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RESUMO

Lima PA. Impacto da dieta cetogénica nas caracteristicas oxidativas, fisic

lipidicas de lipoproteinas de criancas e adolescentes com epilepsia refratéria
[Dissertacdo de Mestrado]. S&o Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Faculdade de Economia e Administracdo, Faculdade de Salude Publica da USP; 2014.

Introducdo - A dieta cetogénica (DC) é um tratamento ndo farmacolégico prescrito
especialmente para criangas e adolescentes com epilepsia refrataria. Objetivo — Avaliar o
impacto da dieta cetogénica classica nas caracteristicas oxidativas, fisicas e lipidicas das
lipoproteinas de criancas e adolescentes com epilepsia refrataria. Métodos — Ensaio clinico
ndo controlado de séries temporais com recrutamento de criancas e adolescentes com
epilepsia refrataria de 1 a 19 anos de ambos os sexos do Instituto da Crianga do Hospital das
Clinicas da FMUSP. Parametros bioquimicos foram analisados: perfil lipidico, concentragdo
de acidos graxos nao esterificados (AGNEs), LDL eletronegativa [LDL(-)], Anticorpo anti-
LDL(-), substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), subfracdes da lipoproteina de
alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL). Além das analises
bioquimicas foram avaliadas medidas antropométricas para classificacdo do estado
nutricional, medidas de composicdo corporal por bioimpedancia elétrica e consumo
alimentar por registro alimentar de 3 dias. Todas essas medidas foram coletadas antes da DC
(T=0), 3 meses apos a DC (T1) e 6 meses apos a DC (T2). Resultados — A concentracao de
colesterol total (CT), triacilgliceréis (TG), LDL, HDL, apolipoproteinas (APO A-l e APOB)
e ndo-HDL aumentaram significativamente nos momentos T1 e T2. As razbes CT/HDL,
LDL/HDL e APOB/APOA-I também apresentaram aumento significativo indicando
aumento superior das lipoproteinas e apolipoproteinas mais aterogénicas. Apesar desses
aumentos, nenhuma dessas relagbes ou concentracdo de lipoproteinas e apolipoproteinas
apresentaram aumento progressivo comparando-se T1 versus T2. De modo contrario,
observamos aumento progressivo ao longo do tempo na concentracdo de AGNEs, particulas
pequenas de LDL e reducdo no tamanho médio da LDL de 27,3 nm no TO versus 26,7 nm no
T2. A concentracdo de TBARs aumentou enquanto a LDL(-) reduziu. A classificacdo do
estado nutricional bem como o0 % de massa magra e % de massa gorda ndo mudaram ao
longo do tempo. Conclus6es — A DC apresentou impacto negativo no metabolismo lipidico

contribuindo com o aumento de particulas pequenas de LDL e um fen6tipo mais aterogénico.

Descritores: Dieta cetogénica, Epilepsia refrataria, Tamanho de lipoproteinas, Oxidagdo,
Estado nutricional



ABSTRACT

Lima PA. Impact of the ketogenic diet on oxidative, physical and lipid characteristics
of lipoproteins in children and adolescents with refractory epilepsy [Dissertation].
Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Economia e
Administracdo, Faculdade de Saude Publica da USP; 2014.

Introduction - The ketogenic diet (KD) is a non-pharmacological treatment prescribed for
children and adolescents with refractory epilepsy. Objective — To assess the impact of the
classic ketogenic diet in the oxidative, physical and lipid lipoprotein characteristics of
children and adolescents with refractory epilepsy. Methods — Single arm, times series trial
with recruitment of children and adolescents 1-19 years of both sexes of the Instituto da
Crianca do Hospital das Clinicas da FMUSP, after doctor indication for treatment with KD.
Biochemical parameters were analyzed: lipid profile, level of non esterified fatty acids
(NEFAS), LDL electronegative [LDL (-)], anti-LDL (-), thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), subfractions of high density lipoprotein (HDL), subfractions of low
density lipoprotein (LDL) and LDL size. In addition, anthropometric measurements for
classification of nutritional status, body composition by bioimpedance electrical and dietary
intake through food records evaluated in 3 days. All these measures were collected before
the KD (T = 0), three months after the KD (T1) and 6 months after KD (T2). Results - The
level of total cholesterol (TC), triglycerides (TG), LDL, HDL, apolipoproteins (Apo A-l and
Apo B) and non-HDL increased significantly in T1 and T2. The rations TC/HDL, LDL/HDL
and APOB/APO A-Il also showed a significant increase indicating higher increase in
lipoproteins and apolipoproteins atherogenic. Despite these increases, any such rations or
levels of lipoproteins and apolipoproteins progressive increase comparing T1 versus T2.
Conversely, we observed a progressive increase along time in the levels of NEFAS, small
LDL and reduction of LDL size of 27.3 nm (T0) to 26.7 nm (T2). The levels of TBARS
increased while LDL (-) reduced. The classification of nutritional status as well as the % of
lean mass and % of fat mass didn’t change along time. Conclusions - The KD showed a
negative impact on lipid metabolism contributing to increased small LDL particles and a

more atherogenic phenotype.

Keywords: Ketogenic diet, Refractory epilepsy, Oxidation, Lipoprotein size, Nutritional
status
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1. INTRODUCAO

1.1 ETIOLOGIA E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A epilepsia ¢ uma desordem neuroldgica caracterizada por crises epilépticas que
refletem a atividade elétrica anormal, preferencialmente em uma ou varias areas do cortex
cerebral, podendo ser causada por inimeras disfungdes estruturais ou neuroquimicas, como
trauma, doencas infecciosas, malformag6es congénitas, e anormalidades genéticas (FISHER
et al., 2005; GITAI et al., 2008). As repercussdes desta desordem cerebral envolvem
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e consequéncias sociais (FISHER et
al., 2014).

A etiologia da epilepsia pode ser classificada em quatro categorias: epilepsia
sintomatica — associada a anomalias patolégicas e anatbmica; epilepsia provocada —
associada a um fator sisttmico ou ambiental desencadeante, epilepsia criptogénica — de
natureza sintomatica em que a causa ndo foi identificada e, epilepsia idiopatica —
predominantemente genética em que ndo ha anormalidade neuroanatdbmica ou
neuropatologica identificada (SHORVON, 2011). Assim, mutacfes genéticas sao
constantemente associadas a etiologia da epilepsia, sendo também associadas as epilepsias
sintomaticas e criptogénicas, entretanto muitos desses genes ainda nao foram identificados
(LOWENSTEIN e HELBIG, 2013).

Segundo LEONARDI e USTUN (2002), a prevaléncia da epilepsia era de 0,5% a
1,0% da populagdo nos paises desenvolvidos, podendo essa ser maior nos paises em
desenvolvimento. Recentemente a Organizagdo Mundial da Salde estimou que 0,7% da
populagdo mundial apresenta epilepsia, ou seja, 50 milhdes de individuos, sendo que 80%
vivem em paises em desenvolvimento (WHO, 2012).

O Ministério da Saude ndo possui estudos nacionais que estimem a prevaléncia e
incidéncia de epilepsia no Brasil. Em 2005, NETO e MARCHETTI, baseados em estudos
internacionais estimaram que aproximadamente 1,8 milhGes de brasileiros apresentavam
epilepsia ativa e 9 milhdes ja apresentaram crises epilépticas 1 vez na vida, considerando
uma estimativa de 177.450.609 brasileiros na época.

O estudo realizado na comunidade de Parais6polis no estado de S&o Paulo verificou

prevaléncia de 9,7 em 1000 criancas e adolescentes (SAMPAIO, 2009). Mais recentemente,
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em estudo de coorte, NUNES et al., (2011) encontraram prevaléncia de 5,3 em 1000 criancas
nascidas na cidade de Passo Fundo, Rio Grande do Sul.

O levantamento de 6bitos por epilepsia em brasileiros feito no periodo de 1980 a 2003
mostrou reducdo de 20,35% do coeficiente de mortalidade por epilepsia (1,13/100.000 em
1980 para 0,9/100.000 em 2003) (FERREIRA e SILVA, 2009). Essa reducdo pode ser
relacionada a melhor e maior disponibilidade das drogas antiepilépticas.

Na maioria dos casos a base do tratamento da epilepsia consiste do uso de drogas
antiepilépticas. No entanto, 20% a 30% das criangcas acometidas tém crises epilépticas
refratarias a essas drogas (KOSSOFF et al., 2009). A baixa ou ausente eficacia das drogas
nestas criangas eleva as chances de Obito para nove vezes mais do que naquelas com crises
controladas (HAUSER e HESDORFFER, 2001).

O estudo holandés de CALLENBACH et al., (2001), encontrou taxa de mortalidade de
3,8/1000 ao ano em criangas com epilepsia refrataria. As possiveis causas de morte incluem:
pneumonia aspirativa, afogamento acidental, morte sdbita inexplicavel, o estado epiléptico,
complicacbes com o tratamento medicamentoso ou por morbidades como doenga
neurodegenerativa e tumor cerebral (APPLETON, 2003).

A morte sibita parece ser causa de 6bito frequente na epilepsia refrataria, podendo
ocorrer em 2 a 5 casos/1000 ao ano, diferentemente de pacientes com crises controladas (< 1
caso/1000 ao ano) (HAUSER e HESDORFFER, 2001).

1.2 CLASSIFICACAO DAS CRISES EPILEPTICAS

As crises epilépticas sdo resultantes da ocorréncia isolada ou simultanea de dois ou
mais fendmenos no cérebro. Embora a etiologia da epilepsia seja relacionada aos tipos de
crises, mesmo as epilepsias com causas desconhecidas podem ter as crises caracterizadas
com base nos achados clinicos, exames de eletroencefalograma e de imagem (SHORVON,
2011).

Segundo a Comissdo de Classificacdo e Terminologia da Liga Internacional contra
Epilepsia (ILAE, 2010), as crises, podem ser classificadas como generalizadas, focais e em
espasmos epilépticos.

As formas generalizadas manifestam-se por crises epilépticas cujo inicio envolve
ambos os hemisférios cerebrais simultaneamente e podem incluir as estruturas corticais e

sub-corticais, mas ndo necessariamente 0 cortex inteiro. Essas crises também podem ser
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assimétricas e tanto a localizacdo como a lateralizacdo ndo sdo consistentes de uma crise
para outra. Crises de auséncia, crises mioclonicas e crises ténico-clonicas generalizadas
(TCG) séo seus principais exemplos (ILAE, 2010).

As crises focais sdo conceitualmente limitadas a um hemisfério e iniciam-se
consistentemente de forma localizada numa area especifica do cérebro, e suas manifestacoes
clinicas dependem do local de inicio e da velocidade de propagacédo da descarga. Apesar de 0
inicio ser localizado em um hemisfério, os padrbes de propagacdo preferencial podem
envolver o hemisfério contralateral (ILAE, 2010).

Os espasmos epilépticos também sdo inclusos na classificagdo, mas ndo sdo agrupados
nem como crises generalizadas ou focais, e sim se apresentam em outro grupo determinado
até o momento como desconhecido (ILAE, 2010). Os espasmos consistem em uma subita
flexdo, extensdo ou misto de flexdo-extensdo dos musculos predominantemente proximais e
do tronco, que normalmente é mais sustentado que o movimento de uma crise mioclénica,

mas ndo mais sustentado que uma crise tonica (ILAE, 2001).

1.3 ASPECTOS DIETOTERAPICOS

Na época de Hipdcrates, no século cinco antes de Cristo, o jejum foi indicado para
cura da epilepsia (WHELESS, 2008). Na Biblia, Evangelho de Sdo Mateus, ha o relato de
Jesus Cristo ter dito aos discipulos que para a cura de um epiléptico é preciso jejum e oragao
(Mt 17:14-21).

Posteriormente, no século XX o conceito de dieta cetogénica foi estabelecido e
considerado como tratamento alternativo ndo farmacoldgico (WILDER, 1921). Atualmente,
a Dieta Cetogénica (DC) é prescrita especialmente para criangas, na maioria dos centros
especializados, que apresentam refratariedade a pelos menos duas drogas de primeira linha
(INUZUKA-NAKAHARA, 2008).

A composicdo da DC é baseada no alto teor de gorduras, baixo teor de carboidratos e
teor proteico moderado, sendo o catabolismo de gordura a fonte primaria de energia e,
consequentente, responsavel pela producdo de corpos cetbnicos, que parecem estar
envolvidos no mecanismo terapéutico do controle das crises (LEE e KOSSOFF, 2011).

Os beneficios da DC como tratamento apresentam reducdo acima de 50% das crises
epilépticas, o que é considerado relevante clinicamente (PORTA et al., 2009; KINDEREN et
al., 2011).
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Em um estudo prospectivo, conduzido em centro de referéncia do Estado de S&o Paulo
avaliou-se 54 criangas sob tratamento de epilepsia refrataria com DC. Os resultados
mostraram reducdo superior a 75% das crises em 57,4% das criangas, e reducdo de 50-75%
das crises em 31,4% das criancas, além da ocorréncia rara de efeitos adversos como nauseas,
vomitos e hipoglicemia, demonstrando a eficacia da dieta na epilepsia refrataria (FREITAS
etal., 2007).

Na evidéncia de resultados positivos, o0 tempo médio de tratamento coma DC é de 2 a
3 anos e essa deve ser descontinuada apds este periodo. Os riscos e beneficios devem ser
avaliados se a decisdo for manter o tratamento por um periodo maior (KOSSOFF et al.,
2009).

A introducdo da DC segue prescricdes especificas (proporcdo de gorduras para
carboidratos e proteinas) e o controle das crises geralmente ocorre quando esta proporcéo é
3:1, sendo 4:1 a proporcdo mais comumente utilizada. As dietas com menores proporgdes
(2:1) sdo normalmente utilizadas na introducéo do tratamento (LEE e KOSSOFF, 2011).

O método tradicional para inicio da DC envolve jejum de 12 a 48 horas, e a producédo
de cetose que deve ser monitorada na urina (KOSSOFF et al., 2009). Entretanto, atualmente
existem trabalhos demonstrando que ndo é necessaria a inducao de cetose por jejum para a
introducdo da dieta; podendo ser realizada ambulatorialmente com propor¢cdo menor de
gordura (2:1) e evolugdo desta proporcgdo, conforme estabilizacdo de cetose do paciente
(KIM et al., 2004).

1.3.1 Absorgéo de lipideos e B-oxidacgdo: triacilglicerdis de cadeia longa e
cadeia média

A DC classica, estabelecida pelo protocolo inicial e mais tradicionalmente utilizada
nos tratamentos fornece triacilglicerois de cadeia longa (TCL) como fonte de gorduras
(FREEMAN et al., 1994). Recentemente, a dieta suplementada com triacilglicerois de cadeia
média (TCM), considerados mais cetogénicos, tem sido utilizada em alguns casos,
permitindo uma oferta maior de carboidratos e proteinas (NEAL e CROSS, 2010).

O processo de digestdo e absorcdo de lipidios depende das caracteristicas fisico-
quimicas de seus acidos graxos, portanto o tamanho da cadeia carbonica influencia
diretamente seus efeitos fisiolégicos (BACH e BABAYAN, 1982). Os TCM consistem em
acidos graxos saturados com comprimento de cadeia de 6 a 12 carbonos enquanto os TCL

sdo acidos graxos saturados com cadeia de 14 a 22 carbonos.
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Apo6s sofrer a agdo da lipase lingual e lipase gastrica, os acidos graxos no intestino
delgado, especialmente no duodeno, sofrem a agdo dos sais biliares que intensificam o
processo de emulsificagdo favorecendo posteriormente a acao da lipase pancreatica (CAREY
et al., 1983). Este processo é caracteristico dos TCL que sdo absorvidos nos enterdcitos e
incorporados a quilomicrons atingindo o sistema linfatico e, posteriormente, convergem para
a circulacdo sanguinea via artéria subclavia esquerda e ducto portal. J4 os TCM apresentam
maior biodisponibilidade digestiva. Sua absor¢do ocorre de maneira independente da
secrecdo pancreatica sendo absorvidos diretamente na circulagdo portal e prontamente
oxidados nas mitocondrias dos hepatécitos (BEERMANN et al., 2003), conforme a Figura
1.

Além disso, os acidos graxos de cadeia longa necessitam da acdo da carnitina
palmitoil transferase | e Il (CPT 1 e Il), pois essas enzimas permitem que 0s acidos graxos
entrem na mitocondria, onde serdo substratos para a f-oxidacdo (SHINOHARA et al., 2005).
Por sua vez, os acidos graxos de cadeia média por apresentarem menor tamanho molecular
sdo menos dependentes da atividade da CPT favorecendo sua entrada na mitocondria.

Embora as diferengas estruturais dos acidos graxos de cadeia longa e média possam
promover respostas cetogénicas distintas, dados de 20 anos de estudos mostraram que nao ha

diferenca quanto a eficacia entre ambas as dietas (KOSSOFF et al., 2009).
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Figura 1: Absorcdo dos triacilglicerois de cadeia longa e cadeia média no sistema
gastrointestinal. Os TCM e TCL sofrem agdo da lipase lingual e gastrica sendo a
biodisponibilidade digestiva dos TCM maior que dos TCL. Os TCL sofrem acdo
emulsificante dos sais biliares facilitando a acdo da lipase pancreatica. Os acidos graxos
livres e monoacilglicerdis formam complexos com os sais biliares (micelas) permitindo a
passagem dos lipidios através do meio aquoso do limen intestinal. Na mucosa intestinal
grande parte dos acidos graxos e monoacilglicerdis se une em novos TG (reesterificacdo).
Estes juntamente com o colesterol e os fosfolipidios formam os quilomicrons que sao
incorporados pelo sistema linfatico e posteriormente sdo captados pelo sistema portal
sofrendo a p-oxidagdo no tecido hepatico. J& os TCM atingem a circulacdo portal apds
passarem pelos enterocitos sendo transportados ao figado, ligados fracamente a albumina,
sem haver passagem pelo sistema linfatico e incorporagdo em quilomicrons. TCL:
triacilglicerois de cadeia longa; TCM: triacilglicerois de cadeia média; TG: triacilglicerois.
Adaptado de AYOAMA et al., (2007).
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1.4 MECANISMOS NEUROBIOQUIMICOS DA DIETA CETOGENICA

Apesar de quase um século de investigacdo e da utilizacdo clinica da DC, os
mecanismos envolvidos no controle das crises ainda s@o pouco compreendidos. O efeito
anticonvulsivante envolve a produgdo de corpos cetdnicos a partir da oxidacdo dos acidos
graxos no figado.

Os acidos graxos sao oxidados na mitocdndria gerando um excesso de acetil-CoA que
em baixa concentracdo de oxaloacetato reduz a velocidade de oxidacéo pelo ciclo de Krebs,
estimulando sua conversdo em acetoacetato e, subsequentemente, em acetona ¢ f-
hidroxibutirato. Os corpos cetdnicos atravessam a barreira hematoencefalica, sendo
transportados para o espaco intersticial do cérebro através dos transportadores de acido
monocarboxilico (MCNALLY etal., 2012).

A influéncia dos corpos cetbnicos nos mecanismos anticonvulsivantes vem sendo
estudada tanto em modelos experimentais in vivo como in vitro (FREEMAN et al., 2007). A
modulagdo dos neurotransmissores, potencial de membrana, canais de ions, alteracdo na
concentracdo das monoaminas biogénicas e acdo neuroprotetora, sdo 0s principais

mecanismos propostos (Figura 2).
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Figura 2: Producdo de corpos cetdnicos e possiveis efeitos anticonvulsivos no cérebro.

Os acidos graxos provenientes da DC sdo oxidados e o excesso de Acetil-CoA é convertido
em ACA e posteriormente em acetona ¢ B-hidroxibutirato. Os corpos cetdnicos atravessam a
BHE promovendo o efeito anticonvulsivante. 1- Aumento da sintese de GABA através da
alteracdo do ciclo glutamato-glutamina ou pelo estimulo nos canais de CI (receptor
GABAa); 2- Reducdo de glutamato pela inibigdo da VGLUT; 3-Alteracdo nas concentracdes
das monoaminas biogénicas (norepinefrina, adenosina, dopamina, serotonina); 4-
Hiperpolarizacdo neuronal pelos canais de Karp possivelmente mediada pelo receptor
GABAD. 5- Diminuicao de ROS por ativagdo das proteinas desacopladoras (UCPs). 6- Efeito
antioxidante por ativacdo do fator de transcricdo (Nrf2). CAT: carnitina acil transferase;
ACA:acetoacetato, BHB: p-hidroxibutirato; BHE: barreira hematoencefalica; VGLUT:
transportador vesicular de glutamato; A;R: receptor de adenosina; GABAaR: Receptor alfa
do GABA; GABADR: receptor beta do GABA; ROS: espécies reativas de oxigénio.
Adaptada de MCNALLY etal., (2012).

AlteracBes nas concentragbes dos principais neurotransmissores excitatorios e
inibitorios (glutamato e acido y-aminobutirico — GABA, respectivamente) tém sido propostas
como um possivel mecanismo de acdo da DC (DAHLIN et al., 2005). O GABA é um
intermediario do a-cetoglutarato sintetizado no ciclo de Krebs via glutamato e convertido em
GABA pela glutamato descarboxilase (MCNALLY et al., 2012). Além disto, 0os corpos
cetdnicos reduzem a concentracdo de aspartato estimulando a glutamato descarboxilase e
aumentando a sintese de GABA, otimizando o controle das crises (CHENG et al., 2004).

O modelo in vitro de cultura de astrocitos proposto por YUDKOFF et al., (1997),

mostrou reducdo na concentracéo de aspartato apds 1 hora de exposicéo a acetoacetato ou -
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hidroxibutirato. Outro estudo experimental, usando isétopos de sinaptossomas de ratos
expostos a acetoacetato ¢ P-hidroxibutirato mostrou aumento da concentracdo de GABA
(ERENCISKA et al., 1996). Esses resultados também foram semelhantes ao observado em
criangas que receberam a DC e passaram a ter aumento significativo da concentracdo de
GABA (DAHLIN et al, 2005).

O aumento da inibicdo ou reducéo da excitabilidade, se suficientemente intensa, pode
influenciar na funcdo do cérebro, controlando as crises (RUSKIN et al, 2012). A alta
concentracdo de GABA parece estimular os receptores dos canais de cloreto (CI),
aumentando o influxo negativo de ions, induzindo a hiperpolarizagdo neuronal (CHENG et
al., 2004). Esta hiperpolarizacdo é responsavel por inibir a ativacdo dos canais de calcio e
sodio, atividades necessarias para a excitacdo neuronal (TANNER et al, 2011). Além disto, a
inducdo da hiperpolarizagdo neuronal também pode ser associada ao aumento da abertura
dos canais de Katp (TANNER et al, 2011).

A razdo glutamato-cetose pode modular as funcgBes fisiolégicas através dos
transportadores vesicular de glutamato (VGLUT), que sdo responsaveis pelo preenchimento
das vesiculas pré-sinapticas com glutamato dependente dos canais de ClI" (JUGE et al.,
2010). Este estudo in vitro permite mostrar que o cloro ¢ um ativador alostérico do VGLUTSs
que ¢ competitivamente inibido pelos corpos cetbnicos (acetoacetato > P-hidroxibutirato)
(JUGE et al., 2010).

As monoaminas biogénicas tém sido investigadas em animais e humanos
(WEINSHENKER, 2008; DAHLIN et al., 2012; MARTILOTTI et al, 2006; MASINO et al,
2012). Em modelos animais, a concentracdo de norepinefrina aumentou em ratos que
receberam a DC, enquanto que os ratos que tiveram o transportador de norepinefrina alterado
ndo apresentaram esta mesma resposta (MARTILOTTI et al, 2006). Posteriormente, outro
estudo também demonstrou que a concentracdo de norepinefrina no hipocampo de ratos
alimentados com DC foi maior que em ratos alimentados com dieta normal
(WEINSHENKER, 2008).

Um estudo clinico (DAHLIN et al., 2012) mostrou reducdo significativa na
concentracdo de dopamina (de 410 para 342 nmol/L) e serotonina (de 158 para 137 nmol/L)
apos 3 meses de tratamento, enquanto que a concentracdo de norepinefrina permaneceu
inalterada (de 51,7 para 51,0 nmol/L). As mudangas nessas concentragdes também podem
ser diferentes em criangas respondedoras e ndo respondedoras a DC (DAHLIN et al, 2012).

A adenosina é considerada como o principal neuromodulador inibitério das crises
epilépticas (MASINO et al., 2009). Esta possibilidade foi reforcada por FEDELE et al.,
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(2005), que mostraram convulsdes eletrograficas no hipocampo de camundongos
transgénicos que tinham deficiéncia de adenosina. Ha evidéncias sugerindo que a DC exerce
efeitos anticonvulsivantes, restaurando a concentracdo de adenosina e ativacdo de receptores
(A{R) através de mecanismos relacionados a baixa concentragdo de glicose (DAHLIN et al.,
2012).

A mitocéndria também tem uma fungdo importante no mecanismo de controle das
crises pela geragdo de adenosina trifosfato (ATP), controle de apoptose, manutencdo da
homeostase de calcio, e producdo e detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MILDER et al., 2012). No estudo experimental de BOUGH et al., (2006), camundongos
mantidos em DC por pelo menos 3 semanas tiveram aumento da biogénese mitocondrial no
hipocampo em comparacdo com os controles, sugerindo uma alternativa nos estoques de
energia. Embora o papel antiepiléptico ligado a apoptose ndo esteja claro, esse mecanismo se
deve provavelmente a restricdo calérica (MAALOUF et al., 2009). Além da restricao
caldrica, os corpos cetdnicos também tém efeitos antioxidantes e os acidos graxos ativam as
proteinas desacopladoras mitocondriais (UCPs) (MILDER et al., 2012; MAALOUF et al.,
2007; SULLIVAN et al., 2004). De acordo com SULLIVAN et al., (2004), a DC pode
exercer efeito neuroprotetor pela reducdo de ROS através da ativacdo das UCPs. O estudo de
revisdo de MILDER et al., (2012) mostrou que apesar deste mecanismo ndo estar claro, além
da ativacdo dessas proteinas, ha um estimulo no fator de transcricdo Nrf2 que parece
estimular os elementos de resposta antioxidante e promover aumento na razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada.

Desta forma as evidéncias apontam para um efeito antioxidante da DC no cérebro.
Portanto, monitorar essa resposta nos outros compartimentos corporais, como no plasma,

pode ampliar o conhecimento sobre os efeitos sistémicos da DC.

1.5 EFEITOS ADVERSOS AO TRATAMENTO DIETOTERAPICO

Apesar dos beneficios da DC no controle da epilepsia serem inquestionaveis na
literatura, a DC est4 associada ao desenvolvimento de diversos efeitos adversos como a
hiperuricemia, hipocalcemia, acidose metabolica, hipercolesterolemia, litiase renal e
alteragBes gastrointestinais como vémitos, diarreia e constipacdo intestinal. (KOSSOFF et
al., 2009). Dentre esses efeitos, a principal manifestacdo clinica observada nos estudos sao as
dislipidemias como demonstrado por CHESNEY et al., (1999), LIU et al., (2003),
KWITEROVICH et al., (2003), NIZAMUDDIN et al., (2008). Esses estudos mostraram que
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0 aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDL), assim como de triacilglicerois (TG)
foram os principais efeitos adversos observados no metabolismo lipidico ao longo da
intervencdo com DC.

No estudo prospectivo de KWITEROVICH et al., (2003) 141 criangas tratadas por
mais de 2 anos com DC apresentaram aumento na concentracao de colesterol total (CT), TG,
LDL e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), além da reducdo da lipoproteina de
alta densidade (HDL), que é um forte indicador anti-aterogénico.

