Epilepsy Research. 2008; vol. 81, p. 119 - 127.

THOMAS, M. S.; WILLIS, S.; SWEETMAN, L.; BORGES, K. Triheptanoin in acute mouse
seizure models. Epilepsy Research. 2012; vol. 99, p. 312 - 317.

TRINDADE FILHO, E. M. Monoamines and epilepsy: study by pilocarpine epilepsy
model. Tese de Doutorado, 2000, Sdo Paulo, Sdo Paulo. (Resumo). Disponivel em:
<http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=goo
gle&base=LILACS&lang=p&nextAction=Ink&exprSearch=272556&indexSearch=ID>.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chung%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chung%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kang%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kang%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cho%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cho%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cho%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12576173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12576173
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=272556&indexSearch=ID
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=272556&indexSearch=ID
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=272556&indexSearch=ID
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=272556&indexSearch=ID
http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&src=google&base=LILACS&lang=p&nextAction=lnk&exprSearch=272556&indexSearch=ID

57
Acesso em: 18/01/2011.

WILLIS, S.; STOLL, J.; SWEETMAN, L.; BORGES, K. Anticonvulsant effects of a

triheptanoin diet in two mouse chronic seizure models. Neurobiology of Disease. 2010;
vol. 40, p. 565 - 572.



4 CONSIDERAGOES FINAIS

58



59

Inumeras evidéncias alavancam o uso da dieta cetogénica, sobretudo no contexto
da epilepsia farmacorresistente, destacando sua propriedade neuroprotetora. A
utilizacao de fontes lipidicas distintas, em particular aquelas ricas em TCM, como o éleo
de coco e a trienantina, visa ampliar o cenario de alternativas eficazes para o controle
das crises epilépticas, aumentando a qualidade de vida dos individuos acometidos pela
sindrome.

Neste estudo, os dados de ganho ponderal, ingestao alimentar e energética e
coeficiente de eficiéncia alimentar ressaltam o perfil metabdlico do trigliceridio sintético
de cadeia média trienantina, destacando o seu efeito termogénico, em detrimento do
lipogénico, quando comparado as demais fontes lipidicas utilizadas nas dietas
cetogénicas, inclusive o 6leo de coco, fonte natural de trigliceridios de cadeia média. Os
resultados alcancados permitem atribuir um possivel efeito protetor das dietas
cetogénicas sobre o quadro de Status Epilepticus apresentado pelos animais, independe
da fonte lipidica aqui utilizada.

Pesquisas adicionais, que contemplem um maior numero de animais por grupo
experimental, tornam-se necessarias, possibilitando aumentar as evidéncias e reforcar
o argumento a favor do efeito neuroprotetor das dietas cetogénicas, no contexto ora

estudado.
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Apéndice 01 — Fluxograma do experimento

72

Chegada dos Animais
(provenientes do BIOCEN/ UFAL)
(n=24)

4

Pesagem e acondicionamento em
gaiolas individuais (no Biotério Setorial
da Faculdade de Nutricdo/UFAL)

U

Implantagao do tratamento dietético
Dietas: Controle (n=6) , CetoTAGsoja (n=6),

CetoTAGcoco (n=6) e CetoTAGC7 (n=6)

a

Indugdo do Status
Epilepticus

4

Analise
comportamental

d

Sacrificio

4

Analise
estatistica







Anexo 01 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFAL
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