Anteriormente, em 2002, TUMAS avaliou o perfil lipidico de 34 criancas durante o
tratamento com a DC por 2 anos e encontrou aumento significativo do CT apds 6 meses de
intervencdo. Esse perfil manteve-se sem variacdo significativa até os 24 meses.
Surpreendentemente, observou-se reducdo significativa de TG ap6s 6 meses, seguido de
aumento significativo até os 24 meses; e elevacgao progressiva, mas nao significativa de LDL
e HDL até o final do estudo. Em 2010, esse mesmo autor avaliando 20 criangas desta mesma
amostra verificou aumento significativo tanto no CT como na LDL.

A relacdo entre as dislipidemias e o desenvolvimento das doengas cardiovasculares,
particularmente, da aterosclerose, esta amplamente documentada na literatura (SBC, 2013).
Portanto considerando essas alteragdes, é provavel que criancas e adolescentes submetidos a
DC apresentem maior risco cardiometabolico que criancas e adolescentes ndo submetidos a
DC.

Além das alteracGes no perfil lipidico, os estudos realizados nas Ultimas duas décadas
tém demonstrado que as modificacdes oxidativas das lipoproteinas bem como o aumento das
particulas pequenas de LDL sédo essenciais a iniciagdo e progressao da aterosclerose tanto em
adultos como em criancas e adolescentes (SEVANIAN et al., 1999; TOSHIMA et al., 2000;
e HULTHE e FAGERBERG, 2002). Portanto, esses estudos apontam que o aumento do
risco cardiometabdlico e cardiovascular ndo se limita apenas a concentragdo de LDL, mas
também a qualidade desta particula.

A LDL é uma particula estruturalmente complexa composta por proteina de alto peso
molecular, a APOB-100, lipideos neutros ¢ polares ¢ antioxidantes lipofilicos como o o-
tocoferol e beta-caroteno. Quando presa a parede vascular, essas particulas se tornam
susceptiveis a modificacdo oxidativa por enzimas como as lipoxigenases e mieloperoxidases,
e também através de reagdes oxidantes ndo enzimaticas gerando LDL oxidada (LDLox), cujo
potencial aterogénico é amplamente descrito na literatura (KETELHUTH e HANSSON,

2011). Assim, a LDLox induz o recrutamento de mondcitos, a formacdo de células
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espumosas e o acumulo de lipidios na parede arterial, contribuindo para 0 processo
aterogénico (YOSHIDA e KISUGI, 2010).

Estudos prévios em criancas e adolescentes demonstram que além do excesso de peso,
a concentracdo elevada de TG e LDL estdo associadas a formacéo de LDLox, enquanto que
a concentracdo de HDL apresenta uma associacdo negativa (KELISHADI et al., 2008;
KELLY et al., 2010; ALVES et al., 2010).

Neste sentido, inimeros estudos demonstraram uma concentragcdo maior da LDLox na
circulacdo de individuos dislipidémicos, que também foi associada a LDL com carga de ions
mais negativa e a particulas de LDL minimamente oxidadas, classicamente denominadas
como LDL eletronegativa [LDL(-)]. A LDL(-) esta associada ao aumento dos acidos graxos
ndo esterificados, aumento no conteldo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARYS), dos éxidos de colesterol e concentragdo reduzida de a-tocoferol (AVOGARO et
al.,, 1988; AVOGARO et. al., 1991; CAZZOLATO et al., 1991; DEJAGER et al., 1993;
HODIS et al., 1994, SEVANIAN et al., 1997).

Em 2011, MELLO et al., em estudo de revisdo mostraram que a origem da LDL(-) é
maltipla e complexa, incluindo o processo oxidativo e sendo capaz de ativar a inflamacéo e
resposta imune. Essa revisdo mostrou ainda que o aumento no contelido de LDL(-) esta
associado com a formagéo de auto-anticorpos anti-LDL(-).

Desse modo, é plausivel que individuos submetidos a DC apresentem condi¢des
metabdlicas favordveis a geracdo de LDL(-), os predispondo a um maior risco
cardiometabdlico.

As propriedades fisicas das lipoproteinas também vém sendo estudadas e sua variagdo
sugere que o tamanho das particulas de lipoproteinas pode fornecer mais detalhes do risco
cardiovascular individual, além do classico perfil lipidico (PACKARD et al., 2000;
BERNEIS et al., 2002). Até o momento a literatura ndo apresenta estudos que avalie este
efeito no contexto clinico da DC no tratamento da epilepsia, entretanto dois estudos avaliam
essas mudancas em adultos.

SHARMAN et al., (2002) mostraram que homens eutréficos e normolipidémicos apés
6 semanas recebendo DC ndo apresentaram alteracfes nas concentragdes de TG, LDL-C e
LDLox. Entretanto, os individuos com predominio de particulas pequenas de LDL
apresentaram aumento no diametro da particula e maior concentragdo de colesterol na
particula LDL-1 ap6s a DC.

Mais recentemente, WESTMAN et al., (2006) utilizaram a DC por 6 meses como

forma de tratamento para perda de peso em adultos. Esses autores observaram que a
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guantidade reduzida de carboidratos na DC favorece a reducdo na concentracdo de TG e
aumento na formacdo de particulas grandes de HDL e LDL, quando comparada a uma dieta
com baixo teor de gorduras. De forma semelhante, um estudo em ratos mostrou melhora da
perfusdo cardiaca com DC em relagdo a ratos que receberam uma dieta normal ou com alto
teor de carboidratos (AL-ZAID et al., 2007).

O estudo de revisdo de VINING (2008) evidenciou que ndo existem dados de estudos
prospectivos de longa duragdo que avaliaram o impacto da DC na salde cardiovascular. De
acordo com as diretrizes da Universidade de Johns Hopkins nos Estados Unidos para
tratamento dietético da epilepsia, as alteragcbes no perfil lipidico em longo prazo, nédo
parecem ser significativas, entretanto a influéncia dessas mudancas nas doengas coronarianas
séo desconhecidas (LEE e KOSSOFFF, 2011).

Apesar dessas observacGes, até 0 momento a literatura ndo descreve estudos nacionais
ou internacionais que tenham avaliado o possivel impacto da DC no contexto da epilepsia

refrataria sobre as caracteristicas oxidativas e fisicas das lipoproteinas.

1.5.1 Impacto da Dieta Cetogénica na Composi¢do Corporal e Crescimento

Além dos efeitos adversos da DC descritos acima, o inadequado crescimento e
desenvolvimento tém sido considerado um aspecto negativo associados a DC (VINING et
al., 2002, NEAL et al., 2008). Desse modo, ¢ fundamental que criancas e adolescentes sob
tratamento com DC sejam regularmente monitoradas, visando a adocgdo de estratégias que
possam minimizar o impacto da DC sobre o crescimento e desenvolvimento.

A avaliacdo do estado nutricional constitui etapa fundamental na qual se verifica a
adequacdo do crescimento e das proporgdes corporais, segundo os padrbes de crescimento
esperados (MELLO, 2002). No segmento pediatrico, as medidas mais comumente utilizadas
envolvem a afericdo de peso, estatura e a classificagdo pelas curvas de crescimento.
Adicionalmente, a avaliacdo da composicdo corporal é indicativa do estado nutricional,
podendo essa ser feita pelos seguintes métodos: pesagem hidrostatica, hidrometria,
plestimografia, ultrassonografia, tomografia computadorizada, bioimpedancia elétrica (BIA)
e absorciometria radiolégica de dupla energia (DEXA) (SIGULEM et al., 2000).

A escolha do método de avaliagdo do estado nutricional esta vinculada ao objetivo, ao

custo, ao tempo disponivel para realizacdo, ao nivel de dificuldade e de habilidade
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requeridos, a validade do método e a receptividade por parte da populacdo e aos possiveis
riscos envolvidos (SIGULEM et al., 2000).

O uso da bioimpedancia elétrica como um dos métodos de avaliacdo da composicao
corporal em criangas é questionado pela Sociedade Brasileira de Pediatria (2009), pelo fato
da infancia ser um periodo caracterizado por rapidas mudancas e grande variabilidade
interindividual de fluidos corporais. No entanto, alguns estudos vém apresentando boa
aplicabilidade da bioimpedancia elétrica em criangas (WU et al., 1993; OKASORA et al.,
1999; NGUYEN et al., 2007; WRIGHT et al., 2008; ERCEG et al., 2010).

WU et al., (1993) avaliaram 47 criangas e adolescentes com idade entre 8 e 20 anos
pela bioimpedancia elétrica e pela pesagem hidrostatica e encontraram uma correlacdo de
0,98 nos meninos e 0,97 nas meninas para a massa livre de gordura. Outro estudo mostrou
um coeficiente de correlagdo de 0,90 para o percentual de gordura corporal, 0,95 para massa
livre de gordura e 0,95 para a massa de gordura na avaliagdo de 104 criancas por
bioimpedancia elétrica e DEXA (OKASARA et al., 1999).

O indice de impedancia foi o melhor preditor em comparagdo ao DEXA e medidas
antropomeétricas para estimar a massa livre de gordura em criangas de 2,5 a 18 anos de um
hospital universitario na Alemanha (NGUYEN et al., 2007).

Em 2008, um estudo desenvolveu um método para obtencdo de indices de massa
gorda e massa livre de gordura através da bioimpedancia e concluiu que esses indices
permitem uma avaliagdo mais precisa do aporte energético de criancas com limitacdes
neuroldgicas, além de fornecer identificacdo mais valida do risco de baixo peso ou obesidade
em criancas (WRIGHT et al., 2008).

Mais recentemente, ERCEG et al., (2010) sugeriram que a bioimpedancia é a
alternativa mais segura comparada ao DEXA e a pesagem hidrostatica tanto em adultos
como em criancas.

As mudangas provocadas no estado nutricional de criancas com epilepsia refrataria
submetidas a DC vém sendo estudadas (FREEMAN et al., 2007). Entretanto, esses estudos
consideram apenas 0 peso e estatura como forma de avaliagdo e ndo avaliam medidas como
massa gorda e massa magra da composi¢do corporal dessas criangas.

Em 2002, VINING et al., em um estudo prospectivo de mais de 2 anos mostraram que
apos o inicio da dieta os escores de peso para idade (P/I) diminuiram e os escores de estatura
para idade (E/I) apresentaram redugdo apenas nos primeiros 6 meses de tratamento.
Resultados semelhantes na perda de peso avaliada pelo Z P/l foram encontrados por NEAL

et al., (2008). No entanto, a redugdo significativa na estatura foi observada somente no
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periodo de 6 a 12 meses apos a introducdo da dieta. Em contrapartida, LIU et al., (2003)
observaram aumento significativo na estatura de criancas com DC.

Neste mesmo ano (2002) TUMAS, avaliou o percentual de gordura corporal por
quatro dobras cutaneas (triciptal, subescapular, supra-iliaca e biciptal) em 31 criancas no
momento basal, entre 6 e 12, 18 e 24 meses de DC, e verificou que ndo houve diferenca
significativa, indicando que a DC ndo apresenta impacto negativo na composicao corporal.
No entanto, ao monitorar por 2 anos o estado nutricional de 20 criangas desta mesma
amostra, esses mesmos autores verificaram redugdo significativa nos escores P/l e E/I, sendo
que para o indice de massa corporal para idade (IMC/I) esta reducdo nédo foi significativa
(TUMAS et al., 2010).

Portanto, monitorar parametros antropométricos e de composicado corporal em criangas
com epilepsia refrataria podem contribuir na avaliagdo clinica dos beneficios e efeitos

adversos do tratamento dietoterapico.

1.6 IMPACTO ECONOMICO DA EPILEPSIA E DA DOENCA
CARDIOVASCULAR

Outro aspecto importante nos anos recentes é o impacto econdmico, tanto da epilepsia
como das doencas cardiovasculares na saide publica (NETO e MARCHETTI, 2005 e
AZAMBUJA et al., 2008).

O custo das doencas cardiovasculares (DCV) sao significativos (AZAMBUJA et al.,
2008). Aproximadamente dois milhGes de casos de DCV foram relatados em 2004 no Brasil,
representando 5,2% da populacdo acima de 35 anos de idade. O custo anual em 2004 foi de,
pelo menos, R$ 30,8 bilhdes (36,4% para a saude, 8,4% para o seguro social e reembolso por
empregadores e 55,2% como resultado da perda de produtividade), correspondendo a R$
500,00 per capita (para a populacdo de 35 anos e acima) e R$ 9.640,00 por paciente
(AZAMBUJA et al.,, 2008). Somente nesse subgrupo, os custos diretos em salde
representaram 8% do gasto total do pais com salde e 0,52% do PIB (R$ 1767 bilhdes = 602
bilhdes de délares), o que corresponde a uma média anual de R$ 182,00 para os custos
diretos per capita (R$ 87,00 de recursos publicos) e de R$ 3.514,00 por caso de DCV grave
(AZAMBUJA et al., 2008).

As novas drogas antiepilépticas (DAEs) tém um custo mais de 100 vezes superior ao
do fenobarbital e 10 a 20 vezes superior ao da fenitoina e carbamazepina (NETO e

MARCHETTI, 2005). O custo do tratamento pelas DAEs é, entretanto, apenas uma pequena
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parte da “conta” global do tratamento de um paciente epiléptico. Custos indiretos (custos de
morbidade, beneficios, mortalidade excessiva, pensdes, desemprego, dias de trabalho
perdidos e outros custos sociais), assim como custos relacionados ao tratamento,
particularmente hospitaliza¢do, sdo muito mais representativos.

Somando-se aos custos diretos com o tratamento da epilepsia, deveriam ser
acrescentados os gastos com o tratamento das morbidades associadas. Dentre essas, as
doencas cardiovasculares podem estar inseridas, especialmente se considerarmos 0s
possiveis efeitos colaterais das DAEs que podem contribuir com a dislipidemia, bem como
as possiveis mudancas promovidas no metabolismo lipidico induzidas pela DC.

Neste sentido, avaliar parametros lipidicos considerados fatores de risco classicos para
doenca cardiovascular e, particularmente para a aterosclerose, pode contribuir com a
avaliacdo clinica e reducédo de possiveis efeitos adversos no seguimento de pacientes tratados
com DC.

1.7 JUSTIFICATIVA

Considerando que a dieta cetogénica é um tratamento terapéutico com eficacia
comprovada no controle das crises epilépticas e que a literatura ndo apresenta estudos que
avaliem o efeito da DC no risco cardiovascular, torna-se importante estudar, além do perfil
lipidico, os fatores de risco ndo classicos como o tamanho de particulas e o perfil oxidativo

das lipoproteinas envolvidas na patogénese da aterosclerose.

1.8 HIPOTESE

Esse estudo foi baseado nas seguintes hipoteses:

a) Criancas e adolescentes apresentardo maiores concentracdes de CT, LDL, TG, APO
B e Acidos graxos ndo esterificados (AGNESs) apds 3 (T1) e 6 meses (T2) de DC.

b) Criancas e adolescentes sob tratamento com DC apresentardo menores
concentracdes de APO A-I.

c) Criancas e adolescentes sob tratamento com DC apresentardo maiores concentracfes
de marcadores oxidativos [LDL(-), anticorpos anti-LDL(-) e TBARS] no Tl e T2.
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d) Criangas e adolescentes sob tratamento com DC apresentardo aumento na

concentracdo de particulas pequenas de LDL e redugdo do tamanho médio de LDL.

A Figura 3 resume esquematicamente as hip6teses propostas por este estudo:
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Figura 3: Possiveis efeitos da DC no metabolismo lipidico.

A dieta cetogénica fornece alta concentracdo de acidos graxos e ap6s a acdo das lipases
liberam os AGNE. Esses acidos graxos sdo absorvidos pelos enterdcitos onde sdo
reesterificados em TG. Os TG e colesterol sdo incorporados na VLDL contribuindo com o
aumento da concentracdo de LDL e geracdo de LDL(-), além da formacdo de particulas
pequenas de LDL. Essas particulas migram para o0 espago subendotelial iniciando o
processo inflamatorio diferenciando mondcitos em macréfagos formando células
espumosas e consequentemente a placa de ateroma. Na fase inicial de oxidacéo lipidica os
radicais livres favorecem a geracdo de LDL(-) e na fase final de oxidagdo lipidica a
formacdo de TBARS. Em resposta a este aumento de LDL(-) ha um aumento da produgdo
de anticorpos Anti-LDL(-). DC: dieta cetogénica; AG: acido graxo; AGNE: acido graxo
ndo esterificado; TG: triacilglicerois; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; IDL.:
lipoproteina de densidade intermediaria; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; LDL(-):
LDL eletronegativa; Anti-LDL(-): Anticorpos Anti-LDL(-).

33



2. OBJETIVOS




2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o impacto da dieta cetogénica classica nas caracteristicas oxidativas, fisicas e

lipidicas das lipoproteinas de criancas e adolescentes com epilepsia refrataria.

35



3. MATERIAL E METODOS




3. MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Trata-se de um ensaio clinico ndo controlado de séries temporais com seguimento de 6
meses (GRADY et al., 2003). Foram incluidas criancas e adolescentes de ambos 0s sexos
com epilepsia refrataria, com idade entre 1 e 19 anos, avaliadas em trés momentos: TO —
apos indicacdo do tratamento e antes da introdugdo da DC; T1 — apds 3 meses de tratamento
com a DC e; T2 — ap6s 6 meses de tratamento com a DC. Portanto, o estudo seguiu o fluxo

abaixo (Figura 4):
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Figura 4: Delineamento do estudo nos diferentes momentos de monitoramento.

As criancas e adolescentes inclusas neste estudo foram recrutadas do Ambulatério de
Dieta Cetogénica do ICr-HC-FMUSP (S&o Paulo, S&o Paulo). O encaminhamento dos
pacientes ao ambulatorio se deu por duas vias: mala direta com divulgacdo do projeto para

Sociedade Brasileira de Neurologia Infantil e captacdo de pacientes do Ambulatorio de

37



Neurologia do Instituto Central - HC-FMUSP pela neuropediatra responsavel do ambulatério
do ICr-HC-FMUSP.

Todos os responsaveis pelas criancas participantes passaram pelo processo de
esclarecimento e assinaram o termo de consentimento (TCLE), conforme Anexo 1. Todos 0s
procedimentos de obtencdo de amostras, analises e divulgacdo dos resultados seguiram as
normas do Conselho Nacional de Salde, no que se refere a ética em pesquisa com seres
humanos (BRASIL, 1996). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da FSP-USP (CAEE
00608012.1.0000.5421), sendo o ICr-HC-FMUSP a instituicdo coparticipante (Anexos 2 e
3).

3.2 TAMANHO DA AMOSTRA

A amostra do estudo foi de conveniéncia. Devido a baixa prevaléncia da epilepsia
refrataria e o Instituto da coleta de dados ser um Centro de Referéncia Nacional para o
tratamento com a DC, néo se fez necessario um calculo amostral, visto que todas as criangas
e adolescentes com refratariedade tem indicacdo da dieta. Portanto, foram convidadas para
compor a amostra todas as criancas e adolescentes com epilepsia refrataria ndo controlada
por politerapia medicamentosa (drogas antiepilépticas) e com indicacdo para inicio do
tratamento com a DC, respeitando-se os critérios de inclusdo, encaminhados ao Ambulatério
de Dieta Cetogénica do Instituto da Crianga do HC-FMUSP no periodo de junho de 2012 a

marc¢o de 2014. Sendo a estimativa inicial de tamanho amostral de 30 criancas.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E NAO INCLUSAO

Participaram do estudo criangas e adolescentes com diagndstico de epilepsia
refrataria em politerapia medicamentosa (drogas antiepilépticas) e indicacdo de tratamento

com DC, conforme os seguintes critérios de inclusdo:

¢ Criancas e adolescentes de ambos 0s sexos com idade de 1 a 19 anos;
o Criancas e adolescentes que ndo utilizavam nenhum tipo de reposi¢cdo hormonal;
¢ Criangas e adolescentes que ndo apresentavam diagndstico de diabetes mellitus e

hipotireoidismo ou hipertireoidismo;

38



¢ Criancas e adolescentes que ndo apresentavam doengas agudas como cardiopatias e
doencas renais que impediram a indicagdo da DC avaliadas por anamnese e exame

clinico completo pela médica neuropediatra responsavel pelo ambulatério.

3.4 ANALISE DE RISCOS E BENEFICIOS

Embora os pacientes inclusos no estudo receberam um tratamento dietético
terapéutico, esses pacientes ja seriam submetidos a esse tratamento independente da pesquisa
realizada. Portanto, o risco considerado foi minimo. Os beneficios resultantes da realizagao
deste estudo basearam-se na identificacdo do impacto da DC na oxidacdo de lipoproteinas,
perfil lipidico e parametros fisicos das lipoproteinas. Neste contexto, os beneficios para a
populagdo inclusa no estudo ainda sdo experimentais, mas contribuirdio com a conduta
médica e/ou dietética no tratamento com a dieta cetogénica em criangas com epilepsia,
sobretudo pelas modificagbes significativas na qualidade das lipoproteinas (maior
oxidabilidade e menor tamanho da LDL), além das mudangas no conteldo de lipideos

presentes nesta particula.

3.5 PERFIL SOCIOECONOMICO E CLINICO

Os responsaveis pelos participantes do projeto responderam por meio de entrevista
direta um Questionario de Identificacdo, Avaliagdo Socioecondmica e Clinica do Paciente
(Anexo 4), de modo que a caracterizagdo dos grupos estudados seja realizada.

As faixas de classificagdo Socioecondmica apresentadas no Anexo 4 foram baseadas
em parametros previamente estabelecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2011).

As crises epilépticas foram classificadas ap6s avaliagdo clinica e avaliacdo de
eletroencefalograma pela neuropediatra com base na classificacdo internacional proposta
pelo ILAE, 2010 (Anexo 5). A etiologia da epilepsia foi determinada com base na anamnese
e historia clinica da doenga, exames de imagem (ressonancia magnética nuclear), além da

presenca ou nao de exames genéticos.

39



3.6 AVALIACAO ANTROPOMETRICA E COMPOSICAO CORPORAL

Para avaliacdo antropométrica e de composicdo corporal foram aferidos peso (Kg),
estatura (cm), composicdo corporal por bioimpedancia elétrica e dobras cutaneas:
subescapular (DCS) e triciptal (DCT).

O peso foi determinado com os pacientes utilizando o minimo de roupas e descalcos,
através da balanca digital W-200A® (Welmy, Sédo Paulo, Brasil) com limite de capacidade
de 200 Kg e precisdo de 100 g. Para criangas que ndo deambulavam, o método peso canguru
foi utilizado.

A medida de estatura para criangas que deambulavam foi determinada através do
estadidmetro (Tonelli®), onde os pacientes ficaram descalcos, em posicao ereta, com 0s pés
paralelos, calcanhares, panturilha, gliteos, ombros e cabeca encostados no estadiémetro,
com a cabeca sob o plano horizontal de Frankfurt. Para criancas que ndo deambulavam a
medida foi determinada através do antropdmetro pediatrico para criangas com até 100 cm.
Este foi apoiado em uma superficie plana e firme sendo a cabeca da crianga apoiada
firmemente contra a parte fixa do equipamento, mantendo o pescogo reto, o queixo afastado
do peito, os bracos estendidos ao longo do corpo, e os joelhos posicionados para baixo
unindo os pés formando um angulo reto com as pernas encostando na parte mdvel do
equipamento. Criancas maiores de 100 cm que ndo deambulavam tiveram a estatura
estimada pela altura do joelho (CHUMLEA, 1994), onde a crianga foi mantida em posigédo
supina e o comprimento entre o calcanhar e a superficie anterior da perna na altura do joelho
(condilo do fémur) foi medido com o antropémetro pediatrico.

Os dados de peso e estatura foram utilizados para calculo do indice de massa corporal
(IMC). Os escores z de estatura para idade (Z E/l) e IMC para idade (Z IMC/l) foram
obtidos, conforme as curvas de crescimento preconizadas pela Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 2006, 2007), e a classificacdo do estado nutricional foi baseada no Z IMC/I.
Devido as curvas de crescimento s6 apresentarem Z P/l (escore Z de peso/l) até 10 anos, 0
ZP/1 ndo foi utilizado. Desta forma os resultados foram baseados no Z E/l e Z IMC/I tanto
para as criangas como para os adolescentes.

Para realizacdo da bioimpedancia elétrica (BIA) foi utilizado o aparelho tetrapolar
Biodynamics®, modelo 450 (TBW, Sao Paulo, Brasil) através da aplicacdo de corrente
elétrica de 800pA e frequéncia de 50KHz com obtencdo dos valores de resisténcia (R),
reactancia (Xc) e dados de composicéo corporal: &ngulo de fase (AF-), percentuais de massa

celular corporal (%MCC), massa extracelular (%ME), massa magra (%MM), massa gorda
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(%MG), agua corporal na massa magra (%ACTmm) e agua corporal no peso total
(%ACTpeso). Para a realizagdo da BIA todos os pacientes foram orientados a permanecerem
em jejum por um periodo de 12 horas.

Devido a faixa etaria dos participantes do estudo, foi tomado o cuidado dos eletrodos
serem conectados a uma distancia de pelo menos 3 cm um do outro (NGUYEN et.al., 2007).
As medidas de BIA foram tomadas do lado direito do paciente, orientado a manter-se deitado
em posicgdo supina, com os bracos em angulo de 30° em relacdo ao seu corpo e as pernas sem
contato entre si. Calgados e meias foram retirados e durante o teste a crianga permaneceu 0
mais imovel possivel.

As medidas das dobras cuténeas foram realizadas com adipdmetro (Lange Skinfold
Caliper® — Cambrige Scientific Industries, USA) de pressio constante de 10 g/mm? A DCT
foi obtida a partir do ponto médio do braco direito, entre o acrdmio e o olecrano, na regiao
posterior ajustando-se a mandibula do compasso perpendicularmente ao eixo longitudinal da
dobra, cerca de 1 cm abaixo dos dedos do pesquisador. A medida da DCS foi aferida
imediatamente abaixo do angulo inferior da escapula, posicionando-se a mandibula do
compasso em angulo de 45 graus em relacdo a coluna vertebral. Ambas as medidas foram
tomadas com os bracos e ombros o mais relaxado possivel. As medidas obtidas foram

somadas e classificadas em percentis, conforme FRISANCHO, 1990.

3.7 CALCULO DA DIETA E PROTOCOLO DE ORIENTACAO

O protocolo de orientacdo e planejamento dietético da instituicdo de coleta considera
as recomendagdes estabelecidas por FREEMAN et al., (1994) (Tabela 1). O peso ideal foi
estabelecido apds a avaliagdo do Z IMC/I (WHO 2006, 2007), sendo considerado o peso
referente ao Z IMC/l mais préximo do estado nutricional de eutrofia. A prescricdo de
proteinas segue a recomendacdo de 0,75g a 1g/Kg de peso (FREEMAN et. al.,1994).

A introducdo da dieta e evolucdo do aumento da proporcéo de gorduras foi realizada
apos o calculo da composicdo dietética e monitoramento da concentragdo de corpos

cetbnicos na urina (Tabela 2).
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Tabela 1 — Determinacéo de calorias por quilo de peso corporal (Kcal/Kg) e calorias totais, a

partir da idade e peso ideal estimado por Z IMC/I.

Idade (anos) Kcal/Kg
<1 80
1-3 75
4-6 68

7-10 60
>11 40-500u<

Fonte: FREEMAN et al., (1994)
Desta forma, os pacientes inclusos no TO passaram por todos os exames e foram
coletados os dados de antropometria, e somente na segunda semana receberam orientacao

para inicio da DC 2:1 dando continuidade ao cronograma de tratamento.

Tabela 2 — Calculo da composicao dietética e cronograma de tratamento.

Carboidratose Kcal por unidade  Cronograma de

Proporgdo Gordura Calorias Proteinas dietética Tratamento
2:1 2g x 9 Kcal/g =18 18 1gx 4 Kcal/g =4 18+4=22 18 semana
3:1 3g x 9 Kcal/g=18 27 1gx 4 Kcal/g =4 27+4 =31 2% semana
4:1* 4g x 9 Kcal/g =18 36 1gx 4 Kcal/lg=4 36+4=40 4% semana

Fonte: Adaptado de FREEMAN et. al. (1994).* A dieta 4:1 é introduzida conforme a medida de cetontria

As calorias totais foram distribuidas em 4 refeicbes (café da manha, almogo, merenda
ou lanche noturno e jantar), sendo a dieta classica o tipo de dieta adotada pela instituicdo. A
dieta foi composta por creme de leite, ovo, maionese ou toucinho fresco, azeite de oliva ou
6leo vegetal, queijo processado tipo Polengui®, carnes e embutidos, frutas, legumes e
verduras (Anexo 6). As bebidas permitidas eram sucos de limdo e maracuja natural, suco
artificial em p6 sem aculcar, chas sem adicdo de aglcar e agua. O uso de adogantes sem
frutose e lactose foi orientado como opg¢do para substituicdo do aglcar. Alimentos com alto
teor de carboidratos e proteinas como arroz, feijao, doces, pdes, bolachas, macarrdo e massas
ndo podem ser consumidos. Alguns tubérculos e raizes (batata, mandioquinha, mandioca,
beterraba, cara e inhame) fizeram parte da dieta apenas na proporcao 2:1.

A orientacdo da DC foi realizada em parceria com a Nutricionista do Ambulatorio do
Instituto da Crianca (ICr-HC-FMUSP) e a Nutricionista pesquisadora do estudo da
Faculdade de Saude Publica (FSP-USP). A introducdo da dieta foi realizada somente para os
responsaveis da crianca/adolescente que atenderam o0s seguintes requisitos: presenca do

responsavel da crianca/adolescente que se comprometeu com o preparo da dieta, aquisicao
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de balanca com precisdo de 1g para a pesagem dos alimentos e caderno de anotacdes.
Durante a orientagdo os responsaveis receberam o impresso da DC e simulando a pratica
diaria do preparo, aprenderam a manusear a balanca aferindo o peso correspondente de uma
maca (alimento da lista de frutas).

A concentracdo de corpos cetdnicos na urina foi detectada por fita especifica para
cetonlria (Accu-chek/Keto-diabur test do Laboratério Roche®) pelo responsavel da
crianca/adolescente, a partir da 22 semana de dieta apds orientagdo prévia. A marcagédo foi
feita pelo simbolo em cruz (+) correspondente a cor e concentragdo dos corpos cetdnicos em
mg/dL: + (10mg/dL), ++ (50mg/dL), +++ (150mg/dL). O responsavel foi orientado a
registrar a medida 2 a 4 vezes/dia de acordo com a liberacéo de urina. Apds 3 meses de DC o
registro foi realizado 1 vez/dia.

Portanto, a concentracdo de corpos cetbnicos indicou a necessidade do paciente
receber a orientacdo da dieta 4:1 ou permanecer na dieta 3:1, sendo a meta a marcagéo de
+++ (150mg/dL).

3.8 AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada por meio de aplicacdo de trés
Registros Alimentares em cada momento do estudo (Anexo 7), visto que esta ferramenta ja
faz parte do protocolo do ambulatério para 0 monitoramento da DC. Os responsaveis foram
orientados quanto ao preenchimento e todos os registros entregues passaram por conferéncia
dos entrevistadores onde foi feita a complementacdo necessaria de qualquer informacao
(quantidade, preparo, tipo de alimento). Para facilitar essa complementacdo 0s registros
foram sempre referentes aos 3 dias anteriores a data da coleta de dados.

Periodo Basal (T0) — Trés registros solicitados no momento da inclusao

Periodo 3 meses (T1) — Trés registros recolhidos do caderno de monitoramento da DC

Periodo 6 meses (T2) — Trés registros recolhidos do caderno de monitoramento da DC

Os dados foram preenchidos em um formulario padrdo que compreende a listagem de
alimentos e descricdo detalhada. Desta forma, foi possivel definir e quantificar todos os
alimentos e as bebidas consumidas. Nos momentos T1 e T2 a referéncia para informagéo do
consumo foi o peso dos alimentos (g) prescritos na DC, visto que esses foram pesados em

balanca com precisdo de 1 g antes do preparo.
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Devido a DC ndo apresentar quantidades adequadas de vitaminas e minerais o ICr-
HC-FMUSP indicou o uso de suplemento padréo a partir da 3% semana de DC para todas as
criancas e adolescentes que faziam parte do ambulatdrio. O uso desses suplementos foi
monitorado, conforme Anexo 4 e somados as vitaminas e minerais obtidos por meio da
dieta.

A energia (Kcal) e os seguintes nutrientes: proteinas (g), carboidratos (g), agucar (g),
lipideos (g), colesterol (mg), fibras (g), acidos graxos saturados (g), acido graxo palmitico
(9), acido graxo estedrico (g), acidos graxos poli-insaturados (g), acido graxo linoleico (g),
acido graxo linolénico (g), acido graxo araquidbnico (g), acido graxo eicosapentaendico
(mg), acido graxo docosahexaenodico (mg), 6mega 3 (g), 6mega 6 (g), acidos graxos
monoinsaturados (g), acido graxo palmitoil (g), &cido graxo oleico (g), a-caroteno (ug) pB-
caroteno (pg), licopeno (ug), vitamina A (ug RE), vitamina D (ug),vitamina E (mg de o-
tocoferol), vitamina K (ug), vitamina B1 (mg), vitamina B2 (mg), vitamina B3 (mg),
vitamina B6 (mg), vitamina B12 (ug), vitamina C (mg), calcio (mg), ferro (mg), sédio (mg),
zinco (mg) foram analisados por meio do programa Food Processor Software: Esha
Research® versdo 10.11.0 (2012).

Para analisar os registros de consumo, os alimentos e preparacfes foram padronizados
e adicionados ao programa. As medidas caseiras foram padronizadas conforme a tabela de
medidas caseiras de PINHEIRO et al., (2001) e apenas os alimentos que ndo foram
encontrados no software foram adicionados utilizando como referéncia as tabelas de
composicdo de alimentos: PHILLIPI (2002) e Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos — TACO (2011).

A partir da forma bruta os resultados de consumo alimentar foram ajustados pelo
programa The Multiple Source Method (MSM), versdo 1.0.1 (DEPARTMENT OF
EPIDEMIOLOGY OF THE GERMAN INSTITUTE OF HUMAN NUTRITION, 2011), que
utiliza técnicas de modelagem estatistica para a remocdo da variabilidade intrapessoal.

Portanto, os resultados finais referentes ao consumo alimentar foram apresentados sob

a forma ajustada pelo MSM.

3.9 ADESAO A DIETA CETOGENICA

O monitoramento da adesdo a dieta foi baseado na ingestdo adequada dos
macronutrientes prescritos respeitando a proporgdo de gorduras, carboidratos e proteinas. As

medidas de cetose na urina (item 3.7), e mais precisamente a detec¢do do B-hidroxibutirato
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no plasma (item 3.9.1) foi indicativo da producdo de corpos cetdnicos. Visando reforcar a
adesdo a intervencdo, os responsaveis pelos pacientes foram monitorados quinzenalmente
por telefone e e-mail, e possuiam contato com o pesquisador para sanar eventuais davidas

durante o tratamento.

3.9.1 Determinacdo de B-hidroxibutirato

A concentragdo do B-hidroxibutirato foi determinada por método enzimético cinético
através do kit Ranbut® (Randox Laboratories Limited, Reino Unido). Ao plasma (6,2 ul) foi
adicionado 250 pl da solugdo reagente (NAD+ 2,5 mmol/L e 3-hidroxibutirato desidrogenase
0,12 U/ml) previamente reconstituida em solugdo tampdo, sendo posteriormente incubada
por 60 segundos a 37°C. Imediatamente ap6s a incubacdo, 100 ul da solu¢do foram
monitorados a 340 nm em temperatura de 37°C durante 3 minutos, sendo a reatividade
registrada em intervalo de 60 segundos. A quantificagéo de p-hidroxibutirato foi realizada
pelas médias das 3 leituras das absorbancias dividida pela média do padrdo destas leituras.
Os valores foram expressos em mmol/L. Todas as analises foram realizadas em duplicata no
Laboratério de Nutricdo Humana da FSP-USP.

3.10 OBTENCAO DE SANGUE

Nos momentos TO, T1 e T2 e apds um jejum de 12 horas foi coletada uma amostra de
sangue (20 mL) no Laboratério do Instituto da Crianga do HC-FMUSP. O sangue foi
coletado em tubos vacutainer contendo acido etileno-diaminotetraacético-EDTA (1 mg/mL)
(BD, Brasil), utilizado como anticoagulante e antioxidante, mantido em gelo e protegido da
luz até a obtencdo do plasma. As analises descritas nos itens 3.11 foram realizadas no
Laboratoério do Instituto da Crianca do HC-FMUSP e as analises descritas do item 3.12 a
3.18 estdo foram realizadas no Laboratdrio de Nutricio Humana da FSP-USP, sendo a
amostra de sangue distribuida entre os laboratdrios (Figura 5).

Ao plasma (3000 rpm, 15 min, a 4°C) obtido no Laboratério de Nutricdo Humana da
FSP-USP acrescentamos 0s seguintes inibidores de proteases: aprotinina (10 pg/mL),
benzamidina (10 uM) e fluoreto de fenilmetilsulfonila-PMSF (5 uM), além do antioxidante

2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno-BHT (100 uM). Em seguida o plasma foi aliquotado em
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tubos criogénicos, conforme nimero de analises pré-estabelecidas, e armazenados a -80°C

até o momento dessas analises.

Coletade 20 ml
de sangue*

&

(Fi 4ml de sangue
conforme o pedido
de Rotina - ICr-HC-

FMUSP *

'"[ |7/ |7 16mldesangue

l JUuuyy FSP-USP*

1 ml de plasma: Apolipoproteinas (APO A-1 e APO B)
1 ml de plasma: AGNEs

1 ml de plasma
1 ml de plasma
1 ml de plasma
1 ml de plasma
1 ml de plasma

1 ml de plasma

: TBARs

: p-hidroxibutirato

: subfragdes de LDL (Lipoprint)
: subfragdes de HDL (Lipoprint)
: LDL eletronegativa (-)

: Anticorpo Anti-LDL(-)

Figura 5 — Fracionamento de sangue e realizacdo das analises no plasma. *Realizado pelo

Laborat6rio do Instituto da Crianga do HC-FMUSP; ** Realizado pelo Laboratério de

Nutricdo Humana da FSP-USP.

3.11 DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO

As concentragdes de CT, TG no plasma e colesterol associado a HDL e LDL foram

determinadas por método colorimétrico enzimatico pelo equipamento Cobas 6000 modelo C

501 utilizando os kits CHOL2, TRIGL,

HDLC3 e LDL-C (Laboratorio Roche Diagnostics

GmbH®, D-68298 Mannheim). Todas essas analises foram realizadas pelo Laboratério do

Instituto da Crianca do HC-FMUSP. A partir dos resultados acima foram calculadas as
razbes TG/HDL-C, CT/HDL-C, LDL-C/HDL-C, ndo HDL-C.
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Para classificacdo do perfil lipidico dos pacientes foram utilizados os valores de

referéncia propostos pela Academia Americana de Pediatria (2011).

3.12 DETERMINACAO DAS APOLIPOPROTEINAS

As apolipoproteinas Apo Al e Apo B foram determinadas por métodos padréo, através
da utilizacdo dos kits APO AI® e APO B® (Randox Laboratories Limited, Reino Unido),
respectivamente, pelo método imuno-turbidimétrico. As analises foram realizadas no
equipamento Cobas Mira Classic (Roche). A partir dos resultados acima foram calculadas as
razbes HDL-C/Apo Al, LDL-C/Apo B, APOB/APOA-I. Todas essas analises foram

realizadas no Laboratorio de Nutricdo Humana da FSP-USP.

Para classificacdo das apolipoproteinas A-1 e B foram utilizados os valores de

referéncia propostos pela Academia Americana de Pediatria (2011).

3.13 DETERMINACAO DOS ACIDOS GRAXOS NAO ESTERIFICADOS

Os éacidos graxos ndo esterificados (AGNEs) foram determinados pelo método
colorimétrico enzimatico, através do kit NEFAS® (Randox Laboratories Limited, Reino
Unido). As analises foram realizadas no sistema automatico Cobas Mira Classic (Roche) no

Laboratério de Nutricdo Humana da FSP-USP. Os valores foram expressos em mmol/L.

3.14 SEPARACAO DE LDL(-)

A partir de um pool de LDL obtido por ultracentrifugacdo (55.000 rpm, 18h, 4°C),
foi identificada e purificada a sub-fragdo LDL(-), utilizando-se a técnica de Fast Protein
Liquid Chromatography (FPLC) descrita previamente por DAMASCENO et al., (2006).
Deste modo, uma particula lipoproteica altamente pura foi obtida e utilizada como padrao de
LDL(-) para ser usada na curva padrdo do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
para detecgdo de LDL(-) no plasma de pacientes inclusos no presente estudo. A obtencdo da
LDL(-) foi realizada em parceria com a Profa. Dulcineia Abdalla do Laboratério de

Bioquimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (FCF-USP).
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3.15 DETECCAO DE LDL(-)

A LDL(-) foi detectada por meio de ELISA sanduiche, seguindo protocolo
padronizado por nosso grupo de pesquisa (DAMASCENO, 2006). A sensibilizacdo das
placas (Costar®, modelo 3690, Corning, USA) foi feita com Anticorpo Monoclonal Anti-
LDL(-) (MAb-1A3) (10ug/mL, 50,0 plL/pocgo), diluido em tampédo Carbonato-Bicarbonato,
(0,25 M, pH 9,6), sendo as placas incubadas por 17 horas a 4°C. Apés esse periodo, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS-Tween (0,05%) e os sitios livres bloqueados com leite
desnatado (Molico®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil), diluido a 2% em tampéao Fosfato Salina
0,01mol/L (PBS - pH 7,4) e incubados a 37°C por 1:30 hora. Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-Tween (0,05%). Foi adicionado 50,0 pL/pogo de plasma diluido
1:1000 em tampdo PBS-Tween 0,01% com 1% de leite desnatado (Molico®, Nestlé, Sao
Paulo, Brasil), sendo a placa incubada a 37°C por 1:30 hora. Apos essa etapa, a placa foi
lavada, conforme descrito anteriormente, e foi adicionado 50,0 pL/pog¢o de anticorpo
monoclonal anti-LDL(-) biotinilado (MAb-2C7) diluido em PBS-Tween 0,01% com 1% de
leite desnatado (Molico®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) (10 pg/mL). As placas foram incubadas
em a 37°C por 1 hora, em seguida, foram lavadas conforme descrito acima. Apos essa etapa,
foram adicionados 50,0 pL/poco de estreptoavidina-peroxidase (1:100000) diluida em PBS-
Tween 0,01% com 1% de leite desnatado (Molico®, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil). As placas
foram incubadas por 1 hora a 37°C, e, novamente lavadas 4 vezes, sendo que a ultima vez o
tampdo de lavagem foi deixado em contato com a placa por 30 segundos. A reacdo de cor foi
desenvolvida através da adicdo de substrato composto por ortofenilenodiamina (OPD),
tampdo citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e H,0, (30%) (250/12/10, pL/mL/pL). As placas
foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente, protegidas da luz. A reacédo foi
bloqueada com 50uL/pogo de H,SO,4 (2,0 M) e a absorbéncia monitorada em 492 nm. Os
resultados foram expressos a partir da média das absorbancias das amostras e,
posteriormente, aplicados a curva padrdo (0,6 a 20pg/ml) e multiplicados pela respectiva
diluicdo, sendo os resultados expressos em U/L. Todas as analises foram realizadas em

duplicata no Laboratério de Nutricdo Humana da FSP-USP.
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3.16 DETECCAO DE AUTO-ANTICORPOS ANTI-LDL(-) NO PLASMA

Os auto-anticorpos anti-LDL (-) foram detectados através de ELISA de captura de
anticorpo, conforme proposto por FAULIN et al., (2011). A LDL(-), isolada por FPLC, foi
diluida em tampéo Carbonato-Bicarbonato (0,25 M, pH 9,6) até concentracéo final de 0,5 ug
de proteina/poco, e incubada overnight a 4°C. Os espagos livres foram bloqueados com 5%
de leite desnatado diluido em tampéao Fosfato-Salina 0,01mol/L (PBS - pH 7,4) e incubados
a 37°C por 2 horas. As placas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween (0,05%). As
amostras foram diluidas (1:4000) em PBS e incubadas em temperatura de 37°C por 2 horas.
As placas foram novamente lavadas, conforme descrito acima. Foi adicionado 50,0 uL/pogo
de anti-lgG humana marcada com peroxidase (1:2000) diluida em PBS. As placas foram
incubadas por 1 hora e 30 min, a 37°C, seguida de lavagem, conforme descrito acima. A
reacdo de cor se desenvolveu através da adigdo de substrato composto por 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzina (TMB), tampéo citrato-fosfato (0,1M, pH 4,2) e H,0, (30%) (250/12/10,
pL/mL/pL). As placas foram incubadas por 30 minutos a 370C sob protegdo da luz. A
reacdo foi bloqueada com 50uL/poco de H,SO,4 (2,0 M) e a absorbéncia monitorada em 450
nm. Os resultados foram expressos a partir da média das absorbancias das amostras e,
posteriormente, aplicados a curva padrdo de IgG humana (0,008 a 250 mUI/L) e
multiplicados pela respectiva dilui¢do, sendo os resultados expressos em U/L. Todas essas

analises foram realizadas no Laborat6rio de Nutricdo Humana da FSP-USP.

3.17 SUBFRACOES DE LDL E HDL E TAMANHO DE LDL

O tamanho da LDL e as subfragcdes de LDL e HDL foram determinados através do
sistema Lipoprint System, Quantrimetrix®. Esse sistema utiliza em eletroforese linear em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante para separar e quantificar as fracdes e subfracdes de
lipoproteinas. O teste utiliza um corante lipofilico, que se liga ao colesterol nas particulas de
lipoproteinas antes da eletroforese. Os tubos passaram por eletroforese e foram escaneados
para determinar a area relativa de cada subfracdo de lipoproteina, e posteriormente a
intensidade da area integrada foi multiplicada pela concentragcdo de colesterol total da
amostra, sendo determinada a quantidade de colesterol em cada subfracdo.

Para realizar esse procedimento 25 ul de plasma foram acrescentados aos tubos de gel,

e posteriormente foram adicionados 200 pl da solucdo gel do Kit de LDL e 300 pl da
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solucédo gel do Kit de HDL. Ap6s homogeneizacado e fotopolimerizados das amostras por 35
minutos, as lipoproteinas foram separadas por eletroforese no intervalo de 1h a 3 mA.

Para LDL foram identificadas 7 subfracdes (LDL-1 a LDL-7), sendo LDL-1 e LDL-2
as particulas grandes e LDL-3 a LDL-7 as particulas pequenas, além da identificacdo do
tamanho médio de particula de LDL, expressa em nandmetros. A partir do tamanho de LDL
0s pacientes foram classificados em fenotipo A (> 26,8 nm), fendtipo intermediario (26,51 a
26,79 nm) e fendtipo B (< 26,5 nm). O fendtipo intermediario e B foram denominados
fenétipo ndo-A.

Para HDL foram identificadas 10 subfraces (HDL-1 a HDL-10), que foram
agrupadas do seguinte modo: grande (HDL-1 a HDL-3), intermediarias (HDL-4 a HDL-7) e
pequenas (HDL-8 a HDL-10). Todas essas analises foram realizadas no Laboratério de
Nutricdo Humana da FSP-USP.

3.18 DETECCAO DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

A peroxidacdo lipidica no plasma foi avaliada através da quantificacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), utilizando-se 0 método descrito por OHKAWA et
al., (1979). Ao plasma (75 wl) foi adicionado 1 ml de solucdo reativa formada pelos acidos
tiobarbitdrico (0,046 M), acido tricloroacético (0,92 M) e acido cloridrico (0,25 M), sendo
posteriormente incubado em banho-maria fervente com agitacdo constante (100°C) por 30
minutos. Em seguida as amostras sdo centrifugadas a 4'C por 15 minutos a 8000g e na
sequéncia foi realizada a leitura de 200 pl do sobrenadante a 535nm. A quantificagdo foi
realizada através da curva padréo (0,2 a 2,0 wmol/ml) de 1,1,3,3 tetraetoxiprapano (TEP). Os
valores foram expressos em pumol de TBARs/ml de plasma. Todas as analises foram

realizadas em duplicata no Laboratério de Nutricdo Humana da FSP-USP.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados coletados foram duplamente digitados no programa EpiData
versdo 3.1 (The EpiData Association, 2008), com o objetivo de eliminar erros de
digitacdo. Os resultados foram apresentados sob a forma de tabelas e gréficos.

Para as varidveis qualitativas, os resultados foram apresentados sob a forma
de valor absoluto, seguido de sua respectiva porcentagem. Utilizou-se o teste Qui-
quadrado (xz) e o teste Exato de Fisher para as comparacdes entre os individuos. Para
as comparagdes das variaveis qualitativas ao longo do tempo utilizou-se o teste de
McNemar.

As variaveis quantitativas foram testadas quanto a distribuigdo utilizando-se o
teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05). Aquelas que apresentaram distribuicdo
normal foram analisadas utilizando-se teste t-Student e para as demais variaveis,
utilizou-se os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney.

As mudancas observadas nas varidveis antropométricas, de composicao
corporal, bioquimicas e de consumo alimentar ao longo do tempo foram analisadas
por meio das Equacdes de Estimacdo Generalizadas (GEE). Os modelos de variaveis
bioquimicas, antropométricas e de composi¢do corporal foram ajustados por sexo,
idade e dosagem de drogas antiepilépticas (DAES).

O ajuste pela dosagem de drogas antiepilépticas foi considerado nessas anélises
devido aos estudos apresentados na literatura que propdem associagdo positiva do
uso de antiepilépticos com a sintese e metabolismo de colesterol, além da influéncia
nas medidas de composi¢do corporal (CHUANG et al., 2012; KIM et al., 2013;
PICKRELL et al., 2013; CHUKWU et al., 2014). Este ajuste foi baseado nos 3
tempos avaliados considerando a quantidade em miligramas (mg) em cada tempo
visto que ao longo do periodo de intervencdo essas dosagens podem ser alteradas
pela conduta médica.

Para as andlises de GEE foram utilizados modelos com distribuigdo normal e
Gamma com funcdo de ligagdo log, inversa e identidade, e teste de comparagéo
maltipla com objetivo de verificar diferenca significativa entre os tempos. Os valores

foram apresentados na forma de média e desvio-padréo (DP).
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Todos os testes estatisticos foram realizados com o auxilio dos programas
Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS) versdo 20.0 e R versdo 3.0.2
(The R Foundation for Statistical Computing, 2013). O nivel de significancia

adotado para todas as analises foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

A coleta de dados foi iniciada em junho de 2012 e foram incluidos criangas e
adolescentes até setembro de 2013. O Ultimo tempo (T2) de coleta foi finalizado em margo
de 2014.

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os participantes que faltaram na reunido foram remarcados para 0 més
subsequente e, portanto todos os 52 pacientes que foram contatados por telefone
compareceram e participaram da palestra (reunido de grupo). Deste total (n=52), 4 pacientes
ndo possuiam indicagdo para DC, pois apresentavam controle significativo das crises
convulsivas, 5 pacientes ndo foram incluidos por apresentar diabetes mellitus,
hipotireoidismo e/ou Sindrome de Down. Outros 5 pacientes recusaram receber o tratamento
alegando ndo terem condigbes de organizacdo para o planejamento e preparo da dieta
(Figura 6).

Ap6s o momento TO, 12 pacientes foram excluidos da pesquisa, 9 por néo
apresentarem adesdo adequada a DC devido a problemas sociais de organizacdo e
entendimento familiar, 1 por internacdes recorrentes devido a um quadro de insuficiéncia
respiratdria e dificuldade de manutencdo da DC, outro por apresentar intolerancia a DC com
vomitos recorrentes e 1 por suspensdo da DC por orientacdo médica de outro centro ao
verificar o colesterol elevado da adolescente. Portanto, para analise dos resultados foram

considerados os pacientes (n=26) que aderiram a dieta até o 3° més (T1).
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Participacdo de 52 pacientes na ‘

reunido de grupo (nenhum ‘
participante faltou)
Of' 1o apresentavam 05 ndo atendiam os 05 recusaram receber o
indicagéo para DC critérios de inclusdo tratamento

38 criancas e adolescentes
foram considerados elegivess e
assinaram o TCLE

Exclusdes l

38 criancas ¢ adolescentes
compareceram ao T0 (basal)

9 pacientes por falta de adesdo
| paciente por internagéo recorrente de
isuficiéncia respiratoria
| paciente por intolerancia aDC
1 paciente por conduta médica de outro
centro

compareceram ao T1(3 meses
de seguimento)

1 paciente por falta de adesdo
1 paciente por resposta < 50% o controle de H

- 26 criancas e adolescentes

CIISEs
| paciente por intolerancia aDC

23 criangas e adolescentes
compareceram ao T2 (6 meses
de seguimento)

Figura 6: Fluxograma de pacientes inclusos e perdas no seguimento.

Ap6s o T1, as perdas totalizaram 3 pacientes, sendo 1 por intolerancia a DC com
vomitos recorrentes, 1 por falta de adesdo a DC e recusa em continuar seguindo a conduta
nutricional mesmo diante da resposta positiva a intervencdo e 1 por resposta inferior a 50%
de reducdo no controle das crises com mudangas pouco significativas, mesmo a familia
aderindo de forma adequada a DC.
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5.1.1 Perfil Socioeconémico e clinico

A média de idade dos pacientes inclusos no estudo foi de 6,5 anos (1,3 a 18 anos).
Desses, 7 eram adolescentes, conforme critério da WHO (2007), que classifica a faixa etaria
de adolescente de 10 a 19 anos completos. A maioria dos pacientes era do sexo masculino
76,9%, sendo a raca branca predominante nesta amostra (65,4%). Em relacdo ao peso de
nascimento, segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP, 2007), 53,8% das criancas e
adolescentes tinham peso adequado ao nascer e 6 criancas prematuridade ao nascimento,
sendo 5 nascidas com peso adequado para idade gestacional (AIG) e 1 crianga pequena para
idade gestacional (PIG) (Tabela 3).

Em relacdo ao responsavel pelo preparo da dieta, o qual recebeu as orientagdes
médicas e nutricionais, a mae foi a principal responsavel (92,3%). A maioria dos
responsaveis (64%) apresentaram ensino superior completo ou ensino médio completo. A
renda familiar, ndo apresentou diferenca significativa entre os participantes (p> 0,05).

A média do nimero de pessoas que moravam na mesma casa foi 3,78 (0,9), sendo no
minimo 2 e no maximo 6 pessoas. A quantidade de criancas foi em média 1,4 (0,7), sendo
gue em algumas casas ndo havia nenhuma crianga (visto que alguns participantes eram

adolescentes) e 0 maximo foi de 3 criangas residentes na mesma casa.
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Tabela 3 — Caracterizagdo socioecondmica e demografica dos participantes. Instituto da
Crianca — HC-FMUSP, Séo Paulo, 2014.

Variaveis n % P
Sexo 0,006
Masculino 20 76,9
Feminino 6 23,1
Raca 0,001
Branca 17 65,4
Negra 1 3,8* <0,001
Parda 8 30,8 0,072
Peso ao nascer <0,001
Peso extremamente baixo: < 1000 g 1 3,8* 0,001
Baixo peso: <2500 g 3 11,5* 0,008
Peso insuficiente: 2500 |— 3000 7 26,9 0,127
Peso adequado: 3000 |— 4500 14 53,8
Excessivamente grande: > 4500 1 3,8* 0,001
Idade Gestacional 0,006
Pré-termo: < 37 semanas 6 23,1
Termo: 37 semanas |— 42 semanas 20 76,9
Responsavel pela dieta <0,001
Mae 24 92,3
Pai 1 3,8* < 0,001
Avo 1 3,8* < 0,001
Escolaridade do Responsavel 0,037
Ensino Fundamental Incompleto 1 3,8* 0,020
Ensino Fundamental Completo 1 3,8* 0,020
Ensino Médio Completo 8 30,8
Ensino Superior Incompleto 5 19,2 0,405
Ensino Superior Completo 8 30,8
Pds Graduagdo 3 11,5 0,132
Renda familiar 0,688
<R$ 600 4 15,4
R$ 600 |—| 1200 2 7,7
R$ 1200 |— 1800 6 23,1
R$ 1800 |— 3000 6 23,1
R$ 3000 |— 6000 5 19,2

>R$ 6000 3 11,5

Analise comparativa entre as categorias realizada pelo teste X° e Exato de Fisher . *vs categoria referencial (Raca
= Branca; Peso ao nascer = peso adequado; Responsavel pela dieta = mée; Escolaridade do Responsavel: ensino
superior completo). Nivel de significancia adotado p<0,05.

Considerando que o Instituto da Crianga (ICr-HC-FMUSP) é um Centro de Referéncia

Nacional, 23,1% das criancas e adolescentes eram de outros estados: 3,8% de Alagoas,
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11,6% de Goids, 7,7% de Pernambuco. E, embora 76,9% eram do estado de Sdo Paulo,
38,5% residiam no interior do estado.

A etiologia da epilepsia e os tipos de crises foram determinados pela neuropediatra
com base em exames de imagem, exames genéticos, eletroencefalograma e avaliagdo clinica
(Tabela 4). Desta forma a distribuicdo percentual (%) das doencas de base associadas a
epilepsia foi: 34,6% de origem desconhecida; 11,5% ma formacdo do Sistema Nervoso
Central (SNC); 11,5% Sindrome de Doose; 7,7% Sequela de meningite; 7,7% Encefalopatia
Hipdxia Isquémica; 7,7% Displasia Cortical; 3,8% Sindrome De Vivo (Deficiéncia GLUT-
1), 3,8% Sindrome de Pallister Killin; 3,8% Acidente Vascular Encefalico (AVE) Perinatal,

3,8% Delecdo do cromossomo 2 e 3,8% Heterotropia Periventricular.
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Tabela 4 — Etiologia da epilepsia e classificacdo das crises dos participantes, segundo ILAE
(2010). Instituto da Crianga — HC-FMUSP, S&o Paulo, 2014.

Paciente  Etiologia da Epilepsia Tipos de Crises
1 Sd Doose Miocldnica Atonica
2 Desconhecida Ténica
3 Displasia Cortical Tbnica, Espasmos
4 Desconhecida Ténica
5 Ma formagédo do SNC Auséncia atipica, Miocldnica atonica
6 Sd Doose Miocldnica Atonica
7 Encefalopatia Hipoxia Isquémica Focal e TCG
8 Deficiéncia GLUT-1 Focal
9 Desconhecida Espasmos
10 Ma formagédo do SNC Tbnica, Espasmos
11 Sd Doose Miocldnica Atonica
12 Displasia Cortical Focal
13 Encefalopatia Hipoxia Isquémica Tonica
14 Desconhecida Miocl6nica, Espasmos
15 Desconhecida Auséncia Tipica, Tonica, Focal
16 Sd Pallister Killian TCG
17 AVE perinatal Espasmos
18 Sequela de meningite Todnica
19 Ma formagédo do SNC Espasmos
20 Delecéo cromossomo 2 Focal
21 Desconhecida Auséncia mioclénica
22 Desconhecida Miocldnica Atonica
23 Desconhecida Ténica
24 Sequela de meningite Crise ndo classificada
25 Heterotopia Periventricular Focal e TCG
26 Desconhecida Espasmos

Sd: Sindrome; SNC: Sistema Nervoso Central; TCG: Tonico-clonica generalizada, AVE: acidente vascular
encefélico.

5.2 EFEITO DA DC NAS CRISES EPILEPTICAS

Ap6s 3 meses de DC (T1) 64% das criancas e adolescentes apresentaram redugdo >
50% das crises, sendo esse efeito semelhante apds 6 meses de tratamento (68,2%). Destaca-
se que 7 participantes ndo apresentaram mais nenhuma crise convulsiva ap6s 6 meses de DC
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Percentual de reducdo de crises segundo tempo de tratamento. Instituto da
Criangca — HC-FMUSP, Sdo Paulo, 2014,

Redugao de crises T1 T2
n % n %
Reducéo <50% 9 36 7 32
Reducéo 50 a 90% 7 28 7 32
Reducdo >90% 9 36 8 36

n=25. DC: dieta cetogénica, ndo foi possivel monitorar as crises de 1 crianga (crises acompanhadas por EEG).

O uso de drogas antiepilépticas (DAEs) apresentou reducdo significativa para
vigabatrina e nitrazepam ap6s 6 meses de DC, além da reducdo significativa na quantidade
total (mg) das DAEs (Tabela 6). Todos os pacientes inclusos nesse estudo utilizavam pelo
menos 2 DAEs. O valproatro foi a DAE de primeira escolha utilizada em 62% das criangas e

adolescentes, seguida do clobazam (54%) para controle da epilepsia.
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Tabela 6 — Frequéncia e dosagem de antiepilépticos (mg) utilizados pelos participantes
segundo tempo de intervencdo. Instituto da Crianga — HC-FMUSP, S8o Paulo, 2014.

Drogas T0 (n=26) T1 (n=26) T2 (n=23)
Antiepilépticas n Posologia n Posologia n Posologia
*0) (mg) *0) (mg) o) (mg) p

Valproato 16(62) 1016 (795) 16(62) 777 (396) 16(62) 591 (425) 0,150
Clobazam 14(54) 24 (22) 14(54) 21 (16) 14(54) 31 (16) 0,442
Topiramato 10(39) 193 (127) 10(39) 153 (133) 10(39) 315 (387) 0,231
Lamotrigina 9(35) 147 (74) 9(35) 144 (76) 9(35) 142 (102) 0,307
Nitrazepam 6(24) 2 (4) 6(24) 2 (4) 6(24) 1 (4)*** 0,031
Vigabatrina 5(19) 1100 (518) 5(19) 900 (720) 5(19) 200 (274)*** 0,035
Clonazepam 5(19) 5(7) 5(19) 5(3) 5(19) 24 0,357
Levetiracetam 5(19) 1660 (1029) 5(19) 1150 (894) 5(19) 1050 (1304) 0,121
Oxcarbamazepina  4(15) 1080 (831) 4(15) 825 (826) 4(12) 1000 (917) 0,073
Fenobarbital 4(15) 60 (49) 4(15) 60 (49) 4(15) 70 (48) 0,622
Etoxussimida 3(12) 1000 (661) 3(12) 500 (500) 3(12) 417 (382) 0,140
Fenitoina 1(4) 300 1(4) 300 1(4) 300

Primidona 1(4) 1000 1(4) 750 1(4) 0 0,310
Carbamazepina 1(4) 400 1(4) 400 1(4) 0 0,310
Total (mg) 1417 (1014) 1047(801)* 1050(976)* 0,003

Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equagdes de Estimagdo Generalizadas (GEE). Valores
apresentados em média e desvio padrdo. *Diferenga significativa em relagdo ao TO, ** Diferenca significativa em
relacdo ao T1 (p<0,05).

Da introducdo ao 3° més de DC, 61,4% dos participantes relataram intercorréncias:
19,2% apresentaram constipacdo intestinal; 19,2% vomito; 11,5% nausea, 7,7% diarreia e
3,8% gastrite. Esse percentual foi inferior (15,2%) do 3° ao 6° més de dieta: 3,8%

apresentaram constipacdo intestinal; 3,8% dor abdominal; 3,8% vOmitos e 3,8% nausea.

5.3 AVALIACAO ANTROPOMETRICA E COMPOSICAO CORPORAL

A variacdo dos valores de peso e estatura apresentaram aumento significativo ao longo
do tempo, entretanto ndo foi observada mudanga significativa para o indice de massa
corporal (IMC) bem como para ZE/lI e Z IMC/1/I em nenhum periodo de avaliacdo (Tabela
7).

Os valores de %MM e %MG ndo apresentaram diferencas significativas ao longo do
periodo de intervencdo. Contudo, a resisténcia aumentou cerca de 7% no T2, enquanto que a
reactancia aumentou aproximadamente 11% no T2. Apesar desse aumento, quando o T2 foi

comparado ao T1 houve reducdo significativa em cerca de 4% na reactancia. Portanto o
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angulo de fase (AF°) apresentou aumento significativo apenas ap6s 3 meses de DC, assim
como 0 % de agua intracelular (Al), e reducdo significativa no % de massa extracelular
(ME).

Tabela 7 — Caracterizagdo antropométrica e composicdo corporal por bioimpedancia elétrica
segundo tempo de intervencdo. Instituto da Crianca — HC-FMUSP, Sdo Paulo, 2014.

Variaveis 0 Tl T2
n=26 n=26 n=23 P

Peso (Kg) 25,7 (16,4) 29,6 (22,1)* 29,7 (21,9)* 0,015
Estatura (cm) 116,5 (24,2) 118,3 (23,9)* 119 (24,2)*** <0,001
IMC (Kg/m?) 19 (5,5) 18,7 (6) 18,3 (5,9) 0,219
ZE/ -0,23(1,3) -0,34(1,2) -0,58(1,2) 0,340

Z IMC/I 0,93(1,5) 0,61(1,8) 0,39(1,7) 0,148
R () 728,9 (141,6) 760,1 (143,6) 776 (155,9)* 0,032
Xc (Q) 58,8 (12,8) 68,1 (17,1)* 65,2 (28,7)*** 0,018
AFo 4,7 (1,2) 54 (1,5)* 46 (1,3 0,001

% MCC 38,3 (5,5) 39,4 (7,1) 38,3 (5,8) 0,130
% ME 41,5 (5) 39,5 (6,7)* 41,3 (4,8) 0,040

% MM 79,8 (10) 79,7 (1,1) 79,6 (9,9) 0,198

% MG 20,2 (10) 20,1 (11) 20,4 (9,9) 0,193

% Al 69,3 (8,6) 70,8 (9,8)* 68,7 (8,8) 0,014

% AE 31,4 (9,1) 30,2 (11,8) 31,3(8,8) 0,433

% ACTmm 78,2 (6) 77,9 (6) 78,2 (5,5) 0,079
% ACTpeso 62,9 (12) 63,2 (12,9) 62,7 (11,4) 0,900

Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equagles de Estimagdo Generalizadas (GEE) As
variaveis Z E/l e Z IMC/I foram ajustadas pela dosagem total de drogas antiepilépticas. Para as demais variaveis
o0 ajuste foi por sexo, idade e dosagem total de drogas antiepilépticas. Valores apresentados em média e desvio
padrdo. *Diferenca significativa em relagdo ao T0, ** Diferenca significativa em relacdo ao T1 (p<0,05). IMC:
indice de massa corporal; ZE/l: escore Z de estatura para idade; Z IMC/I: escore Z de IMC para idade; R:
resisténcia; Xc: reactancia; %MCC: percentual de massa corporal celular; %ME: percentual de massa
extracelular; %MM: percentual de massa magra; % MG: percentual de massa gorda; % Al: percentual de agua
intracelular; % AE: percentual de agua extracelular; % ACTmm: percentual de dgua corporal total da massa
magra, %ACTpeso: percentual de dgua corporal total do peso.

Para a classificacdo do estado nutricional, segundo o Z IMC/I, criangas e adolescentes
foram agrupados em 3 categorias: magreza acentuada ou magreza ou eutrofia; risco de
sobrepeso ou sobrepeso e obesidade ou obesidade grave. Embora o percentual de criangas e
adolescentes com sobrepeso tenha sido maior (26% no T2 versus 19,2% no TO) e de

obesidade menor (17,4% T2 versus 27% no TO) essa variacdo ndo foi significativa
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(p=0,368), assim como o percentual de criancas e adolescentes em eutrofia que também nédo
apresentou variagdo entre os tempos (T0=53,8%, T1=61,5% e T2=56,4%) (Figura 7a).
Resultados semelhantes foram encontrados para a estimativa de gordura corporal
avaliada pela soma das dobras cutaneas, ou seja, ndo houve mudancas significativas apds 3
(T1 versus TO: p=0,445) e 6 (T2 versus TO: p=0,372) meses de intervencdo (Figura 7b). Na
classificacdo relacionada a soma das dobras as criancas e adolescentes também foram
agrupados em 3 categorias: desnutrigao, risco de desnutricdo ou normalidade (<p85) e risco
de obesidade (p85-p95), e obesidade (p>95). Portanto, os resultados desta analise

acompanharam a mesma tendéncia observada na classificacdo do estado nutricional pelo Z

IMC/1.
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Figura 7: Classificacdo do estado nutricional, segundo Z IMC/lI (WHO, 2006 e 2007) e
soma das dobras (DCT e DCS) segundo Frisancho (1990). Instituto da Crianca — HC-
FMUSP, Sdo Paulo, 2014. Analise comparativa entre as mudancas do estado nutricional e

soma das dobras realizada pelo Teste de McNemar (p<0,05).
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5.4 ADESAO A DIETA CETOGENICA

5.4.1 Dieta Cetogénica

A ingestdo energética e de lipideos foi significativamente menor do que o prescrito, a
ingestdo de energia foi de 92% em ambos os periodos e de lipidios 89% e 92% no Tl e T2,
respectivamente. Entretanto, uma ingestéo inferior ndo desfavoreceu a producdo de corpos
cetbnicos, conforme observado pelo aumento significativo na cetondria e na concentragao
plasmatica de B-hidroxibutirato (item 5.4.3) (Figura 8).
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Figura 8: Consumo de energia e lipideos (Kcal) segundo prescricdo, ingestdo e tempo de
intervencdo. *Diferenca significativa pela analise comparativa do Teste t-Student pareado,

com indice de significancia de p<0,05.

5.4. 2 Cetonuria

Em relacdo a cetondria observou-se que todos os pacientes, exceto 1, apresentaram
estabilidade da cetose apds introducdo da DC com maior proporcdo de gordura (4:1).

Portanto, apenas 1 paciente permaneceu na dieta 3:1.

5.4. 3 Detecgdo de B-hidroxibutirato

O aumento na produgdo de corpos ceténicos foi confirmado pelo monitoramento da
concentragdo de P-hidroxibutirato, cujos valores aumentaram significativamente com a DC
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(p<0,001). Esse aumento representou uma variacdo de 296% no T1 e 343% no T2 na

concentragdo de p-hidroxibutirato (Figura 9).
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Figura 9: Detecgdo de p-hidroxibutirato. Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela
técnica de EquacGes de Estimagdo Generalizadas (GEE). Valores apresentados em média.
*Diferenca significativa em relacdo ao TO (p<0,05).

5.5 AVALIAGCAO DO CONSUMO ALIMENTAR

A média de energia (Kcal) ndo apresentou diferenca significativa entre os tempos e
conforme esperado houve reducdo significativa para o consumo de proteinas, carboidratos e
acUcares, além do aumento significativo no consumo de gorduras totais em 209% (T2 vs
T0). O consumo de colesterol aumentou em 231% (T2 vs TO), sendo estes resultados
coerentes com a prescricdo dietética (Tabela 8). Proporcionalmente a reducdo de
carboidratos, as fibras também apresentaram reducao significativa em 73% (T2 vs TO).

O consumo de &cidos graxos saturados (AGS, 291% e 297%), poli-insaturados
(AGP, 156% e 146%) e monoinsaturados (AGM, 188% e 189%) aumentou

significativamente apds 3 e 6 meses de DC, respectivamente.
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Tabela 8 — Caracterizagdo do consumo de energia, macronutrientes, acidos graxos e fibras,
segundo tempo de intervencdo. Instituto da Crianga — HC-FMUSP, S8o Paulo, 2014.

Variaveis nI(Z)G nl—%s nl—§3 P

Energia (Kcal) 1319,1 (349,1) 14997 (653,4) 14482 (596,8) 0,160
Proteinas (g) 53 (15,6) 24,3 (13,6)* 22,1 (10,9)*** <0,001
Carboidratos (g) 176,3 (50) 225 (9,4)* 21,3 (7,9)%** <0,001
Aclcares (g) 63,5 (31,2) 5,4 (3,1)* 5,0 (2,3)%** <0,001
Gordura Total (g) 45,6 (11,8) 145,0 (64,6)* 140,9 (59,6)***  <0,001
Colesterol (mg) 146,1 (54,2) 499,3 (306)* 4835 (232) =**  <0,001
Fibras (g) 11,8 (4,2) 3,22 (1,2)* 3,14 (1,4)*** <0,001
Acidos graxos trans (g) 0,64 (0,71) 0,33 (0,41) 0,38 (0,63) 0,052
AGS (g) 14,6 (6,9) 58 (29,9)* 57,2 (29)* <0,001
16:0 Palmitico (g) 41(27) 16,4 (11,1)* 17,2 (12,3)*** <0,001
18:0 Esteérico (g) 1,6 (1,2) 8,0 (5,8)* 8,4 (6,1)%** <0,001
AGP (g) 4,8 (4,1) 12,3 (7,4)* 11,8 (6,5)*** <0,001
18:2 Linoleico (g) 36(27) 10,5 (6,6)* 10,2 (5,8)*** <0,001
18:3 Linolénico (g) 0,4 (0,2) 1,4 (1,0)* 1,2 (0,8)*** <0,001
20:4 Araquidonico (g) 0,05 (0,04) 0,24 (0,18)* 0,24 (0,14)* <0,001
20:5 EPA (mg) 2,7(7,1) 12,2 (20)* 7,6 (17,9) 0,033
22:6 DHA (mg) 9,7 (11,4) 54 (58)* 38,2 (55,8)*** <0,001
dmega 3 (g) 0,8(1,3) 1,2 (0,68)* 1,2 (0,66)* <0,001
dmega 6 (g) 3,9(2,9) 10,5 (6,6)* 10,1 (5,8)*** <0,001
Omega 6/6mega 3 49(14) 8,7(2,4) 8,8(2,4) 0,120
AGM (g) 9,8 (6,4) 38,0 (23,3)* 38,2 (23,8)* <0,001
16:1 Palmitoil (g) 0,5 (0,3) 1,9 (1,6)* 2,0 (1,5)* <0,001
18:1 Oleico (g) 7,3(5,1) 35,2 (21,7)* 35,3 (22)* <0,001

Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equacgdes de Estimagdo Generalizadas (GEE). Valores
apresentados em média e desvio padrdo referentes ao consumo alimentar ajustados pelo MSM. *Diferenca
significativa em relagdo ao TO, ** Diferenca significativa em relagdo ao T1 (p<0,05). AGS: &cidos graxos
saturados; AGP: acidos graxos poli-insaturados; AGM: acidos graxos monoinsaturados; EPA: acido graxo
eicosapentanoico; DHA: &cido graxo docosaexaenoico

O aumento no consumo de AGS foi associado especialmente ao maior consumo de
acidos graxo palmitico, enquanto que o &cido graxo linoleico e 6mega 6 representaram maior
contribuicdo para o aumento dos AGP. Além disso foi observada uma tendéncia de aumento
na relagdo dmega 6/6mega 3 ao longo do tempo. Para os AGM o 4acido graxo oleico
apresentou o maior percentual de aumento, aproximadamente 383% em ambos 0s tempos
(Tle T2 vs TO).

Desta forma, apenas os acidos graxos trans ndo apresentaram mudanca significativa ao

longo da intervencao.
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A Tabela 9 apresenta o contelido de micronutrientes: vitaminas, antioxidantes e
minerais. Os suplementos de micronutrientes utilizados pelos pacientes foram considerados,
ou seja, somados aos micronutrientes consumidos pela dieta alimentar.

As vitaminas lipossollveis apresentaram aumento significativo para vitamina K
(202%) e vitamina E (162%) no T2 vs TO, enquanto o consumo de vitamina D reduziu em
62,5% neste mesmo periodo. Ja as vitaminas do complexo B em geral apresentaram aumento
significativo durante a intervencdo. Ndo foi observada diferenca para os antioxidantes a ¢ -
caroteno, bem como para vitamina A. Apesar do aumento do licopeno em T2 vs T1, este
apresentou reducdo significativa em comparagdo ao TO.

O consumo de calcio e sodio apresentou diminuicdo significativa ao longo da
intervencdo, sendo a redugdo de aproximadamente 56% para o calcio e 70% para o sodio

apos 6 meses de DC.

Tabela 9 — Caracterizacdo do consumo de micronutrientes (vitaminas, antioxidantes e
minerais) segundo tempo de intervencdo. Instituto da Crianga — HC-FMUSP, S8o Paulo,
2014.

Variaveis n-l;gG nI%G nl—§3 P

Vitamina A (mg RE) 195,7 (402,9) 138,4 (143,5) 146,5 (180,9) 0,490
Vitamina D (ug) 16,0 (66) 3,1(36)* 6,0 (7,9)*** 0,006
Vitamina E (mg u-toco) 3,4(28) 6,7 (3,8)* 8,9 (4,0)%** 0,002
Vitamina K (ug) 41,1 (46,2) 87,6 (54)* 124,3 (127)*** 0,002
Vitamina B1 (mg) 0,76 (0,38) 1,1 (0,6)* 1,4 (0,7)*** 0,020
Vitamina B2 (mg) 1,0 (0,64) 1,2 (0,7) 1,5 (0,7)*** 0,039
Vitamina B3 (mg) 10,6 (6,1) 12,7 (10,5) 17,7 (10,4)*** 0,005
Vitamina B6 (mg) 0,9 (0,38) 1,2 (0,7)* 1,5 (0,7)*** 0,044
Vitamina B12 (ug) 2,3(1,7) 3,4 (2,2)* 3,8 (2,1)%** 0,039
Vitamina C (mg) 62,7 (46,2) 50,2 (19,4) 63,2 (30,2) 0,990
Folato (ng) 158,2 (99,1) 144,6 (127) 198,2 (142,6) 0,260
u-caroteno (ug) 560,6 (896) 566,8 (815,3) 526,6 (539,1) 0,831
B-caroteno (ug) 1313,9 (1416) 16025 (843,6) 1986,5 (1268,6) 0,140
Licopeno (ug) 1408,8 (458,2) 689,1 (351,6)* 872,7 (648,8)*** 0,046
Calcio (mg) 844,7 (509,8) 339,8 (329)* 374,9 (276,9)*** <0.001
Ferro (mg) 131 (13,4) 7,4 (4,9) 8,9 (4,4) 0,060
Zinco (mg) 7,2 (5,3) 6,7 (5,3) 8,4 (5) 0,470
Sédio (mg) 1726,7 (631,2) 628,7 (383,7)* 527,1 (289,1)*** <0.001

Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equagdes de Estimagdo Generalizadas (GEE). Valores
apresentados em média e desvio padrdo referentes ao consumo alimentar e ingestdo de suplementos de vitaminas
e minerais. *Diferenca significativa em relacdo ao TO, ** Diferenca significativa em relagéo ao T1 (p<0,05).
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5.6 PERFIL BIOQUIMICO

A concentragdo de CT, TG, LDL-C, HDL-C, APO A-l e APO B aumentou
significativamente em ambos os periodos de intervencdo (T2 e T1 vs TO). Esse perfil foi
semelhante nas relagcbes CT/HDL-C, LDL-C/HDL-C, APO B/APO A-I e na Ndo-HDL-C,
exceto na relacdo TG/HDL-C que apesar do aumento de 37% no T2, esse ndo foi
significativo (Tabela 10).

A concentracdo de AGNEs no plasma aumentou significativamente ao longo do
tempo. Perfil semelhante foi observado com o marcador de peroxidacgdo lipidica, TBARS,
entretanto este aumento ndo foi significativo comparando-se 0 T2 vs T1 (Tabela 10).
Contrério a esse perfil, a concentracdo de LDL(-) mostrou reducdo ao longo da intervencao
(TL vs TO e T2 vs TO, exceto T2 vs T1), enquanto os Auto anticorpos Anti-LDL(-)

apresentaram reducao significativa apenas no T2.
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Tabela 10 — Perfil bioquimico segundo tempo de intervencdo. Instituto da Crianga — HC-

FMUSP, Séo Paulo, 2014.

Variaveis To T T2 p
n=26 n=26 n=23
CT (mg/dL) 156 (28) 242 (85)* 230 (81)* <0,001
TG (mg/dL) 81 (37) 103 (49)* 119 (88)* 0,003
LDL-C (mg/dL) 91 (21) 160 (75)* 152 (70)* <0,001
HDL-C (mg/dL) 48 (13) 61 (19)* 58 (17)* 0,001
APO A-I (mg/dL) 119 (17) 143 (34)* 140 (30)* <0,001
APO B (mg/dL) 89 (15) 139 (55)* 138 (59)* <0,001
CT/HDL-C 35(1,4) 4,3 (2,0)* 4.4 (2,6)* 0,012
LDL-C/HDL-C 2,1(1,1) 29 (1,7)* 2,9 (2)* 0,026
Néo-HDL-C 107 (24) 181 (86)* 172 (83)* <0,001
TG/HDL-C 1,9 (1,7) 1,9 (1,4) 2,6 (3,2) 0,284
HDL/APO A-I 0,4 (0,1) 0,4 (0,1) 0,4 (0,1) 0,340
LDL/APOB 1,0 (0,2) 1,1(0,2) 1,1(0,1) 0,073
APOB/APO A-I 0,8 (0,2) 1(0,4)* 1(0,6)* 0,002
AGNE (mmol/L) 0,82 (0,9) 1,1 (0,5)* 1,6 (0,5)*,** <0,001
TBARS (umol/mL) 6,1 (1,7) 7,3 (1,8)* 7,2 (1,6)* 0,014
LDL (-) (U/L) 2,2(1,6) 1,3(1,3)* 1,4(1,6)* 0,008
Anti-LDL(-) U/L 0,2 (0,1) 0,2 (0,1) 0,1 (0,1)* 0,024
LDLgrande (%) 44 (12,5) 87,5(40,9)*  71,9(27,2)*** <0,001
LDL pequena (%) 1(1,2) 9,2(10,2)* 17,3(22,8)* ** <0,001
LDL (nm) 27,3(1,8) 27(3,3)* 26,7(5,8)* ** <0,001
HDLgrande (%) 27,3(7,7) 29,4(9) 30,4(10) 0,530
HDLintermediaria (%) 51,9(6,5) 47,3(6,9) 50,8(7,5) 0,050
HDLpequena (%) 20,7(6,6) 23,3(8,4) 18,8 (8,4)** 0,033

Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equages de Estimacdo Generalizadas (GEE)
ajustados por sexo, idade e dosagem total de drogas antiepilépticas. Valores apresentados em média e desvio

padrdo. *Diferenca significativa em relacdo ao T0O, ** Diferenca significativa em relacdo ao T1 (p<0,05).

Considerando o ponto de corte para 0 CT < 200mg/dL, proposto pela Academia

Americana de Pediatria (2011), observamos que 12% das criangas e adolescentes

apresentavam dislipidemia no inicio da intervencdo. Ap6s 3 meses de DC esse percentual

aumentou para 50% e apds 6 meses de DC para 52%.
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Em relagdo aos TG (TG < 100 mg/dL para criangas de 0 a 9 anos; TG < 130 mg/dL
para criancas de 10 a 19 anos), observamos que 19% dos pacientes no TO apresentaram
hipertrigliceridemia. Essa frequéncia aumentou para 31% no T1 e 48% no T2 (AAP, 2011).

Se considerarmos a LDL-C (LDL < 130mg/dL), apenas 3,8% dos pacientes no TO
apresentavam concentracdo de LDL elevada, enquanto no T1 verificamos que 62% eram
dislipidémicos e no T2 esta prevaléncia foi de 44% (AAP, 2011).

Avaliando-se a ndo-HDL-C (ponto de corte < 145 mg/dL), 3,8% dos pacientes tinham
valores elevados no T0, jano T1 e T2, 62% e 52% apresentaram valores acima do ponto de
corte, respectivamente.

Em relagdo a APO B (< 110mg/dL), observamos relacdo semelhante a ndo-HDL,
onde 3,8% dos pacientes no TO apresentaram concentragdo aumentada; enquanto 70% dos
pacientes no T1 e 57% dos pacientes no T2 apresentavam valores acima da recomendacéo
(AAP, 2011). Enquanto a APO A-I apresentou valores baixos em 42,3% dos pacientes no TO
(< 115 mg/dL), esse percentual foi reduzido para 23,1% no T1 e 26,1% no T2.

Na Figura 10 observamos as diferencas significativas nas concentracdes dos
principais marcadores do perfil lipidico classico. Nessa figura verificamos tendéncia
progressiva e significativa no aumento desses marcadores no T1. Entretanto, embora o
tempo T2 tenha apresentado aumento superior em relacdo ao TO podemos observar que nesse
periodo ndo houve mudanga significativa quando comparado ao T1, sendo os valores
absolutos dos deltas (AT2-TO) inferiores ou iguais (AT1-T0O), exceto para o TG que

numericamente foi superior (Figura 10b).
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Figura 10: Mudancas no perfil lipidico classico e suas relagdes segundo tempo de
intervencdo. Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equacles de
Estimacdo Generalizadas (GEE) ajustados por sexo, idade e dosagem total de drogas

antiepilépticas. *Diferenca significativa em relagdo ao TO (p<0,05).
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Os resultados encontrados para 0s principais marcadores de estresse oxidativo
demonstraram mudanga progressiva na concentracdo de AGNE no T1 vs TO e T2 vs T1,
diferentemente do observado para TBARS que parece demonstrar tendéncia de estabilidade
(T2 vs T1) (Figura 1la e Figura 11b). Além disso, a LDL(-) também ndo apresentou

mudanga significativa no periodo T2 — T1 (Figura 11c).
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Figura 11: Mudanc¢as nos principais marcadores associados ao estresse oxidativo e
concentracdo de AGNEs, segundo tempo de intervencdo. Comparacdes ao longo do tempo
avaliadas pela técnica de Equagdes de Estimacdo Generalizadas (GEE) ajustados por sexo,
idade e dosagem total de drogas antiepilépticas. *Diferenca significativa em relacdo ao TO
(p<0,05).

Diferentemente da tendéncia observada na concentragdo de LDL (Figura 10c) as
subfracbes desta particula sofreram constantemente alteragdes durante o periodo de
intervencdo. As particulas grandes de LDL (LDL-1 + LDL-2) inicialmente (T1 vs TO
apresentaram aumento significativo, enquanto que no periodo posterior (T2 vs T1) o

percentual dessas particulas foi reduzido (Figura 12a).
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De modo contrario, as subfragdes pequenas de LDL (LDL-3 a LDL-7) apresentaram
aumento progressivo ao longo do tempo, sendo o percentual aproximadamente duas vezes
superior no T2 em relagdo ao T1. Em consequéncia a essa mudanga no perfil da qualidade
das subfracBes, o tamanho médio da LDL reduziu significativamente ao longo do tempo
(Figura 12c).

a) b)
50 1 .
40
§ 43,5 — §
& £
£ 301 27,9 g
£ 20 =
w
z s
=3 10 1 a
= 3
0 =]
) d)
3 1 2,6
0
E 01+ g 2
£ <
é -02 1 - E 17
i @
C T ®
% 04 - A3 2
I |
E _05 - e E
£ 06 - 0,6 < 2 -19
q *
0.7 3

—hk— ATI-TO —m— AT2-TO

Figura 12: Mudangas nas subfragfes e no tamanho médio de LDL segundo tempo de
intervencdo. Comparagdes ao longo do tempo avaliadas pela técnica de Equacles de
Estimacdo Generalizadas (GEE) ajustados por sexo, idade e dosagem total de drogas
antiepilépticas. *Diferenca significativa em relacdo ao TO, ** Diferenca significativa em

relacdo ao T1 (p<0,05).

Além desses resultados associados a varidveis continuas, observamos também
mudanga na variavel categérica relacionada a qualidade da particula de LDL: 100% dos
participantes apresentavam fenotipo A no TO, 30,7% dos participantes migraram para

fendtipo ndo-A no T1 e 52,1% dos participantes apresentavam fenétipo ndo-A no T2.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou os beneficios da DC no tratamento da epilepsia
refrataria com reducédo de pelo menos 50% das crises em 64% dos pacientes no T1 e 68,2%
no T2. Apesar dos beneficios clinicos terem sido inquestionaveis, nossos resultados
demonstraram que a administragdo de DC promoveu diversas alteragdes bioquimicas
contribuindo para o aumento do risco cardiometabdlico das criancas e adolescentes
participantes.

As principais complicagdes clinicas da aterosclerose como infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral geralmente ocorrem em adultos, entretanto o desenvolvimento da
aterosclerose se inicia nos primeiros anos de vida e seu progresso esta diretamente associado
a concentracdo plasmatica das lipoproteinas (AHA, 2005; AAP, 2011).

As lipoproteinas sdo compostas de colesterol esterificado, colesterol nédo esterificado
ou colesterol livre, TG, fosfolipides, e apolipoproteinas, sendo mais leves as lipoproteinas
com maior concentracdo de lipidios e mais pesadas as que apresentam maior proporgao de
proteinas (SBC, 2013). Dentre os fatores de risco para doencgas cardiovasculares o aumento
na concentracdo da LDL e TG sdo os principais riscos metabdlicos associados (WHO, 2011).

As alteracGes observadas neste estudo indicam que multiplas modificagdes ocorreram
no metabolismo lipidico ap6s inicio da DC. Observamos aumento de 38% e 40% de criangas
e adolescentes hipercolesterolémicos (CT > 200 mg/dL) e hipertrigliceridemia progressiva
ao longo do tempo, 38% e 48% dos pacientes no T1 e T2, respectivamente.

De acordo com os estudos de RODRIGUES et al., (2009) e CONCEICAO-
MACHADO et al., (2013) em adolescentes, a concentragdo de TG esta associada ao acumulo
de lipoproteinas de baixa densidade e, consequentemente, ao desenvolvimento da
aterosclerose.

As associagdes entre a concentracdo de lipoproteinas e o desenvolvimento da
aterosclerose em criangas e adolescentes foram retratadas previamente pelo “Bogalusa Heart
Study” (BERENSON et al., 1998). Este estudo avaliou a autopsia de 204 individuos de 2 a
39 anos e verificou a ocorréncia de estrias gordurosas e placas fibrosas nas artérias
corondrias e aorta em 28% das criancas e adolescentes de 2 a 15 anos. Essas lesdes arteriais
foram correlacionadas significativamente com a concentragdo de CT, LDL e TG.

As apolipoproteinas também estdo associadas ao risco cardiometabolico e as doencgas
cardiovasculares. A APO B, principal componente proteico da LDL, representa um forte

indicador do nimero de particulas aterogénicas circulantes (OTOKOZAWA et al., 2009).
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Enquanto que a APO A-I, principal componente proteico da HDL, é considerada um
marcador anti-aterogénico (ROHRER et al., 2004, NGUYEN et al., 2013).

Nossos resultados mostraram que houve aumento significativo da LDL, paralelo a
elevacdo em torno de 55% no conteldo total de APOB nos dois periodos de DC. Ja a APO
A-l apresentou aumento significativo de 20% e 18% ao longo do tempo. Portanto, 0 aumento
da APOB foi superior em aproximadamente 35% ao aumento de APO A-l, e a relacdo
APOB/APO A-1 confirmou esta tendéncia, embora ndo foi observado aumento quando se
comparou T2 vs T1.

Desta forma, os resultados obtidos em relagcdo a concentracdo de lipoproteinas pelo
aumento de 76% e 67% na LDL ao longo do tempo e o aumento da APOB indicam um
efeito pro-aterogénico da DC. Entretanto essas variaveis parecem apresentar uma tendéncia
de estabilidade ou reducdo quando observamos o valor médio absoluto ao longo da
intervencdo do T2 vs T1 (Figura 10).

O aumento de colesterol na HDL, lipoproteina cardioprotetora por suas propriedades
antioxidantes, acdo anti-inflamatéria e inibitéria das moléculas de adesdo (BACHORIK e
ROSS, 1995), foi proporcionalmente inferior ao aumento observado nas particulas pro-
aterogénicas, e apesar de ndo ter sido significativo os valores médios de HDL também
apresentaram tendéncia semelhante de manutencéo ou redugdo observada na concentragdo de
CTelLDL-C.

Se considerarmos o tempo de uso da DC de 3 a 4 meses e sua relagdo com a
concentracdo de lipoproteinas em criancas e/ou adolescentes com epilepsia refrataria, dois
estudos sdo descritos na literatura (LIU et al., 2003; LIU et al., 2013). Para um periodo de
acompanhamento maior (> 6 meses), a literatura apresenta quatro estudos do impacto da DC
sobre o perfil lipidico (KWITEROVICH et al., 2003; NIZAMUDDIN et al., 2008; TUMAS
etal., 2010; LIU et al., 2013).

O estudo de LIU et al., 2003 encontrou resultados semelhantes ao nosso, com aumento
significativo na concentracdo de CT e LDL (24% e 35%, respectivamente) nas criangas
submetidas a DC classica (n=14) por 4 meses.

Esses mesmo autores (LIU et al., 2003) descreveram também aumento significativo de
TG (33%) nas criancas que receberam a DC contendo TCM (n=11), enquanto as crian¢as
que receberam a DC classica ndo apresentaram aumento significativo de TG, indicando que
as diferencas na composicao da DC induzem respostas distintas no metabolismo lipidico.

Diferentemente do estudo de LIU et al., (2003) nossos pacientes que receberam a DC

classica apresentaram aumento continuo na concentragdo de TG ao longo da intervencao.
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Kang et al., (2004) avaliando 129 criangas submetidas a DC em um periodo menor (4
semanas), observaram que 4,7% apresentaram hipercolesterolemia e 6,9% apresentavam
hipertrigliceridemia apds a intervencéo, evidenciando que o impacto negativo da DC sobre o
0 metabolismo lipidico ocorre precocemente.

Perfil semelhante ao nosso foi observado no estudo de KWITEROVICH et al (2003)
que descreveu aumento na concentracdo de TG (+60,4%) e demais fracdes lipidicas e
apoprotéicas: CT (+33,3%), LDL (+48%), e APO B (57,3%) ap0s 6 meses de intervencao.

O estudo brasileiro de TUMAS et al., (2010) que avaliou o efeito da DC no perfil
lipidico, também mostrou elevacdo na concentragdo de CT (14,2%) e LDL (10,24%) em um
periodo de 6 a 12 meses de dieta, que se manteve crescente ao longo do tempo (apds 18 a 24
meses). De modo contrario aos nossos resultados, a concentracdo de TG apresentou
tendéncia de reducédo ap6s o primeiro periodo avaliado (6 a 12 meses).

Similarmente ao nosso estudo, NIZAMUDDIN et al., (2008), ap6s 6 meses de
intervencdo, criancas submetidas a DC mostraram aumento na frequéncia de
hipercolesterolemia (35%, CT < 200mg/dL), aumento na LDL (19%, LDL < 130mg/dL), na
HDL (17%, HDL > 35mg/dL), e aumento para TG (27%, TG < 130mg/dL ¢ TG <
200mg/dL, conforme idade).

De maneira geral, observamos que a principal diferenca encontrada nos estudos da
literatura em comparacdo aos nossos resultados estd relacionada especialmente a
concentracdo de TG. Essas diferencas provavelmente estdo associadas a composic¢do da DC
que mesmo sendo uma dieta classica provavelmente apresentam fontes distintas de gordura.
Essa possibilidade ndo pode ser confirmada, pois a maioria dos estudos ndo descreve a
composicdo de alimentos presentes na DC, seja ela classica ou nao.

Verificamos também em nosso estudo aumento de colesterol ndo-HDL ap6s 3 meses
de intervencdo. Entretanto esse aumento ndo foi progressivo ao longo dos 3 meses seguintes
de seguimento. Segundo a Academia Americana de Pediatria (2011), a ndo-HDL vem sendo
identificada como preditor da presenca de aterosclerose tanto em adultos como em criancas,
sendo considerada fator mais preditivo para dislipidemia persistente que o CT, LDL ou
concentracao isolada de HDL.

Adicionalmente ao impacto negativo da ndo-HDL, a razdo TG/HDL também vem
sendo considerada como indice de aterogenicidade e esta associada ndo apenas com fatores
de risco classicos, mas também com fatores de risco emergentes sendo indicativo de maior
risco cardiometabolico em criangas (QUIJADA et al., 2008; BAILEY et al.,, 2014).
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Entretanto, apesar de observarmos uma tendéncia de aumento nossos resultados néo
mostraram variagdo significativa na razdo TG/HDL ao longo do estudo.

Recentemente, LIU et al., (2013) mostraram que criangas dislipidémicas podem
receber a DC, otimizando a oferta de gorduras poli-insaturadas e reduzindo a quantidade de
gorduras saturadas. A mudanca na qualidade da gordura nesse estudo refletiu na reducéo
significativa do CT e LDL normalizando o perfil lipidico dessas criancas nos periodos
avaliados (3, 6 e 12 meses de tratamento). Em nosso estudo, verificamos o aumento no
consumo de acidos graxos poli-insaturados. Entretanto, o aumento de acidos graxos
saturados foi 2 vezes maior que o aumento de acidos graxos poli-insaturados, influenciando
negativamente a concentragdo das lipoproteinas.

Os acidos graxos saturados, além dos acidos graxos trans, sdo 0s que mais contribuem
para 0 aumento da LDL. O consumo de 1% do valor calérico total de acidos graxos
saturados esta associado ao aumento de 1,3 a 1,7 mg/dL na concentragdo de LDL e 0,4 a 0,5
mg/dL de HDL-C, sendo o acido graxo palmitico um dos principais responsaveis pelo
aumento da LDL e da HDL (MENSINK et al., 2003; VAN HORN et al., 2008).

A concentracdo plasmatica das lipoproteinas ndo sdo completamente preditoras do
risco cardiometabolico ou cardiovascular, pois as lipoproteinas sdo estruturas heterogéneas
compostas por multiplas fragBes, variando quanto ao tamanho de particula, densidade e
composicdo quimica. Essas caracteristicas contribuem para a geracdo de particulas pequenas
e mais densas de LDL que estdo mais associadas com o aumento do risco cardiovascular
(HIRAYAMA e MIIDA, 2012, DIFFENDERFER et al., 2014).

Na literatura ndo foi encontrada descricdo do perfil estrutural das lipoproteinas em
criangas ou adolescentes submetidos a DC. Portanto, o presente estudo representa o primeiro
estudo na literatura a descrever o impacto da DC na concentragdo e tamanho de particulas
lipoproteicas em criancas e adolescentes com epilepsia refrataria submetidas ao tratamento
com DC.

Em estudos com criancas e adolescentes, mas ndo no contexto da DC, as particulas
pequenas de LDL sdo associadas ao maior percentual de gordura corporal, maior
circunferéncia da cintura, concentracdo de TG e APO B elevadas e baixa concentracdo de
colesterol associado a HDL (ARISAKA et al., 1997; MIYASHITA et al., 2006; BURNS e
ARSLANIAN 2009).

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram impacto negativo da DC sobre as

caracteristicas fisicas da LDL. Essa relacdo foi reforcada pelo estudo de VERHOYE et al.,
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(2009), pois as particulas menores além de penetrarem mais facilmente na camada
subendotelial também sdo mais susceptiveis a oxidacéo.

Ao longo do tempo o aumento do percentual de particulas pequenas de LDL, bem
como a reducdo média do tamanho dessas particulas foram significativos. Portanto, apesar da
elevagdo da concentracdo de LDL apresentar maior impacto na fase “inicial” da DC (T1), a
dieta permaneceu influenciando negativamente a qualidade dessas particulas ao longo de
todo o estudo. Essa resposta pode estar associada especialmente ao aumento de TG, pois
altas concentragdes de TG estdo fortemente associadas a formacdo de particulas pequenas de
LDL (SBC, 2013; HIRAYAMA et al., 2012, DIFFENDERFER et al., 2014).

A qualidade da LDL também estd associada a classificacdo do fendtipo, onde o
tamanho da LDL determina um perfil mais ou menos aterogénico. Conforme demostrado no
trabalho de SNISKY et al., (2013), até o0 momento, a literatura ndo estabeleceu um consenso
de ponto de corte para essa classificacdo, mas diversos estudos associaram o fendtipo B ou
fendtipo ndo-A a um perfil mais aterogénico e um menor tamanho de LDL (AUSTIN et al.,
1990, CROMWELL et al., 2004; SNINSKY et al., 2013).

O estudo de AUSTIN et al., (1990) que avaliou as subfracdes da LDL por técnica de
eletroforese em gel atribuiu o fen6tipo B a um ponto de corte < 25,5 nm ¢ fendtipo A > 25,5
nm. Enquanto que a determinacgdo por ressonancia magnética utilizada em diversos estudos
(WESTMAN et al., 2006; OTVOS et al., 2011) atribuiu fenétipo B para um diametro < 20,6
nm e fenotipo A > 20,6 nm.

A técnica de eletroforese em gel utilizada no presente estudo atribuiu fenétipo nao-A
para particulas de LDL < 26,8 nm e os resultados encontrados permitiram confirmar a
contribuicdo da DC no fenotipo mais aterogénico: 30,7% dos participantes passaram a ter
fendtipo ndo-A no Tl e 52,1% no T2.

As subfracGes de HDL foram menos modificadas pela DC que as subfragdes de LDL.
O percentual das particulas grandes de HDL nédo sofreu mudancas significativas e as
particulas pequenas de HDL apresentaram reducgdo somente apos 6 meses de intervencao.

A relacdo do tamanho da HDL e o risco cardiovascular ainda apresentam
controvérsias na literatura. No estudo de FREEDMAN et al., (2001), o peso, a concentragao
plasmatica de TG e LDL foram inversamente associadas a concentracdo de particulas
grandes de HDL em criangas e adolescentes, enquanto que em outro estudo com
adolescentes obesos, a adiposidade visceral foi preditora de particulas grandes de HDL
(D"ADAMO et al., 2010).
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Segundo BARTER et al., (2003) e PIRILLO et al., (2013) as particulas grandes de
HDL sdo mais competentes no transporte reverso de colesterol, entretanto as particulas
pequenas de HDL apresentam maior propriedade antioxidante e anti-inflamatdria protegendo
a oxidacdo da LDL na camada subendotelial por meio da agcdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (KONTUSH e CHAPMAN, 2010; CAMONT et al., 2011).

As alteragdes no perfil lipidico proveniente da DC também podem favorecer a geragao
de Aacidos graxos ndo esterificados contribuindo para ativacdo de diversas vias pro-
inflamatoérias e desenvolvimento da aterosclerose. De acordo com GRUZDEVA et al.,
(2013), o aumento de AGNEs pode favorecer a ativacdo das moléculas de adesdo do
endotélio, elevar a producdo de ROS e a oxidagdo da LDL, além de desencadear a disfungdo
endotelial, potencializando a ativacdo de mecanismos aterogénicos. No presente estudo
observamos aumento progressivo significativo de AGNEs tanto na fase “inicial” e “final”
como entre ambas as fases de intervencéo.

As modificacBes oxidativas das lipoproteinas também estdo relacionadas com a
progressdo da aterosclerose, sendo o aumento dos produtos de oxidacdo mantido em
detrimento a deplecdo de antioxidantes a favor do estresse oxidativo (STEINBERG 2009;
KETELHUTH etal., 2011).

Embora estudos prévios mostrem que a LDL(-) esta associada a um perfil mais
aterogénico (BENITEZ et al, 2004; OLIVEIRA et al., 2006), nossos resultados mostraram
reducdo de LDL(-) ao longo do periodo de intervencdo. Esse perfil foi oposto ao aumento na
concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

Essa aparente contradicdo entre marcadores de estresse oxidativo pode estar associada
aos seguintes mecanismos: | — as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico reagem com o
malonaldeido (MDA), sendo portanto um produto da peroxidacdo lipidica avancada
(SCHUH et al., 1978), Il — a LDL(-) tem minimas caracteristicas oxidativas, indicando ser
um marcador precoce de oxidagdo (DAMASCENO et al., 2006) e Il — a LDL(-) tem
maltiplas vias de origem, além da oxidativa (SANCHEZ-QUESADA et al., 2004). Portanto,
é plausivel propor que a DC esteja estimulando a oxidagdo da LDL e, portanto, a LDL(-)
estaria diminuindo, enquanto a concentracdo de TBARS aumentaria.

Outro ponto importante sdo 0s nutrientes com potencial antioxidante, destacando-se o
a-tocoferol que representa o principal antioxidante da LDL, atuando na protecdo das
lipoproteinas frente aos radicais de livres com consequente inibicdo de receptores

scanvergers, e inibigdo na geragdo de LDL oxidada (TUCKER 2005).
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O estudo de MAFRA et al., (2009) mostrou redugdo na concentragdo de LDL(-) de
pacientes em hemodialise apds a suplementagdo com a-tocoferol. Contraria a essa hipdtese,
PEREIRA et al., (2004) mostraram que a suplementacdo com a-tocoferol ndo conferiu
protecdo adicional a individuos dislipidémicos sob uso de estatinas na reducdo de LDL(-).

Considerando ainda os marcadores relacionados ao perfil oxidativo, a concentracdo de
anticorpo anti-LDL(-) apresentou reducdo ap6s 6 meses de DC sugerindo que a maior
concentracdo de anticorpos no T1 aliada a reducdo na concentracdo de LDL(-) pode estar
associada a uma resposta aguda protetora frente a alta ingestéo de gorduras.

O estudo de LOBO et al., (2011) mostrou associa¢do negativa dos anticorpos anti-
LDL(-) com citocinas inflamatérias e moléculas de adesdo em pacientes submetidos a
hemodialise, além de menores concentracdes desses anticorpos em comparagao a individuos
saudaveis. Anteriormente, BARROS et al., (2006) também documentaram menor
concentracao de anticorpos anti-LDL(-) em adultos com maior risco cardiovascular.

Outro aspecto importante monitorado no presente estudo se refere ao impacto da DC
no estado nutricional. Nossos resultados demonstraram que ndo houve comprometimento
significativo na estatura e no estado nutricional avaliado pelo Z E/l e Z IMC/I dos pacientes
ao longo do tempo.

De modo contrario, LIU et al., 2003, mostraram que 14 criancas recebendo DC
classica e 11 recebendo dieta suplementada com TCM apresentaram ganho significativo no
percentil de estatura para idade (pE/I) e redugdo em 10 percentis no percentil de peso para
idade (pP/I) apds 4 meses de DC. Ja, VINING et al., em 2002 observaram reduc¢do do ZP/I
apos 3 meses de dieta e uma discreta redugdo no ZE/I apds 6 meses de DC, especialmente
para criancas de 7 a 10 anos.

Posteriormente, NEAL et al., (2008) monitorando 75 criangas submetida a DC (3
meses) mostraram reducdo no Z IMC/I, mas ndo identificaram alteragdes no ZE/l. Em ambos
os estudos que compararam o estado nutricional de criangas recebendo DC classica e DC
suplementada com TCM n&o foi observado diferengas entre os grupos (LIU et al., 2003;
NEAL et al., 2008).

A provavel explicacdo para as discrepancias encontradas entre os estudos que avaliam
0 crescimento de criancas e adolescentes submetidos a DC pode estar relacionada a
conducao de ajuste caldrico da dieta, pois em nosso estudo apesar da coleta de dados ser
realizada apds 3 e 6 meses de DC o estado nutricional (Z IMC/I) foi monitorado
mensalmente ap6s o terceiro més e o valor cal6rico da dieta ajustado ambulatoriamente de

acordo com a necessidade do paciente.
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Apesar deste rigoroso segmento nutricional e ndo termos encontrado mudanca
significativa para o Z IMC/I e ZE/l, devemos considerar que 0s pacientes apresentaram um
declinio na velocidade de crescimento, ja que esses escores apresentaram reducdo numeérica
ao longo do tempo (-47% e -152% no T1 e T2, e -35% e -58% no T1 e T2, respectivamente)
0 que provavelmente pode estar associado a quantidade de macronutrientes da DC,
especialmente a oferta de proteinas e carboidratos que € inferior ao recomendado em uma
dieta saudavel.

Assim como o estado nutricional avaliado pelo Z IMC/I, a composi¢do corporal
avaliada por bioimpedancia elétrica ndo apresentou mudancas nos percentuais de massa
magra e massa gorda em nenhum dos periodos avaliados. Esse perfil foi reforcado pela
avaliacdo da soma de dobras cutaneas que também ndo apresentou alteracdes.

Em 2012, TABLIABUE et al., ndo encontraram mudancas significativas no percentual
de massa magra e massa gorda avaliado por DEXA em criancas e adolescentes submetidos a
DC. Anteriormente LIU et al., em 2003, também ndo verificaram alteracbes na
circunferéncia muscular do brago e na area muscular do braco apds 4 meses de dieta.

De modo contrario, GROLEAU et al., (2014) verificaram aumento significativo no
percentual de gordura e massa magra avaliado pela soma de dobras cutaneas apés um
periodo de 3 e 15 meses em criangas com epilepsia refrataria tratadas com DC. Esses
mesmos autores observaram declinio do crescimento linear dessas criangas.

A literatura é bastante escassa sobre informac6es de composicao corporal de pacientes
submetidos a DC e embora alguns estudos tenham sido encontrados na literatura, até a
presente data nosso estudo parece ser o primeiro a avaliar a composicdo corporal por
bioimpedancia elétrica no contexto clinico da DC e da epilepsia refrataria.

A partir desta avaliagdo também foi possivel determinar o angulo de fase nesses
pacientes. Nossos resultados mostraram aumento no AF°, no percentual de Al e na
reactancia no T1 o que poderia ser considerado indicativo de melhora de progndstico clinico
(KYLE et al.,2004; BOSY-WESTPHAL et al., 2006). Entretanto no T2 observamos o efeito
negativo da DC pela reducdo significativa da reactancia em comparacdo ao T1, tendéncia de
reducdo do angulo de fase e aumento significativo da resisténcia.

Paralelo aos efeitos adversos observados nas criancas e adolescentes submetidos a DC
no espectro do metabolismo lipidico e oxidativo, o impacto positivo desta intervencdo no
controle das crises € inquestionavel, pois essa promoveu reducao no ndmero de crises, assim

diminuicdo no nimero e dose das DAEs administradas.
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O efeito positivo da DC na quantidade total de DAEs apresentou reducdo de
aproximadamente 26%, sendo a vigabatrina e o0 nitrazepam, as principais drogas
contribuintes desta reducdo apds 6 meses de intervencdo. Essas drogas atuam facilitando a
acdo ou inibindo o catabolismo do GABA (neurotransmissor inibitério) no sistema nervoso
central. Assim uma possivel explicagdo para a reducdo dessas drogas pode estar associada a
eficacia da DC na modulagdo do GABA, conforme demonstrado em diversos estudos
(CHENG et al., 2004; DAHLIN et al., 2005; MCNALLY et al., 2012).

Este estudo tem limitagBes. Em primeiro lugar, as diferentes etiologias da epilepsia
encontradas nas criangas e adolescentes participantes reforcam a natureza heterogénea da
epilepsia e o desconhecimento desta pela maioria dos participantes (34,6%), o que dificulta
um melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos. Apesar disso, estudos prévios e atuais
referem a dificuldade da identificacdo etioldgica da epilepsia especialmente quando
relacionada a identificacdo genética (FISHER et al., 2005; GITAI et al, 2008;
LOWENSTEIN e HELBIG, 2013).

Outra limitacdo poderia estar relacionada ao tamanho da amostra, pois o reduzido
numero de pacientes inclusos que poderia reduzir o poder estatistico de algumas analises.
Entretanto, essa dificuldade também é observada nos estudos da literatura ja que a
prevaléncia da epilepsia é baixa (0,5 a 1 %) e a prevaléncia da epilepsia refrataria ainda
menor (20 a 30%). Apesar dessa possibilidade, os resultados encontrados tém grande
relevancia clinica, pois representaram o perfil lipidico e oxidativo de 100% das criancas
atendidas no hospital de referéncia elegiveis para o estudo.

A terceira limitacdo pode ser atribuida a avaliagdo ao longo do tempo da dosagem e
tipos de DAEs antes do periodo da intervencdo. Criancas e adolescentes indicados paraa DC
tomam mdaltiplas drogas ao longo da vida e nfo podem passar por um periodo de “washout”
antes da inclusdo na pesquisa. Portanto, de forma a minimizar essa limitacdo todas as drogas
administradas e respectivas posologias foram controladas durante a intervencdo e
consideradas como variaveis de controle nas andlises estatisticas.

De acordo com os resultados encontrados, nossa recomendacdo € que estes seriam
melhor compreendidos se 0 acompanhamento fosse por mais 1 periodo de monitoramento e,
preferencialmente, apos a descontinuidade da DC. Recomendamos também a ampliagdo das
analises bioquimicas, pois a analise de antioxidantes no plasma, as outras vias de geracdo de
LDL(-) e outros marcadores de oxidacdo poderdo contribuir futuramente com o melhor

entendimento dos mecanismos envolvidos.
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7. CONCLUSAO

A DC foi efetiva no tratamento da epilepsia refrataria reduzindo o ndmero de crises e
0 uso de drogas antiepiléticas. As mudancas promovidas no metabolismo lipidico, entretanto,

apresentaram impacto negativo associadas ao aumento do risco cardiometabdlico.

As principais alteragdes no metabolismo lipidico classico e oxidativo associadas ao
desenvolvimento da aterosclerose foram o aumento da concentracdo de TG, LDL e TBARS.
As mudancas nas caracteristicas fisicas foram significativas ndo apenas na fase “inicial” ¢
“final” da DC, mas progressiva ao longo do tratamento. A DC contribuiu para o aumento

progressivo das particulas pequenas de LDL e um fendtipo mais aterogénico.

Em relacdo ao monitoramento do crescimento e desenvolvimento, a DC néo
interferiu significativamente no estado nutricional e ha composicdo de massa gorda e massa
magra dos pacientes, entretanto os resultados observados séo sugestivos de desaceleracdo da

velocidade do crescimento.

O efeito da DC nas outras varidveis avaliadas por bioimpedancia necessitam de
maior acompanhamento, visto que o aumento no angulo de fase foi observado apenas no

primeiro momento enquanto que posteriormente observamos aumento de resisténcia.

Concluimos que os resultados encontrados mostram impacto negativo da DC no
metabolismo lipidico e oxidativo de criancas e adolescentes, e embora muitas dessas
variaveis lipidicas ndo tenham demostrado aumento progressivo e necessitem de um maior
periodo de acompanhamento, estratégias voltadas para melhora da qualidade da DC devem

ser priorizadas e implantadas no tratamento destes pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O estudo: Impacto da dieta cetogénica nas caracteristicas oxidativas, fisicas e
lipidicas de lipoproteinas de criangas com epilepsia refrataria tem como objetivo avaliar
a influéncia da dieta cetogénica na composicdo das lipoproteinas (gorduras presentes no
sangue) e no estado nutricional das criangas (crescimento e desenvolvimento). Para a
realizacdo do mesmo, sera coletada da crianga em trés periodos uma amostra de sangue 20,0
ml, sera aferido o peso, estatura e realizado o exame de impedancia elétrica, o qual fornece
dados da quantidade de gordura, masculo e agua no corpo. Na qualidade de responsavel pela
crianca, o Sr (a) respondera um questionario sobre nivel socio-econdmico, e informacGes
clinicas. Todos os resultados obtidos estardo a sua disposicéo, sendo que sua identidade e da
crianca sera mantida em total sigilo. O Sr(a) tem o direito de retirar a crianga deste projeto a
qualquer momento. A participacdo ou ndo da crianga neste estudo ndo comprometera de
qualquer forma seu atendimento neste Hospital. Se houver algum problema de salde,
decorrente da pesquisa, a crianca sera atendida nesta Instituicdo, segundo o critério de
assisténcia da mesma. A participacdo no estudo ndo acarretara custos para a crianga e sua
familia e ndo sera oferecida nenhuma compensacao financeira adicional.

Este projeto sera desenvolvido pelo Departamento de Nutricdo da Faculdade de Sadde
Publica da Universidade de Sdo Paulo em associacdo com este Hospital. A pesquisa tem
carater de diagnostico e ndo de intervencao, visto que a dieta cetogéncia foi indica em funcao
de necessidade clinica da crianca e ndo devido o protocolo de pesquisa. Portanto, o risco é
considerado minimo. O Unico efeito adverso associado a este estudo por ocorrer durante a
coleta de sangue, que eventualmente podera causar pequeno desconforto e formacdo de
hematomas, apesar de todos os procedimentos serem feitos com enfermeiras e usarem
materiais descartaveis e de uso individual. Os beneficios do resultado deste estudo s&o
contribuir com a conduta médica e/ou dietética na conducdo do tratamento com a dieta
cetogénica no controle de crises epilépticas. Todos os resultados serdo entregues aos
responsaveis dos participantes do estudo, sendo que orientacOes especificas serdo dadas
quando estes resultados indicarem risco a saude destes individuos.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto que a crianca abaixo identificada, da qual sou legalmente

responsavel, possa participar do presente Protocolo de Pesquisa.
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Séo Paulo, de de20

Dados da Crianca

Nome:

Data de Nascimento:

Sexo:

Dados do Responsavel

Responsavel: Sexo:
RG: CPF:

Data de Nascimento:

Endereco: Telefone:

Dados dos Pesquisadores

Pesquisador Responsavel: Patricia Azevedo de Lima (Mestranda)
Faculdade de Salde Publica/Departamento de Nutricdo — (11) 3061-7865

Profa. Dra. Nagila Raquel Teixeira Damasceno
Coordenadora-Chefe — Faculdade de Saude Publica — (11) 3061-7865

Em caso de duvidas ou notificacdes de acontecimentos ndo previstos procurar

esclarecimentos com o Comité de Eticaem Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da
Universidade de Sdo Paulo.

Tel. (11) 3061-7779 — Av. Dr. Arnaldo, 715 — Cergueira César — Sdo Paulo - SP
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Anexo 2 — Aprovagéo do Instituto da Crianca do HC-FMUSP

b 'f' Corg o
e U

MEDICINA
use Instituto da Crianca

w Hospital das Clinicas - FMUSP

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que o Deparfamento de Pediatria da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo estd ciente e de acordo com o Projeto de
Pesquisa infitulado: “Impacto da dieta cetogénica nas caracteristicas oxidativas, fisicas
lipidicas de lipoproteinas de criangas com epilepsia refratdria”, dos autor(es): Patricia
Azevedo de Lima, aluna de Mestrado da Faculdade de Satdde Publica da USP (FSP-USP) e
Profa, Dra. Nagila Raguel Teixeira Damasceno, Pesquisadora Responsavel do Programa
de Pés-Graduacdo em Nutricdo Humana aplicada com drea de concentragdo na FSP-
USP.

Este projeto tfem por objetivo avaliar o impacto da dieta cetogénica cléssica nas
caracteristicas oxidativas, fisicas e lipidicas das lipoproteinas de criangas com epilepsia
refrataria. O estudo serd uma coorte prospectiva com criangas entre 1 e 9 anos e 11
meses que serdo avaliadas em trés momentos: T0 - apds indicacdo do fratamento e
antes da introducdo da dieta cetogénica; T1 - apds 6 meses de fratamento com a dieta
cetogéncia e; T2 - apds 12 meses de fratamento com a dieta cetogénica.

Este protocolo serd submetido ao Comité de Etica da Faculdade de Salde

Publica da USP e posteriormente @ CAPPesq.

S&o Paulo, 4 de abril de 2012

A

Dra. Marib Joaquina Margues-0ias Profa.\Dra. Sonla Regina T.5. Rc:m:)/
insavel pela Unidade de Neurologia Codydenadora do Corpo de

i it Prof. Vicente Cdone Filho
sidente CPE Chefe do Departamento
Pediatrica - ICr Pareceristas Departamento de Pediatria de Pediatria da FMUSP

Departamento de Pediatria FMUSP FMUSP
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Anexo 3 — Aprovacio do Comité de Etica da FSP-USP

Faculdade de Satde Publica .
Universidade de Sao Paulo

OF.COEP/184/12

18 de setembro de 2012.

Prezada pesquisadora, #

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao
Paulo, analisou, de acordo com a Resolucédo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares, o protocolo de 'pesquisa n.° CAAE 00608012.1.0000.5421, intitulado
_“IMPACTO DA DIETA CETOGENICA NAS CARACTERISTICAS OXIDATIVAS, FISICAS E LIPIDICAS
DE LIPOPROTEINAS DE CRIANCAS COM EPILEPSIA REFRATARIA", sob responsabilidade da
pesqunsadora Patricia Azevedo de Lima, considerando-o APROVADO “AD REFERENDUM”",

Cabe lembrar que, de acordo com a Res. CNS 196/96, sao deveres do(a) ‘pesquisador(aj:
1) Comunicar de imediato qualquer alteracdao no projeto é aguardar manifestacdao deste Comité
de Etica em Pesquisa para dar continuidade a pesquisa; 2) Manter sob sua guarda e em local
seguro, pelo prazo de 5 (cinco) anos, os dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos
os demais documentos recomendados pelo COEP, no caso eventual auditoria; 3) Comunicar
formalmente a este Comité por ocasido do encerramento da pesquisa; 4) Elaborar e apresentar
relatérios parciais ‘e final; 5) Justificar perante o COEP interrupcac do projeto ou a nao

publicacdo dos resultados. 2 :

Atenciosamente,

Coordenador do Comlte de Etica em Pesquisa - FSP/USP

llm.2 Sr.2
Patricia Azevedo de Lima

Av. Dr. Arnaldo, 715 — Cerqueira César — CEP 01246-904 — Sao Paulo — SP
‘Contato: (55 11) 3061 7779 | coep@fsp.usp.br. | www. fsprusp.br
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Anexo 4 - Questionario de Identificacdo e Avaliacdo Socioecondmica e
Clinica do Paciente

IDENTIFICACAO E AVALIACAO SOCIOECONOMICA E CLINICA

AODATA. | |

| A1RGHC:

A2 Nome do Paciente:

Endereco:

Bairro: CEP:

Cidade: Telefone:

A3Sexo: 1( )M 2( )F A4 Data Nascimento: /| | AS Idade:
A6Raca: 1( )Branco 2( )Negro 3( )Pardo 4( )Amarelo 5( ) Indigena

A7 Peso ao nascer: [ A81G: 1( )<37semanas 2( )37a42semanas 3( )>42semanas

DADOS DO RESPONSAVEL

A9 Nome do Responsavel:

E-mail:

A10 Grau de Parentesco:

All Escolaridade: 1 ( ) Analfabeto
) Ensino Fundamental Incompleto
) Ensino Fundamental Completo

2(
3(
4 () Ensino Médio Incompleto

) Ensino Médio Completo
) Ensino Superior Incompleto
) Ensino Superior Completo

5(
6(
Z(
8 ( ) Outros:

Al12 Renda Média Mensal: 1( ) Até R$ 600,00 2(
4( )Entre R$ 1800 € 3000 5 (

) Entre R$ 600,00 e 1200,00 3 ( ) Entre R$ 1200,00 e 1800
) Entre R$ 3000,00 e 6000,00 6 ( ) > 6000,00

A13 Quantas pessoas moram na sua casa?

| Al4 Quantas criangas?

AVALIACAO CLINICA DO PACIENTE

A15 Possui alguma doenca: 1 ( ) Sim 2 (

) N&o

A16 Qual doenca/Restricao alimentar

A160 Epilepsia 1S ( ) 2N( ) 165 Doenga Hepatica 1S ( ) 2N( )
Al161 Doenca Auto —Imune 1S () 2N( ) 166 Alergiaa PLV 1S ( )2N( )
A162 Hipertensdo Arterial 1S( )2N( ) 167 Intoleranciaa Lactose 1S () 2N ( )
A163 Diabetes Melittus 1S( )2N( ) 168 Insuficiéncia Renal Cronica 1S () 2N( )
A164 Hipotireoidismo 1S ( )2N( ) 1690utras1S ( ) 2N( ) Al69a
Qual?
Al17 Jafez algumacirurgia? ( )Sim () Nao
Al171 Qual? A172 Quando?
A18: Datada Menarca: /| |
MOMENTO T0
| B1 Média N° Crises na ultima semana: (dia)
TIPOS DE CRISES:
B2A TCG 1()S 2()N
B2B_Auséncia Tipica 1()S 2( )N
B2C Auséncia Atipica 1()S 2( )N
B2D Auséncia Mioclénica 1()S 2( )N
B2E Auséncia com Mioclonia palpebral 1()S 2( )N
B2F Miocldnica 1()S 2( )N
B2G Mioclénica Atdnica 1()S 2( )N
B2H Mioclénica Ténica 1()S 2( )N
B2l Cldnica 1()S 2( )N
B2J Ténica 1()S 2( )N
B2L Atbnica 1()S 2( )N
B2M Crise Focal 1()S 2( )N
B2N Espasmos Epilépticos 1()S 2( )N
DIETA
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B3 Data de inicio da dieta cetogénica: / /

B4 Proporcéo (G:C+P):
B5 Total Kcal:

B6 Kcal/Kg peso:

B8 N° de refeicdes:

B9 Uso medicamentos :

B90 Vigabatrina  1S( )2N( ) B901 Posologia: B97 Oxcarbazepina 1S ( ) 2N ( )B971
Posologia:
B91 CarbamazepinalS( )2N( ) B911 Posologia: B98 Fenitoina 1S( ) 2N ( )B98s1
Posologia:
B92 Fenobarbital 1S( )2N( ) B921 Posologia: B99 Clobazam 1S( ) 2N ( ) B991
Posologia:
B93 Valproato 1S( )2N( ) B931Posologia: B10 Clonazepam 1S( ) 2N( ) B101
Posologia:
B94 Lamotrigina 1S( )2N( ) B941 Posologia: B11 Nitrazepam 1S ( ) 2N ( )B112
Posologia:
B95 Topiramato  1S( )2N( ) B951 Posologia: B12 Primidona 1IS( )2N ( )B121
Posologia:
B96 Levetiracetam 1S( )2N( ) B961 Posologia: B13 Etoxussimida 1S( ) 2N ( )B131
Posologia:

B14 Suplemento (Vit/Mineral) 1S( )2N( ) B15Posologia:

B16 Outro1S( )2N( ) B17 Qual: B18 Posologia:

MOMENTO T1

C1 Média N° Crises na Gltima semana: C2Cetonlria: 1( )+ 2( )+/++ 3( )++ 4( )+++++5( )
+++

TIPOS DE CRISES:

C2A TCG 1()S 2( )N

C2B Auséncia Tipica 1()S 2( )N

C2C Auséncia Atipica 1()S 2( )N

C2D Auséncia Mioclénica 1()S 2( )N

C2E Auséncia com Mioclonia palpebral 1()S 2( )N

C2F Mioclonica 1()S 2( )N

C2G Mioclénica Atdnica 1()S 2( )N

C2H Mioclénica Ténica 1()S 2( )N

C2I Clonica 1()S 2( )N

C2J Tonica 1()S 2()N

C2L Atbnica 1()S 2()N

C2M Crise Focal 1()S 2( )N

C2N Espasmos Epilépticos 1()S 2( )N

DIETA

C4 Proporcéo (G:C+P):

C5 Total Kcal:

C6 Kcal/Kg peso:

C8 N° de refeigoes:

C9 Uso medicamentos:

C90 Vigabatrina  1S( )2N( ) (€901 Posologia: C97 Oxcarbazepina 1S( ) 2N( )C971
Posologia:__

C91 CarbamazepinalS( )2N( ) C911 Posologia: C98 Fenitoina 1S( ) 2N ( )Co981
Posologia:__

C92 Fenobarbital 1S( )2N( ) C921 Posologia: C99 Clobazam 1S( ) 2N( )C991
Posologia:__

C93 Valproato 1S( )2N( ) C931 Posologia: C10 Clonazepam 1S( ) 2N( ) C101
Posologia:
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C94 Lamotrigina  1S( )2N( ) C941 Posologia: C11 Nitrazepam 1IS( ) 2N ( )Cl12
Posologia:

C95 Topiramato  1S( )2N( ) C951 Posologia: C12 Primidona 1IS( )2N ( )Ci121
Posologia:

C96 Levetiracetam 1S( )2N( ) C961 Posologia: C13 Etoxussimida 1S ( ) 2N ( )C131
Posologia:

C14 Suplemento (Vit/Mineral) 1S( )2N( ) C15 Posologia:

C160utrolS( )2N( ) C17 Qual: C18 Posologia:

C10 Intercorréncias durante o tratamento comDCdo TOao T1: 1( ) Sim 2( ) Néo

C100 Nausea 1S( )2N( ) C105Esofagite 1S( )2N( )

C101 Vomito 1S( )2N( ) C106 Gastrite 1S( ) 2N(

C102 Diarréia 1S( )2N( ) C107 Outros 1S( )2N( ) C108Qual:

C103 Constipagdo 1S ( )2N( ) C109( ) Internacdo( ) Sim 2( ) N&o C110 Motivo:

C104 Refluxo 1S( )2N( )

C12 Suspens@do daDCdoTOao T1: 1( ) Sim 2( )Né&o

C121 Moativo:

Periodo: / / a / /

C122 Dias semdieta:

MOMENTO T2

D1 Média N° Crises na Ultima semana: D2 Cetondria: 1 ( )+ 2( )+H++ 3( )++ 4( )++/+++ 5(
) +++

TIPOS DE DRISES:

D3ATCG 1()S 2()N
D3B Auséncia Tipica 1()S 2( )N
D3D Auséncia Atipica 1()S 2( )N
D3D Auséncia Mioclénica 1()S 2( )N
D3E Auséncia com Mioclonia palpebral 1()S 2( )N
D3E Mioclénica 1()S 2( )N
D3G Mioclonica Atonica 1()S 2( )N
D3H MiocldniDa Ténica 1()S 2( )N
D3I Clénica 1()S 2( )N
D3J Tonica 1()S 2( )N
D3LAtonica 1()S 2( )N
D3M Crise Focal 1()S 2( )N
D3N Espasmos Epilépticos 1()S 2( )N
DIETA

D4 Proporgéo (G:D+P):

D5 Total KDal:

D6 KDal/Kg peso:
D8 N° de refeicdes:

D9 Uso medicamentos:

D90 Vigabatrina  1S( )2N( ) D901 Posologia: D97 Oxcarbazepina 1S( ) 2N( ) D971
Posologia:
D91 DarbamazepinalS( )2N( ) D911 Posologia: D98 Fenitoina 1S( ) 2N ( ) D981
Posologia:
D92 Fenobarbital 1S( )2N( ) D921 Posologia: D99 Dlobazam 1S( ) 2N ( ) D991
Posologia:
D93 Valproato 1S( )2N( ) D931 Posologia: D10 Dlonazepam 1S( ) 2N( ) D101
Posologia:
D94 Lamotrigina  1S( )2N( ) D941 Posologia: D11 Nitrazepam 1S( ) 2N ( )D112
Posologia:
D95 Topiramato  1S( )2N( ) D951 Posologia: D12 Primidona 1S( ) 2N ( )Di121
Posologia:
D96 Levetiracetam 1S( )2N( ) D961 Posologia: D13 Etoxussimida 1S () 2N () D131
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Posologia:

D14 Suplemento (Vit/Mineral) 1S( )2N( ) D15 Posologia:
D16 Outro1S( )2N( ) D17 Qual: D18 Posologia:

D10 Intercorréncias durante o tratamento com DC do Tlao T2: 1( ) Sim 2( )Naéo

D100 Nausea 1S( )2N( ) D105 Esofagite 1S( )2N( )
D101 Vomito 1S( )2N( ) D106 Gastrite 1S( )2N( )
D102 Diarréia 1S( )2N( ) D107 Outros 1S( )2N( ) D108 Qual:
D103 Donstipagdo 1S ( )2N( ) D109 () Internacdo ( ) Sim 2( ) N&o D110 Motivo:

D104 Refluxo 1S( )2N( )

D12 Suspensdo da DD do TOao T1: 1( ) Sim 2( ) Né&o
D121 Motivo:
Periodo: / / a / / D122 Dias sem dieta:

PARAMETROS ANTROPOMETRICOS

Valor TO Valor T1 Valor T2

Estatura (cm)

Peso (KQg)

IMC (Kg/m?)

DCT (mm)

DCS (mm)

2~ DCT e DCS

Percentil

ZEl

ZPIl

Z IMC/I

Classificacdo do EN

Resisténcia (R)

Reactancia (Xc)

Angulo de fase (AF)

% MCC

% ME

% MM

% MG

% Al

% AE

% ACTmm

% ACTpeso
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Anexo 5 — Classificagdo das crises epilépticas (ILAE, 2010)

Glossério e Classificacdo das Crises — ILAE 2001 e 2010

Terminologia

Descricédo

Crises Generalizadas

Ativacdo inicial de ambos os hemisférios cerebrais

Tonico-clénica

Sequéncia consistente de tonica seguida de clonica. Variacdes de clonica-tonica-clonica podem ser vistas

Auséncia
Tipica Perda stbita da consciéncia e parada do olhar
Atipica Perda e volta da consciéncia de maneira menos abrupta que a auséncia tipica

Auséncia com caracteristicas especiais

Auséncia Mioclonica

Combinagao de auséncia com mioclénica

Mioclonia Palpebral

Répida e breve (< 100ms) contracéo Unica ou multipla da palpebra

Mioclénica

Mioclénica

Répida e breve (< 100ms) contrag&o Unica ou multipla dos musculos ou grupos musculares de topografia variavel (axial, proximal, membros, distal).

Mioclénica atonica

Subita perda ou diminuicéo de tdnus muscular precedida de mioclonia com duragéo de > 1 a 2 s, envolvendo a cabeca, tronco, mandibula ou membros.

Miocldnica ténica

Combinagéo de ténica com mioclénica

Clonica

Mioclonia que é regularmente repetitiva, envolve os mesmos grupos musculares, com uma frequéncia de 2 a 3 c/s, e é prolongada. Sinénimo: mioclonia
ritmicas.

Tonica

Aumento da contragdo muscular sustentada que dura poucos segundos a minutos

Crises Focais

Ativacdo inicial de apenas uma parte do hemisfério cerebral

Espasmos epilépticos

Subita flexdo, extensdo, ou misto de extensdo-flexdo dos muisculos predominantemente proximais e do tronco, mais sustentavel que a mioclonica,
mas néo tdo sustentado que a crise tonica
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Anexo 6 — Exemplo de Dieta Cetogénica 4:1

I_rl"" Ay
i ¢
N

DIETA CETOGENICA 4:1

Instituto da Crianca

Hospital das Clinicas - FMUSFP

NOME: DATA:
| REFEICAO ALIMENTOS QUANTIDADE SUBSTITUTOS
Creme de leite 115 g nao tem
Café da manha Ovo . 369 nao _tem
Fruta ver lista ver lista
Oleo 2 ml ou azeite
Carne ver lista ver lista
Hortalica grupo | ver lista ver lista
Hortalica grupo i ver lista ver lista
Almoco Toucinho fresco 39 ¢ nao tem
Oleo 1ml ou azeite
Limonada ou suco de 1 copo
maracuja sem acucar
Creme de leite 115 ¢ nao tem
Merenda Ovo _ 36 g néo_tem
Fruta ver lista ver lista
Oleo 2 ml ou azeite
Carne ver lista ver lista
Hortalica grupo | ver lista ver lista
Hortalica grupo i ver lista ver lista
Jantar Toucinho fresco 39 g nao tem
Oleo 1ml ou azeite
Limonada ou suco de 1 copo

maracuja sem acucar

BEBIDAS PERMITIDAS: SUCO DE LIMAQ E MARACUJA DILUIDOS, SUCO ARTIFICIAL EM PO

SEM ACUCAR, CHAS SEM ACUCAR E AGUA.
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LISTA DE ALIMENTOS PERMITIDOS - QUANTIDADES E SUBSTITUTOS

FRUTAS
TIPO QUANT. (g) TIPO QUANT. (g)
Abacaxi 19 Mamao 13
Abacate 15 Manga 7
Ameixa fresca 10 Melancia 20
Caqui 6 Melao 17
Carambola 12 Mexerica 10
Figo maduro 7 Morango 12
Goiaba 6 Péra 8
Kiwi 8 Péssego 11
Maca 7 Uva 7
CARNES
TIPO QUANT. (g) ACRESCENTAR
Carne de Vaca 38 | 0
Frango 33 6 mlde dleo
Carne de Porco 39 3 mlde éleo
Costela porco s/osso 38 |
Sardinha enlatada, a 6leo 29 |
Salsicha 35 |
Linglica mista 32 |
Mortadela 29 |
Peixe 35 4 mlde 6leo
Presunto 38 | 0 -
Sardinha fresca 26 4 mlde 6leo
Hamburguer industrializado 32 4 mlde éleo
HORTALICAS GRUPO |
TIPO QUANT. (g) TIPO QUANT. (g)
Abdbora 31 Couve manteiga 21
Abobrinha 39 Espinafre 33
Berinjela 35 Nabo 43
Brocolis 23 Quiabo 21
Cenoura 26 Repolho 33
Chuchu 29 Vagem 29
Couve-flor 27 Palmito conserva 48

113



HORTALICAS GRUPOII

TIPO QUANT. (9)
Acelga 20
Agrido 24
Alface 35
Almeirdo 25
Chicéria 23
Escarola 25

TIPO QUANT. (9)
Azeitona verde 34
Ruicula 24
Pepino 36
Pimentéo 18
Rabanete 25
Tomate 27

OPCAO DE DESJEJUM E/OU MERENDA COM POLENGUINHO OU PRESUNTO

ALIMENTOS QUANTIDADE SUBSTITUTOS |
Café damanha [Creme de leite 90 g nao tem
ou Polenguinho 46 g nao tem
Merenda Fruta ver lista ver lista
Oleo 2 ml ou azeite

LISTA DE ALIMENTOS PERMITIDOS - QUANTIDADES E SUBSTITUTOS

FRUTAS

TIPO QUANT. (g)
Abacaxi 18
Abacate 14
Ameixa fresca 10
Caqui 5
Carambola 12
Figo maduro 7
Goiaba 6

Kiwi 8
Maca 45
POLENQUINHO

TIPO QUANT. (g)
Presunto 39

TIPO QUANT. (g)
Mamao 13
Manga 7
Melancia 19
Meldo 17
Mexerica 9
Morango 12
Péra 8
Péssego 11
Uva 6
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ORIENTACOES PARA A DIETA CETOGENICA

1. Todos os alimentos devem ser pesados crus, exceto 0 ovo.

2. Pode-se usar como temperos: alho, cebola (1colher de cha), louro, cheiro-verde
horteld, orégano, manjericéo e outros (1 colher de cha).

3. Pode-se usar esséncia de baunilha ou de frutas no creme de leite.
4. Pode-se usar adocantes artificiais sem lactose e sem frutose.
5. Pode-se dar cha de erva-doce, camomila, erva-cidreira, sem acgucar.

6. Para facilitar o preparo do toucinho, pese as quantidades necessarias para cada refeicédo e
congele.

7. Com os alimentos que constam em cada refei¢cdo, pode-se preparar: sopas, frituras, saladas,
cozidos ou assados.

8. Nao utilize alimentos que ndo estdo na lista.

9. Nao prepare duas ou mais refeicdes e depois divida. Prepare cada uma separadamente.
10. N&o use alimentos de uma lista como substitutos de outra.

11. Ofereca todas as refeicBes nos horarios estabelecidos.

12. Caso a crianca ndo aceite toda a refeicdo ou um de seus componentes, despreze-0s, ndo
oferegca em nenhum outro horario ou refeicao.

13. Registre diariamente num caderno anotando:

e Sempre o horario das refeicdes, alimentos oferecidos e sua aceitagéo,
e Leitura da cetonuria

e O numero de crises convulsivas.

e Os outros problemas de saude quando houver.
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Anexo 7 — Modelo de Registro Alimentar

NOME:

Formulario a ser aplicado nos momentos: TO, T1e T2

TEL:

ENTREVISTA: _/ /|

DIA DA SEMANA: ( )dom ( )seg ( )ter ( )qua ( )qui ( )sex ( )sab

Horério e Local

Alimentos ou Preparacfes

Quantidade

Marca Comercial

OBS

Entrevistador:
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Abstract

Ketogenic diet is an important therapy used in the control of drug-refractory seizures. Many
studies have shown that children and adolescents under ketogenic diet of treatment present over
50% reduction in seizures, which is considered clinically relevant. Such benefit is based on
provision of a diet containing high fat (about 90% fat for 24 months). This dietary model was
proposed in the twenties of the last century and the clinical response has been widely described.
Previous studies have shown that mechanisms for the control of seizures are associated with
ketone bodies, which are produced by fatty acid oxidation. Although the pathways involved in
ketogenic diet are not entirely clear, production of ketone bodies appears to be the main point of
neurotransmitter modulation and antioxidant effect on the brain. This review highlights the
impact of ketogenic diet on the modulation by neurotransmitters, levels of biogenic
monoamines, and protective antioxidant mechanisms of neurons. In addition, future

perspectives are proposed aiming new studies.

KEYWORDS: ketogenic diet; ketone bodies; refractory epilepsy.

Abbreviations: A;R: adenosine receptor; ATP: adenosine triphosphate; GABA: y-aminobutyric
acid; KB: ketone bodies; KD: ketogenic diet; MAD: modified Atkins diet; mTOR: mammalian
target of rapamycin; ROS: reactive oxygen species; UCP: uncoupling protein; VGLUT:

vesicular glutamate transporters
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1. Introduction

Ketogenic diet (KD) is a treatment especially directed to children and adolescents with
refractory epilepsy (drug-refractory seizures), regardless of epilepsy etiology (1). Although
refractory epilepsy is the starting point of this treatment, clinical and epidemiologic studies
indicate that chronic epilepsy is followed by long-term behavioral changes and cognitive
degeneration even in optimal state of the antiepileptic drug therapy (2,3). As a consequence,
some authors argue that KD could be an early option fin the treatment of patients with epilepsy
instead of the last choice. The KD is also an important coadjuvant treatment for most refractory

and generalized epilepsies as the Dravet, Doose, Lennox-Gastaut, and West syndromes (4).

The KD was developed in 1920 by Wilder (5), and many studies have shown its
positive benefits, with over 50% reduction in seizures, which is considered clinically relevant
(6,7). In evidence of positive results, the average time of treatment with KD is 2 years, and it

should be discontinued after this period (1).

Recently, Hirano et al (8) reported the positive effect of KD in children with West
syndrome resistant to the adrenocorticotropic hormone (ACTH) therapy, a first-line treatment
for children with this syndrome. Among the main effects observed in 5 out of 6 children in this
study, spasms disappeared in 2 children and their frequency decreased by 80% in the other 3
children. Similar results of the positive effect of KD were observed in a study of 41 children
with refractory epilepsy, in which the number of seizures was reduced by 90% in 10.53% of

children, by at least 50% in 36.84% of children, and 5,26% of children had no more seizures

9).

Composition of KD is based on high fat, low-carbohydrate, and moderate-protein

components and production of ketone bodies (KB) from oxidation of fat is the primary source of
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metabolic energy, which appears to be involved in the therapeutic mechanisms for the control of

seizures (10).

The modified Atkins diet (MAD) was also used in the treatment of patients with
refractory epilepsy (11). As opposed to KD, there is no restriction to the intake of protein and
daily calories in MAD. This diet is composed of 60% fat, 30% protein, and 10% carbohydrates
(12). Although MAD is more palatable than KD, its efficacy in relation to KD is unclear (11). In
children with Lennox-Gastaut syndrome, MAD was effective and well tolerated and the 9
children on diet had more than 50% reduction in seizure frequency after one year of treatment
(13). However, a previous review showed that 37% of patients fed KD had an additional

decrease (>10%) in seizures as compared to patients fed MAD (14).

Regardless of using MAD or KD, in some clinical situations such as patients with
glucose transporter 1 deficiency syndrome (GLUT1-DS), these dietary treatments can be used
as tools for identifying patients with metabolic diseases, since these patients are generally

seizure-free after diet introduction (15).

Previously, the KD protocol recommended to start the diet after a fasting period of 12-
48 h, during which the child must stay in a hospital (1). As described in the references, many
centers start the diet without fasting since several studies have found no difference between
these procedures in clinical practice (5). Introduction of KD following specific requirements (fat
to carbohydrate and protein ratio) and control of seizures usually occur when these ratios are 3:1
or 4.1, the proportions most commonly used (16). Diets containing lower proportions (2:1) are

normally used when the treatment is introduced (10).

The KD is usually well tolerated and the number of studies in the literature reporting
their benefits is increasing. However, the metabolic pathways involved in the production of KB
are not well established in spite of almost one century of research. This review highlights the
main neurobiochemical mechanisms studied in the past 15 years according to the original and

review studies indexed in the MedLine/PubMed database.
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2. Anticonvulsant mechanisms and ketone bodies

There are many hypotheses regarding the antiepileptic mechanisms of KD. The early
hypotheses on action of KD were focused on the concepts of acidosis, dehydration, and
increased ketone concentration (17). Other mechanisms such as y-aminobutyric acid (GABA)
and glutamate, membrane potential, ion channels, biogenic monoamines, and neuroprotective

action (Figure 1) have been studied in experimental models (in vivo or in vitro).

Although the mechanism through which KD exerts its anticonvulsant effects is unclear,
this effect is often associated with important metabolic changes that induce increased levels of

KB, mainly B-hydroxybutyrate and acetoacetate (18,19).

The energy metabolism of brain involves distinct and complex pathways. In
physiological conditions, most precursors of KB are long-chain fatty acids. They are released

from adipose tissue in response to a decrease in blood glucose, as in fasting (20).

Similar mechanisms are involved in KD, during which long-chain fatty acids are
metabolized in the liver and converted into KB. These fatty acids are oxidized within the
mitochondria producing high levels of acetyl-CoA, which cannot be oxidized in the Krebs
cycle. Such excess of acetyl-CoA is converted to acetoacetate and subsequently to acetone and
B-hydroxybutyrate (21). The KB cross the blood-brain barrier and are transported by
monocarboxylic-acid transporters to the brain interstitial space, the glia, and neurons. In these
tissues, KB act as substrates in the Krebs cycle and respiratory chain, contributing to the brain

energy metabolism (21).

Currently, there is no evidence that dehydration or fluid restriction is necessary for
clinical efficacy of KD (17). Furthermore, KD has been associated with pH changes, which

directly influence the behavior of ion channels and neurotransmitter receptors (17).
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Some studies suggest that KD is more effective in children than in adults. There are
high levels of ketone-metabolizing enzymes in the brain and their capacity to take up ketone
bodies is higher in infancy than in adulthood (18,21). The amount of monocarboxylic-acid
transporters decreases with cerebral maturation and they are present at low levels in adulthood
(21). Despite these differences, adaptive cerebral metabolic changes occur in adults exposed to
stress situations such as ischemia, trauma, and sepsis (22). As shown in the literature, there is an
increase in the concentration of ketone-dependent monocarboxylic-acid transporters in these

situations showing that KD treatment in adults is feasible, (22,23).

Several studies on mechanisms of action of KD are based on animal models allowing
investigators to examine anatomical, chemical, cellular, molecular, and functional changes after
seizures (24,25). Different animal models have been used including electrical and chemical
stimulation and physical, genetic or spontaneous seizure models that simulate different epileptic

seizures (17,21,26). Table 1 shows the main outcomes reported in the last years.

The in vivo and in vitro models have exhibited different anticonvulsant properties and
antiepileptic effects of KD. These aspects have been studied primarily in models of non-
epileptic rodents receiving a KD and later exposed to proconvulsant agents or electrical stimuli
(18). However, the levels of therapeutic KB and specific effects of each ketone body are not

clear in the literature.

In 2003, Likhodii et al (27) administered intraperitoneal injection of acute acetone in
rats in increasing doses from 2 to 32 mmol/kg. These authors observed an increase in the
protective effect of seizures as the dose increased in four different models: maximal
electroshock, subcutaneous pentylenetetrazol, amygdala kindling, and AY-9944 (27).
Posteriorly, Gaisor et al (26) showed similar results administering acetone (1-32 mmol/kg) to
juvenile mice and protecting them against induced-seizures with pentylenetetrazol and 4-
aminopyridine. However, acetone doses > 10 mmol/kg promoted toxic effects in the

pentylenetetrazol model generating motor impairment in mice.
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2.1 Modulation of neurotransmitters

The major mechanisms proposed to explain such increased inhibition and/or decreased
excitation induced by KD include the presence of neurotransmitters (GABA and glutamate)
(28). KB act not only as energy source, but also contribute to reduce glucose consumption in the

brain by modulating the action of neurotransmitters (29).

Changes in the levels of glutamate and GABA, the major excitatory and inhibitory
neurotransmitters, respectively and their receptors have been proposed as a possible mechanism
of action of KD (30). GABA is an intermediate of o-ketoglutarate, which is synthesized in the
Krebs cycle (via glutamate) and converted into GABA by glutamate decarboxylase (21).
Moreover, KB inhibit glutamate decarboxylase and its decrease stimulates the synthesis of

GABA, thus contributing to seizure control (31).

In previous experimental studies, the authors used animals fed KD and reported a higher
concentration of B-hydroxybutyrate in the forebrain and cerebellum, indicating increased GABA
levels (32). Astrocytes and neuroglia cells, which are also enriched with the enzyme in the
ketone metabolism, utilize KB as energy source (23,33). Suzuki et al (33), suggested that
inhibition of GABA-transaminase MRNA expression was mainly dependent on G-
hydroxybutyrate in astrocytes [after] inducing increased GABA levels in the brain (33). This
allows glutamate to be more available for GABA synthesis, favoring the hypothesis that -

hydroxybutyrate leads to inhibition of neuronal firing after recurrent neuronal activity (34).

Similar results were observed in a clinical study, in which GABA levels in responders
were higher than in non-responders during KD (30). However, it was not evaluated whether the

response was dependent on the levels of 3-hydroxybutyrate.

Increased inhibition or decreased excitability, if sufficiently intense, may influence

normal function of the brain, besides controlling seizures (28). In addition, high GABA levels
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seem to stimulate chloride channel receptors, increasing the influx of negatively charged ions
and consequently inducing neuronal hyperpolarization (32). This event is responsible for
inhibiting activation of sodium and calcium channels, whose activity is required for neuronal
excitation. KB possibly contribute to the activity of Katp channels, which present an activity-
dependent opening, and could partly explain the reduction in the number of epileptic seizures

(34).

Contrary to the high level of GABA, the glutamate-to-ketone ratio can modulate
glutamate physiological functions through VGLUT, which are responsible for filling
presynaptic vesicles with glutamate in a Cl’-dependent manner (35). An in vitro study showed
that CI" is an allosteric activator of VGLUT, which are competitively inhibited by KB (more by

acetoacetate than by p-hydroxybutyrate) (36).

2.2 Biogenic Monoamines

Modulation of biogenic monoamines levels was proposed as a plausible mechanism to
explain the anticonvulsant effect of KD. However, the specific mechanisms of such action

remain unclear (17,19,37,38).

In animal models, norepinephrine levels increase in rats receiving KD (37). This
beneficial effect of KD was not observed when the norepinephrine transport was inhibited,
suggesting that the noradrenergic system is required for the neuroprotective effects of KD to be
expressed. A similar profile was observed in norepinephrine transporter knockout mice fed

normal diet (38).

A clinical study on biogenic monoamines in the cerebrospinal fluid of children treated
with KD, showed that the dopamine and serotonin levels were significantly reduced [from 410
to 342 and from 158 to 137 nmol/L (16.6 and 13.3% reduction), respectively] after a 3-month

treatment, while the norepinephrine levels [from 51.7 to 51.0 nmol/L (1.4% reduction)],
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remained unchanged (19). These authors proposed that changes in monoamine levels are also

associated with children who are respondent or non-respondent to KD.

Some authors consider adenosine as the major seizure inhibitory neuromodulator and
KD exerts a regulatory role in relation to this monoamine (39). This hypothesis was reinforced
by Fedele et al (40) who used transgenic mice for adenosine A; receptors (A;Rs) and showed
spontaneous hippocampal electrographic seizures due to overexpression of adenosine. Recently,
the positive impact of KD was assessed in transgenic mice with or without adenosine A;Rs. In
mice with A;Rs and fed KD, seizures were nearly abolished after four weeks of treatment. On

the contrary, this effect was not observed in mice lacking these receptors (41).

Thus, KD increases the levels of adenosine. However the efficiency of KD in the

control of seizures dependes on expression of A;Rs (39).

2.3 Neuroprotective mechanisms

Many studies have shown that the epileptogenic state involves complex molecular
pathways in which oxidative stress and mitochondrial dysfunction could exert important role in
neuronal programmed/controlled (apoptosis) or uncontrolled/passive (necrosis) cell/death (42).
Thus, investigators have given particular emphasis to the modulation of mitochondrial
biogenesis of neurons by the KD and caloric restriction highlighting the neuroprotective role of

mitochondria as the primary key to the control of apoptosis and cell death (43,44,45,46,47,48).

Mitochondria are intracellular organelles whose primary function is the production of
cellular energy in the form of adenosine triphosphate (ATP). This nucleotide is produced by the
mitochondrial respiratory chain through oxidative phosphorylation, which is performed by five
multienzyme complexes (Complexes I-V). Dysfunction of Complex | may lead to a decreased
ATP production commonly observed in neuronal diseases (42,49). In prolonged-seizures, a

temporary reduction in the ATP levels can contribute to cell death (50).
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In the experimental study of Bought et al (43), mice fed KD for at least 3 weeks showed
a 46% increase in hippocampal biogenesis of mitochondria as compared with control animals.
In addition, these authors observed that 39 of 42 regulated transcripts encoding mitochondrial
proteins were up-regulated, implying an increased ATP production and capacity of stabilizing

neuronal membrane potential (43).

Mitochondria is the major pathway able to reduce O, to non-oxidative substances.
However, when the mitochondrial respiratory chain is deregulated (dysfunction on calcium
homeostasis, balance of membrane potential), decrease in ATP generation and overproduction
of reactive oxygen species (ROS) occurs (49,51). In normal conditions, 1-5% of O, in the
mitochondrial electron transport chain is not reduced to H,O, CO, and ATP, stimulating

generation of ROS [H,0,, O,", nitric oxide (NO) and peroxinitrite] (52).

Regarding coupled changes in ROS production, other authors (44) observed that rats
KD-fed for 10 to 12 days showed significant increases in uncoupling proteins (UCPS) in
hippocampal mitochondria. This response was related to the 15% decrease in ROS in the
hippocampus of these animals (44). Both effects were associated with mitochondrial biogenesis

and maintenance of calcium homeostasis (43,44).

The protective effect of KD on the oxidative stress was also observed in the antioxidant
system, and especially glutathione (GSH) that showed an increased capacity of peroxide
detoxification within the cell (47). In juvenile rats KD-fed for 3 weeks it was observed an
increase in the levels of mitochondrial reduced glutathione (GSH) and the ratio between GSH
and oxidized glutathione (GSSG) suggesting that KD improves hippocampal redox status and
protects mitochondrial DNA from oxidative stress. During seizures, these antioxidants are

depleted and oxidative stress is stimulated (45).

Recently, some studies (46,48) overviewed these mechanisms emphasizing that the

effect of caloric restriction is associated with KD. In addition to the increased levels of UCPs
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and decreased production of ROS, these authors also reported other mechanisms involved in the
control of seizures: decrease in both insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and the mammalian
target of rapamycin (mTOR) and increase in both sirtuins and adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK).

Sirtuins are deacetylases with multiple functions related to fat oxidation and increased
mitochondrial size and number. Increased expression of sirtuins may be associated with
inhibition of IGF-1 after calorie restriction (46,48). In addition, increase in AMPK directly

implies in the capacity of production of ATP (48).

The mTOR protein kinase show multiple and complex actions in the body, that
participates in specific mechanisms in the nervous system, being an exciting target for new
horizons in drug discovery (53). Brain abnormalities are associated with hyperactivation of the
mTOR pathway, and KD may have an important action in inhibiting the mTOR pathway thus
producing anticonvulsant effects. However, this mechanism is still unknown and needs to be

better explored (48,53).

It is important to recognize that seizures stimulate the production of free radicals and the
mitochondrial dysfunction results in a chronic redox state with production of neuronal changes
and increased susceptibility to seizures that lead to epilepsy (42). As a result, KD improves
stability of the mitochondrial membrane, increases the efficiency of O, consumption,
stimulating generation of ATP, and minimizing the oxidative stress-induced epileptogenic state

and mitochondrial dysfunction.
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3. Future Perspectives

Regarding the studies mentioned above, we verified that the mechanisms of action of
KB involved in reduction of epileptic seizures are distinct and complex. In addition, the major
mechanisms proposed so far are based on experimental models and few clinical studies, which
have a reduced number of patients and uncontrolled design. Furthermore, the multiple etiologies
of epilepsy are an important limitation to understand the relationship between KD, KB, and
neuronal mechanisms of control of seizures. With this background, we propose that: I - physical
or chemical mechanisms employed to induce seizures follow standardized protocols; Il - more
physiological levels of KB are used in experimental treatment; Il - the etiology of epilepsy is
better characterized in clinical trials; IV - biomarker of treatment efficacy (levels of KB, GABA,
and monoamines) is evaluated; V - potential side effects of treatments are systematically
monitored; and VI - new mechanisms of action of KB are evaluated. Even taking these points in
account, the positive clinical response to KD remain the principal advocate of this treatment.
Thus, given the current state of the art, we also propose that KD intervention should be early
included in clinical protocols for treatment of children and adolescents with refractory epilepsy,

not only as the last therapeutic option.
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Table 1 — Neuroprotective effects of ketone bodies (KB).

Effect on
Species Injury models Intervention times Treatment seizures Mechanisms References
Maximal electroshock or
Rats subcutaneous pent.yler)etetrazol 1- 6 days Acetone injection 4 Anticonvulsant effect of acetone® 27
or amygdala kindling or
AY-9944
Mice Pentylg netetr.agol, 15-240 min Acetone injection 4 Anticonvulsant effect of acetone® 26
4-aminopyridine
Mice - 3 days KD Not rated T GABA 32
Rats (culture astrocytes) - 5 days B-hidroxybutyrate  Not rated J GABA-transaminase MRNA 33
Humans (children with
refractory epilepsy) - 3-6 months KD J 1 GABA 30
Rats (hippocampal slice) Antidromic stimulation 40 min B-hidroxybutyrate J T Karp Channels 34
Rats - 3 weeks KD Rk 7T Brain KB and { uptake glucose 29
In vitro (Proteolipossomes) - n.d. Acetoacetate Not rated | Glutamate 36
Mice (Norepinephrine . . Ly
transporter knockouts) Maximal electroshock n.d. KD N T Norepinephrine 38
Humans (children with . .
refractory epilepsy) - 3 months KD { 4 Dopamine and Serotonin 19
Mice (adenosine deficiency) Kainic acid 4-6 weeks No therapy T 1 Adenosine 40
Mice (transgenic models) - 3 weeks KD { T AR 41
Mice (hippocampal slice) - 3 weeks KD s T Number of mitochondrial 43
Mice (hippocampal ) .
mitochondria) 10-12 days KD Not rated T UCP levels and 4 ROS 44
Rats (hippocampal - 3 weeks KD Not rated TGSH and 4 mitochondrial H,0, 45

mitochondria)

Abbreviations: GSH: glutathione; KD: Ketogenic diet, ROS: reactive oxygen species; UCP: uncoupling protein; -: without stimulating substance of seizure; n.d.: not described;*: very high
doses of acetone may contribute to motor impairment; ®: Norepinephrine transporter knockout mice and mice fed a KD had a similar reduction in seizure severity.
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SUMMARY

Objective: Ketogenic diet (KD) is an important therapy used in the control of drug-refractory
seizures. The major goal of this review is to update the knowledge about the adverse effects of
the KD on lipoproteins, contributing to answer these questions: (1) What are the main changes
in the lipid profile? (2) What aspects and risks that may be associated with this change? (3) Is
the KD associated with increased cardiometabolic risk? Methods: Articles about effect of the
KD on plasma lipoproteins of children and adolescents with refractory epilepsy published in the
last 15 years and indexed in the PubMed and MedLine databases were included. Results:
Although the differences between studies limiting comparisons related changes in lipoprotein
profile, dyslipidemia was recurrent in children and adolescents treated with KD. Evidences
show that the hypercholesterolemia promotes structural modifications in LDL particles that
possibly favor oxidation processes and contribute to changes of size of lipoproteins particularly
related with small and denser low-density lipoprotein. However, oxidative modifications in
LDL of children under KD are not described in the literature. Significance: The positive effects
of KD for health of children and adolescents with refractory epilepsy are unquestionable.
Conversely, this positive role is associated to significant and negative changes in lipid
metabolism possibly related with oxidative reactions and unbalance of antioxidants that can
contribute to increased cardiometabolic risk. Therefore, this review invites clinicians and
researchers to investigate lipid and oxidative metabolism in their clinical practice and trials,

respectively.

KEY WORDS: Fat diet, Refractory epilepsy, Lipid metabolism, Dyslipidemia, Oxidative stress.
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Abbreviations: ApoB: apolipoprotein B; ATP: adenosine triphosphate; GABA: y-aminobutyric
acid; HDL.: high-density lipoprotein; KB: ketone bodies; KD: ketogenic diet; LCT: long-chain
triglycerides; LDL: low-density lipoprotein; MCT: medium-chain triglycerides; MCAT:
monocarboxylic-acid transporters; LDLox: oxidized LDL; ROS: reactive oxygen species; RNS:

reactive nitrogen species; TC: total cholesterol; TG: triglycerides.
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INTRODUCTION

Epilepsy is a brain disorder of multiple etiologies, being characterized by the presence

of seizures.'Prevalence of epilepsy in the general population is in the range from 0.27-1.7%.2

Most individuals who develop epilepsy will response to pharmacologic treatment with
antiepileptic drugs. However, 20-30% of children affected by epilepsy have seizures that are
refractory to these drugs.’In this context, ketogenic diet (KD) represents an important and

efficient tool, able to reduce seizure events.

The KD was developed in 1920 by Wilder,* and represents a non-pharmacological
treatment prescribed specifically for children and adolescents with epilepsy refractory to at least
two first-line drugs.’Many studies have shown the benefits of KD, with over 50% reduction in

seizures, which is considered clinically relevant.>®

In evidence of positive results, the average time of treatment with KD is 2 years, and it
should be discontinued after this period. Risks and benefits should be assessed if the decision is
to maintain the treatment for a longer period.® Recently, Wang and Lin’proposed KD as an early

option instead of last therapy in the treatment of epilepsy.

Composition of the KD is based on high-fat, low-carbohydrate, and moderate-protein
components, and oxidation of fat is the primary source of metabolic energy. Consequently, fat is
responsible for the production of ketone bodies (KB), which appear to be involved in the

mechanisms of therapeutic control of crises.?

The classic KD, first described by Wilder* and more traditionally used in treatment,

provides long-chain triglycerides (LCT) as source of fat.**

Data from 20 years of studies suggest
that there is no difference in efficacy between KD and medium-chain triglyceride diet.?
However, supplementation of the KD with medium-chain triglycerides (MCT) has been used in

some cases, being considered more ketogenic and allowing a greater supply of carbohydrates

and protein.'
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Introduction of KD following specific requirements (ratio of fat to carbohydrate and
protein) and control of seizures usually occur when these ratios are 3:1 or 4:1, the proportion
most commonly used. Diets containing lower proportions (2:1) are normally used when the
treatment is introduced.®In the traditional method, ketosis by the KD is induced by fasting for
12-48 h.*However, recent studies show that previous fasting to induce ketosis it is not
necessary. It can be initiated in an outpatient setting using a smaller fat proportion (2:1), and the

ketosis response lead to an increase in the fat proportion (3:1 or 4:1).*

Although adverse effects of the KD rarely justify discontinuing the diet, it is important
for neurologists and pediatricians to identify and monitor such events. Usually, KD is well
tolerated and major systemic complications are associated with growth retardation,
nephrolithiasis, and hyperlipidemia. Probably, hyperlipidemia is the most common adverse
effect of KD described in the literature.”> However, other lipid and oxidative changes are
scarcely observed in researches and clinical practice. Regarding this background, the major goal
of this review is to update the knowledge about the adverse effects of the KD on lipoproteins.
We also discuss the likely role of the diet on changes in the oxidative and physical
characteristics of lipoparticles. Therefore, we systematically selected articles published in the
last 15 years, indexed in the PubMed and MedL.ine databases, in which the effect of the KD on
plasma lipoproteins of children and adolescents with refractory epilepsy was evaluated for at
least three months. Research was performed for refractory epilepsy, children, adolescents,
ketogenic diet, lipid metabolism, oxidative reactions and their associations. Evidences were

critically analyzed by experts group.

EFFECTS OF KETOGENIC DIET ON PLASMA LIPID LEVELS

In general, KD is accepted as a safe therapy, whose adverse effects are light or

temporary. In this context, dyslipidemia is probably the major change observed in children
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submitted to KD.' Although this event is widely observed in clinical practice, there are few
studies describing the mechanism involved. Regarding the criteria used in this review, seven
original articles were evaluated: six with follow up for three months or more and one after
discontinuing the diet. An additional article was considered, but it was excluded due to the low

quality of data.

Adverse effects of the KD in children were reported by Kwiterovich et al.,* i

na
prospective study with a follow up of 2 years. After 6 months, children showed an increase in
the levels of plasma triglycerides (TG; 60.4%), total cholesterol(TC; 33.3%), low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C; 48.0%),very low-density lipoprotein (VLDL-C; 47.0%), and
apolipoprotein B (ApoB; 57.0%), and a decrease in the level of cholesterol associated with
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C; 12.5%). After 12 and 24 months under KD
therapy, the levels of CT, LDL-C, and TG, but not HDL-C, remained higher than those at the

baseline time point. However, these levels were lower than those observed at 6 months after KD

was initiated. This profile indicates a possible return to the basal lipid levels.

Groesbeck et al.,*! established an adequate cut-off point to plasma TC (300 mg/dL) for
26 children who received KD and two other children who received the Atkins diet (both for at
least 6 y). Regarding these values, only two children showed high levels for TC (355 and 383
mg/dL). It should be remembered that adequate values of TC for children and adolescents, as
proposed by the American Heart Association, are lower than 200 mg/dL (AHA, 2005). An
increase in the values for TC (12.9%), LDL-C (25.2%), HDL-C (3.8%), and apolipoprotein A-I
(Apo A-l; 41.4%) was observed when the lipid profile for the other 24 children was evaluated at

baseline time. In addition, a decrease was observed in the levels of TG (19.2%).

Liu et al.,’ compared the changes in the lipid profile of children after 4 months receiving
the classic KD versus the medium-chain triglyceride (MCT) KD. An increase in the levels for

LDL-C (34.8%) and TC (24.4%) was found in patients who received classic KD, but no

142



significant change was found in those who received MCT-KD. Posteriorly, Tumas et al.,*

described similar results.

The MCT are rapidly absorbed into the portal circulation, being metabolized much

faster than LCT. Therefore, MCT are more ketogenic than LCT. Huttenlocher et al.,** initiated
the KD using MCT as an alternative fat source. However, three limitations contributed to reduce
its application in clinical practice: (I) the negative interaction between the anti-epileptic drug
(valproate)and increases the risk of liver failure; (1) low gastrointestinal tolerance requires a

long time to establish the ketosis status; and (111) MCT are very expensive.

Recently, another study™ identified 12 children (7.5%) with hyperlipidemia in a sample
composed of 160 children who had refractory epilepsy. These children received KD containing
very-low saturated fat (10-11% of daily caloric intake) and low dietary cholesterol (< 80
mg/day), without addition of trans-fatty acids, while children with hypertriglyceridemia
received optimized polyunsaturated and monounsaturated fat, with supplementation of omega-3.
The low prevalence of dyslipidemia observed in this study suggests that adverse effects linked

to high-fat diet can be controlled by the quality of fat used in KD.

The long-term effects of the KD on lipoprotein metabolism, if any, are unclear.
However, some authors state that patients maintained on KD for more than 2 years display a

lipid profile similar to that observed at the baseline time when they return to a normal diet."

Recommendations of the International Ketogenic Diet Study Group® identified the
major adverse effects of the KD: hyperuricemia (2-26%), hypocalcaemia (2%),
hypomagnesemia (5%), decreased amino acid levels and acidosis (2-5%), and gastrointestinal
symptoms (including vomiting, constipation, diarrhea, and abdominal pain) occur in 12-50% of
children, but prevalence of hypercholesterolemia (14-59%) remain the major adverse effect of
KD.*“2 Other guidelines for dietary treatment of epilepsy recommend that fat composition be

changed, increasing the polyunsaturated fatty acids, when KD promotes dyslipidemia.®
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Table 1 summarizes the studies in which the lipid profile was monitored in children
undergoing KD. It is remarkable that there was an early- and possibly a later-onset increase in
the TC and LDL-C, independent of the intervention time. Although our goal is to establish a
comparison between different studies, we recognize that this analysis shows some limitations:
the studies show (1) different designs; (1) different diet composition, not always described; (111)
different cut-off points for dyslipidemia; (1) usually very small sample sizes; (V) lipid profile
poorly described, and (V1) different times of intervention. Regarding this scenario, evaluation of
the possible negative effects of KD on lipid metabolism remains an unanswered question for the

actual and future cardiovascular health of children under KD.

POTENTIAL EFFECT OF KETOGENIC DIET ON OXIDATIVE CHANGES OF

LIPOPROTEINS

It is widely accepted that dyslipidemia (high LDL-C and low HDL-C) is an important
cardiovascular risk factor and a surrogate for atherosclerosis development.***® However, it has
not been established whether typical short-term use of KD in children leads to a later increased
risk of atherosclerosis. A previous study showed that 20-30% of children present
hypercholesterolemia at the time of KD initiation.*®*® This prevalence increases to 60% during
follow-up time periods. Age and the fatty acids: ketone bodies ratio does not influence the
prevalence of dyslipidemia, but gender and solid-food consumption are associated with high
hypercholesterolemia.®In  addition, the potential cardiovascular risk of children with
hypercholesterolemia ishigh.**Therefore, children or adolescents fed KD are likely to have a
higher cardiovascular risk in comparison with non-epileptic children not fed the diet. Similarly
to what was observed in the above studies, our group has also observed increased dyslipidemia.
It was especially attributed to an increase in the levels for LDL-C (59% of children and

adolescents after a 3-month follow-up period with a cutoff point > 130mg/dL). Therefore, we
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recommend that all children under KD be monitored and their lipoproteins manipulated as a
function of their response to KD. Recently, Liu et al., (2013)* found that substitution of
saturated fat for polyunsaturated and monounsaturated fats (including omega-3 fatty acids)
during the KD promoted normalization of lipid levels in children with pre-existing

dyslipidemia.

In addition to the lipid hypothesis of atherosclerosis, the classical study of Brown and
Goldstein® showed that oxidized LDL (LDLox) plays a fundamental role in the initiation and
progression of atherosclerosis. In this context, Steinberg*® demonstrated that a concentration of
native LDL is40-fold higher than that of LDLox was required to induce foam cell formation.
The LDLox particles exhibit a wide array of biological properties: they are cytotoxic for
endothelial cells cultured in serum-free medium, induce apoptosis, stimulate a wide variety of
proinflammatory cytokines in macrophages, and expression and release of the monocyte chemo
attractant protein-1 from endothelial cells, and inhibit release and/or function of nitric
oxide.**Therefore, the lipid oxidation mechanisms constitute the synergistic hypothesis, in
which circulating LDL particles can accumulate in the intima. There, ApoB-100 binds to
proteoglycans in the membrane extracellular matrix through electrostatic interaction, an
important initiating factor in early atherogenesis. As a consequence of this subendothelial
retention, LDL particles are trapped in the intima, where they are prone to oxidative
modification. This process induces generation of foam cells, fatty streaks, and later
atherosclerotic lesions.*®*2 In addition to atherosclerosis, oxidative stress has been shown to be a
component of neurodegenerative disorders, such as Parkinson and Alzheimer diseases, and
multiple and amyotrophic lateral sclerosis.”> Recently, electronegative LDL [LDL(-)], a
modified subfraction of LDL, has been detected in chronic disease, and increase in this

subfraction is linked to inflammation and oxidative stress (for a review, see reference 53).

Furthermore, it is widely accepted that hypercholesterolemia promotes structural

modifications in LDL particles that possibly favor oxidation processes in this lipoprotein.>
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However, oxidative modifications in LDL of children under KD are not described in the
literature. In physiologic conditions, low levels of ROS (less than 5% of molecular oxygen
escape to complete reduction) are generated in mitochondria by the electron transport chain
(ETC). The ROS and non-ROS are collectively represented by hydrogen peroxide (H,0,),
superoxide anion (0,*"), hydroxyl radical ("OH), and reactive nitrogen species (RNS), such as
nitric oxide and its product peroxynitrite (ONOO™) anion, which inhibits mitochondrial

metabolism, promoting neuronal excitotoxicity and neuroinflammation.*®

Epilepsy and, particularly, uncontrolled seizures promote mitochondrial dysfunction
associated with toxicity of ROS/RNS in mitochondria. Gardner and Fridovich® described that
status epilepticus (SE) is linked to inactivation of aconitase, a potential hall marker for increased
production of intracellular singlet oxygen. Furthermore, KB are associated with an increased
production of glutathione. This profile was improved by overexpression of mitochondrial
manganese superoxide dismutase (MnSOD), suggesting a possible response to maintain a redox

balance between the oxidant and antioxidant defenses.®

In epilepsy, monitoring of oxidative stress and its relationship with clinical prognosis or
development of morbidities (cardiovascular diseases) in humans are not described in the
literature. However, a paradoxical KD-induced ROS reduction as opposed to increased
mitochondrial biogenesis has been widely accepted. Lipid peroxides (4-hydroxy-2-nonenal),
ROS, and RNS are potent stimulants of transcription factors nuclear factor kappa B (NF-kB)
and NF E2-related factor 2(Nrf,). Studies in mice and rats show that KD improves hippocampus
function, possibly by activation of uncoupling protein, increased reduced (GSH)/oxidized
glutathione (GSSG) ratio, and other antioxidants (via activation of transcription of Nrf,).*
These events reinforce the concept of protective mechanisms of KD. On the other hand, our
group has recently investigated the lipid peroxidation in 17 children under the classic KD and
observed high plasma thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels (unpublished

data). Contrarily, Nazarewich et al.,*® investigated the short-term KD effects in young women
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and showed increased levels of total antioxidant status (TAS), while catalase and SOD remained
unchanged. It is likely that KD acts as antioxidant at the central nervous system, but induces
oxidative stress in the blood, thus contributing to negative clinical prognosis.>”*® In this context,

Mohamed et al.,*®

attributed the neuroprotective action of KD to increased mitochondrial
uncoupling protein (UCP), apolipoprotein E (the main protein related to cholesterol transporter
in the brain), and caspase-3. The possible mechanisms related to KD, paradoxical systemic

oxidative stress, and neuronal antioxidant protection are summarized in Figure 2.

Investigating the antioxidant or pro-oxidant effects of KB can be exciting because
evidence from in vivo and in vitro studies is conflicting.®In vitro,** acetoacetate was able to
guench the activity of singlet oxygen, hypochlorous acid (HOCI), and ONOO™, whereas3-f3-
hydroxybutyrate was able to quench only the activity of hydroxyl radicals. In humans,®
increased formation of O,""was associated to high levels of acetoacetate, suggesting that 3-f3-

hydroxybutyrate is a better antioxidant in both human and animal models.®

Recently, physical properties of lipoproteins have also been investigated and the results
indicate that lipoprotein size can provide additional information to the classic lipid profile
regarding individual cardiovascular risk.®® Small dense LDL is more susceptible to oxidation
and its generation is modulated by environmental and genetic factors in both adults and
children.®* Small dense LDL (identified as phenotype B) is related to an increased risk of

cardiovascular disease.®>%

Physical properties of lipoproteins in children under KD are not described in the
literature at the moment, and the few studies in adults are inconclusive as to whether diet

confers increased or reduced size of lipoproteins.

In 2002,%" the effects of a 6-week KD on fasting and postprandial serum biomarkers
were examined in 20 normal-weight normolipidemic men. Fasting serum TC, LDL-C, and
LDLox were unaffected, and HDL-C tended to increase with KD. In subjects with

predominance of small LDL particles (phenotype B), significant increases in diameter and
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percentage of LDL-1 (small denser LDL subfraction) were observed after KD. Therefore, it is
reason able that children and adolescent under KD display a negative distribution of LDL

subfractions.

Contrarily, another randomized study® evaluated the effect of KD on lipoprotein
subfractions in an overweight and hyperlipidemic community of adult volunteers who were
motivated to lose weight. Comparing baseline with 6-month KD, significant changes were
found in LDL particle size (+2%), large (+54%), medium (-42%), and small (-78%), HDL
particle size (+5%), and large HDL (+21%), indicating that KD can reduce cardiovascular risk.®®
We have recently evaluated the effect of KD on particle size of lipoprotein subfractions in
children, regarding the absence of information on these parameters. From children and
adolescents on KD for at least 3 months, we observed increase in LDL particle subfractions
(LDL-2, LDL-3, and appearance of LDL-4), suggesting a sensitization to increased subfraction

of LDL with atherogenic profile (unpublished data).

These findings suggest that the KD used as a treatment for refractory epilepsy can
interfere not only in traditional biomarkers of lipid metabolism, but also in physical and
oxidative characteristics of lipoproteins. Therefore, despite of unquestionable benefits of KD, it
is critical for clinicians to evaluate more frequently lipid and oxidative metabolism of

lipoproteins of children and adolescents under KD treatment.

4. FUTURE PERSPECTIVES

Regarding the background described in this review, we conclude that KD remains
important primary and secondary tool during treatment of children with refractory epilepsy. The
adverse effects of KD are scarcely described in the literature and the parameters studied up to
now are limited to the traditional lipid profile. Oxidative and physical modifications of
lipoproteins have not been investigated in children submitted to KD. We emphasize the growing
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need to establish an international protocol to monitor the cardiovascular health of children
undergoing KD, with focus on oxidative stress, physical properties of lipoproteins, and lipid

profile.
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Table 1. Plasma lipid parameters in different periods of the ketogenic diet (KD) for patients with refractory epilepsy.

CT LDL HDL VLDL TG ApoB  ApoA-1 Age Sample size References
Time of KD (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (mean or range) (basal/follow up)
1244 1348 177 NA 1843 NA NA 2.8ytol4.ly CD (14/14) 9
3-4 months 12 113 123 NA 126 NA NA 3ytoldy MCTD (11/11) 9
11912 314 114.0 NA 119.8 NA NA 6moto8y (12/9) 45
1333 148.0 1125 147.0 160.4 1573 120 4moto20y (141/141) 40
135.0 119.0 117.0 NA 127.0 NA NA - (137/99) 49
6-12 months 1142 11024 - - 1119 NA NA 6.2y (20/20) 43
1165 1239 120 NA 1115 NA NA 6moto8y (12/9) 45*
1321 141.9 114 NA 1153 NA NA 6moto8y (12/9) 45°
18-24 months 1201 1233 NA NA 1203 NA NA 6.2y (20/20) 43
6 years 1129 125.2 138 NA 119.2 NA 141.4 7yto23y (28/28) 41
2 years after KD was discontinued | 26.3 * ** - 3motol7.8y (25/23) 69

APO A-I: apolipoprotein A-I; ApoB: apolipoprotein B; CD: classm diet; HDL hlgh density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; MCTD:

medium-chain triglyceride diet; mo: months; TC: total cholesterol; VLDL: very low-density lipoprotein; y: years.

* Three subjects had elevated LDL and stopped the KD 2, 7, and 13 years ago (132, 133, and 148 mg/dL), respectively. ** HDL was normal.*After 6

months; Pafter 12 months. NA: not applicable; -: not informed. Reference 49 shows frequency, but not plasma level (mg/dL), for patients with

dyslipidemia. These authors have used different cut-off points (TC >200 mg/dL) for dyslipidemia.
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Figure 1. Possible effects of the ketogenic diet (KD) on the plasma, liver, subendothelial
space, and brain compartments. The KD provides high levels of fatty acids (FA) and free
fatty acids (FFA). In plasma, FFA are incorporated into LDL particles, contributing to
hypercholesterolemia (Hyperchol) and high levels of electronegative LDL [LDL(-)]. These
events induce an inflammatory process and consequent generation of reactive oxygen
(ROS)/nitrogen (RNS) species that promote formation of oxidized LDL (LDLox) and
unbalance in the [activity of] antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx), and catalase]. Endothelial dysfunction induced by inflammatory processes
and oxidative reactions activates the monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1). Monocytes
migrate to the subendothelial space, where atherogenic processes are intensified, and
macrophages (M) phagocyte the LDLox and LDL(-) particles, eventually turning into foam
cells. In parallel, liver uses FA forB-oxidation and generation of ATP in the Krebs cycle. The
ketogenic pathway is activated and high levels of acetone (ACE), acetoacetate (ACA), and
B-hydroxybutyrate (BHB) are generated. Ketone bodies (KB) cross the blood-brain barrier
and are transported by monocarboxylic-acid transporters (MCAT). During epilepsy, high
levels of KB contribute to the control of seizures in the brain. However, participation of
other mechanisms is also stimulated by presence of KB: I. increased levels of uncoupled
protein (UCP) promotes a decrease in the ROS/RNS [ratio] and Il. early increased levels of
H,0, and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) stimulate the NF E,-related factor 2 (Nrf2),which
favors an increase in the antioxidant response (ARE) and, consequently, high levels of
reduced (GSH)/oxidized (GSSG) glutathione ratio.
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ABSTRACT

Introduction: the prevalence of epilepsy was 0.5% to 1.0% in the
population. Approximately 20% to 30% of the patients were refractory for the drug
treatment. The KD has been used to the treatment of refractory epilepsy since 1920.
The KD consists in a high—fat, adequate protein and low-carbohydrate. The
micronutrient deficiencies were one of the adverse effects caused by the diet.
However the nutritional deficiencies were described in the literature, there were not
studies showing the real micronutrients inadequacies provided by KD. The objective
of this study was analyzed the micronutrients deficiencies in the KD. Methods: for
this study were selected children and adolescents with refractory epilepsy from the
neurology pediatric clinic at Children’s Institute, Hospital of Clinics, a reference
center in S&o Paulo, Brazil, between June 2012 and June 2013. The nutrient intake
was obtained from the data of 3 food registers. The foods were converted in nutrients
and energy using the software Food Processor version 10.11.0 (ESHA Research,
USA). The nutrients intake was compared with the EAR. The nutrients with values
less than EAR cut off points were considered inadequate. Results: the majority of
the micronutrients analyzed were inadequate in special the vitamin D, folate, calcium
and magnesium. Conclusion: the results reinforcing the need to establish an
individualized protocol of vitamins and oral supplementation based on the

inadequacies provided by KD.

Key Words: epilepsy; micronutrient deficiency; DRIs
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Abbreviations

CNS: Central Nervous System

KD: Ketogenic Diet

MCT: Medium Chain Triglycerides

USDA: United States Department of Agriculture

MSM: Multiple Source Method

EAR: Estimated Average Recommended
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INTRODUCTION

Epilepsy is the most common childhood neurologic disorder, affecting 0.5%
to 1.0% of children younger than 16 years of age. * This illness is defined by two or
more spontaneous recurrent seizures not caused by fever, acute insults in Central
Nervous System (CNS) or severe toxic-metabolic imbalances. 2 Therefore, the
etiology may be associated to neurochemical dysfunctions, structural changes,
syndromes or genetic mutations and often of idiopathic origin. * At the moment, the
anticonvulsant drugs represent the major treatment focus for epilepsy. Based on this
point, the pharmaceutical industry has developed new anticonvulsants able to control
recurrent seizures. * Despite of the high efficacy of these drugs, approximately 20%
to 30% of the pediatric patients show refractory seizures to maximum doses at least

two or three antiepileptic drugs. *

WILDER * in 1920 at Mayo Clinic described that epileptic patients had better
control of their seizures when fasting or in the presence of metabolic acidosis
induced by fasting. ® This author proposed a revolutionary treatment to treat patients
with epilepsy based in ketosis induced by high intake of fat named ketogenic diet
(KD). The KD has been very used since 1920 until today in the treatment for

refractory epilepsy. *

The efficacy of the KD was demonstrated in several studies. " In a classical
systematic review of LEFEVRE ' (2000) the efficacy of the KD was confirmed by
the reduction on the number of seizures in 50% of the patients after to start the diet.
Later, LEE ® (2011) described that efficacy of KD was linked to 50% reduction of

number of crises. Recently, KOSSOFF ° (2013) showed that one third of the
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responders have >90% of the seizures frequency decreased and over 1 in 10 became
seizure free.

In general, KD consists in a high—fat, adequate protein and low-carbohydrate
diet administrated for two years. '° The mechanisms of action and its anticonvulsant
properties are still unclear but it is probably that the ketones bodies produced by the
catabolism of fat are involved in the therapeutic mechanism of control the seizures. ®

In the KD calories are often restricted to 80% to 90% of the estimated daily
requirements® and protein supply is 0.75 to 1g/kg.weight. ** Although KD was
designed to provide relevant macronutrient to produce anticonvulsants effects, 8 this
diet supply lower micronutrient than the recommended. Therefore, one of the side
effects of KD is inadequacy of micronutrients that can be partially controlled by
multivitamin and mineral supplements administration such as calcium, iron,
selenium, zinc and vitamin D.°

LIU et al *? (2003) compared the micronutrients and macronutrients intake
before and after 4 months of treatment with classical KD and medium chain
triglycerides (MCT) KD. These authors showed that both dietetic protocols were
able to provide adequate levels of nutrients only when vitamin and minerals
supplements were added.

Although the efficacy of KD on control of seizures to be consensus in
literature and supplement of micronutrients represents a strategy to prevent
deficiencies, there were not studies showing the real inadequacies of micronutrient

associated with KD. 2°

In the same way in the Brazil the prevalence of inadequacy
of micronutrients in children and adolescents under KD was also not described.

Therefore, the objective of this study was analyze the inadequacies on the
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consumption of micronutrients in children and adolescents under KD treatment for

refractory epilepsy.

METHODS

For this study were selected children and adolescents with refractory epilepsy
from the neurology pediatric clinic at Children’s Institute, Hospital of Clinics, a
reference center in Sdo Paulo, Brazil, between June 2012 and June 2013. The
admission criteria enrolled children and adolescent age between 1 and 19 years, both
sexes, after 3 months to start KD for treatment of refractory and after ketosis has
been established. The research was approved for the research ethics board and the
parents signed the consent form before start this protocol.

The children and adolescents included in this study were distributed in 4 age
groups including boys and girls: group I- 1 to 3 years; group Il- 4 to 8 years; group
I11- 9 to 13 years and group I1V- 14 to 18 years. The criteria for cut off points were
the age used to divide the life stage group in the DRIs recommendations.*?

After complete demographic and clinical characterization, the energy needed
for the dietary planning was calculated according proposed by FREEMAN *° (1994).
The calories per body weight (Kcal/Kg) were based on the current weight and ideal
weight by Z-score of body mass index (Z-BMl/age) (Table 1). The protein supplied
were 0.75 to 1g/kg.weight. * The standardized protocol in this hospital introduces
the classical KD without fasting and all patients were oriented to start the KD in the
2:1 ratio. The fat to carbohydrate and protein ratio were gradually increased until to

achieve the 3:1 or 4:1 ratio depending on the urinary ketosis have been stabilized.

162



The oral vitamin and mineral supplementation was prescribed for the patient and
recommended to maintain the use of anticonvulsants prescribed before start the diet.

The classical KD prescribed was composed by four meals distributed in four
groups of food: fat, oil, meat and drinks substitutes. All the meals provided in the
dietary planning had the same proportion of fat for carbohydrate and protein (Figure
1).

Evaluation of the food consumption was analyzed after three months that the
patient has started the diet using three foods registers. The weight of food was
measured with digital scale with precision of 0.1g, when the ingredient was raw,
except to egg that was measured after cooking.

To analyze the nutrient intake the data of food register were converted in
nutrients and energy using the software Food Processor version 10.11.0. ** The
nutritional information used to recipes and the ingredients included in this software
were based in United States Department of Agriculture (USDA) data. The oral
supplementation was not considered to analyze the nutrient intake.

Calories, macronutrients (carbohydrates, proteins and lipids) and
micronutrients [retinol (RE), vitamin B1 (mg), vitamin B2 (mg), vitamin B3 (mg),
vitamin B6 (mg), vitamin B12 (ug), vitamin C, vitamin D (ug), vitamin E (mg),
vitamin K (ug), folate (pg), calcium (mg), iron (mg), magnesium (mg), phosphorus
(mg) and zinc (mg) were analyzed. The values of micronutrients were adjusted by

Multiple Source Method (MSM) to remove within-subjects variations in all groups

15
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The inadequacies of consumption of micronutrients associated to KD were
obtained comparing the average of the adjusted nutrients consumed with the values
of the Estimated Average Recommended (EAR) for sex and age groups. The

nutrients values lower than EAR cut off points were considered inadequate.

RESULTS

Twenty one children and adolescents were included in this study, the mean
age was 8.6 years (1.9 to 18.3 years) and 76.2% of the sample was composed by
boys. The distribution of the macronutrients intake after three months to start KD
treatment was present in Table 2.

The results of prevalence of inadequacy were presented in Table 3 with
values of micronutrient expressed in mean intake. Independently of age was
observed inadequacy of nutrients in 100% of the sample, and the profile of
inadequacy worsened in function of increasing age. The nutrients with higher
inadequacies were vitamin D, folate, calcium and magnesium, independently of

groups.

The Figure 2 shows the distribution of main inadequate micronutrients
according to EAR cut off points and groups. Children and adolescents in group IV
showed inadequacy of calcium (>30%), vitamin D (>25%) and more than 15% for

magnesium. Other groups showed significant inadequacies in function of age.
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DISCUSSION

Brazilian children and adolescents with refractory epilepsy under KD
treatment show inadequacy of vitamins and minerals. Particularly in relation to
vitamin D, folate, calcium and magnesium, this consumption reflected not only low
mean intake but also represented 100% of inadequacy among these patients.
Furthermore, both inadequate consumption and prevalence were proportional to age
reinforcing the negative role of the KD treatment on micronutrients status in children
and adolescents.

These resultants are especially important because during this life stage
adequate supply of vitamins and minerals are essential to prevent deficiencies and
ensure growth and development of children and adolescents. *°

Our results showed that calcium intake was five times less than the EAR in
the group 1 reaching up to 10 time less in the group 3. In the same group inadequate
intake of vitamin D was 87% lower than the EAR for the age. The adequate intake of
calcium and the vitamin D are essential to promote the bone mineralization
contributing to normal growth in these children and adolescents and preventing the
risks of development osteopenia. '’ Regarding that numerous antiepileptic drugs
stimulate osteoclasts activity, the depletion of calcium associated with inadequate
intake, can favor reduced growth observed in epileptic children and adolescents. *®

Despite the high content of fat in KD we verified that in addition to the lower

intake of vitamin D, other fat-soluble vitamins such as retinol and vitamin E and K
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were inadequate. Second WANG *° (2013), reduced intake of tocopherols, which are
show antioxidant properties, can provide prejudicial cardiac effects to children and
adolescents. Although the literature not describes studies with cardiovascular events
in epileptic children and adolescents, GARAIOVA %° (2013) proposed that the
adequate supply of vitamin E in children and adolescents could minimize the adverse
effects caused by the high fat intake such as dyslipidemias, an important
cardiovascular risk factor.

The iron intake was also inadequate in the epileptic dietary treatment. During
the growth and body development the need of iron increases. This micronutrient has
important metabolic functions as a cofactor for several enzymes and a major
component of oxygen transport in the body. “*The iron deficiency has many negative
effects on health such as immune function and unappropriated cognitive
development. % In the population of this study the prevalence of iron inadequacies
increased with the age. Furthermore the intake of vitamin C, that auxiliary the iron
absorption, between the groups 3 and 4 was inadequate, influencing negatively in the
iron homeostasis in these epileptic patients.

The intake of vitamin A and zinc was also inadequate between all life stage
groups. The zinc shows many traditional functions in the body and more recently
their antioxidants properties have described. * Both micronutrients are enrolled in
the immune system and their deficiencies can be change patients under KD treatment
more susceptible to infections. In addition, the lower intake of zinc can affect the
child growth and the neurobehavioral development.?®

In our study were found high prevalence of inadequate consumption of

complex B vitamins and all the participants had inadequate consumption of folate
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during the treatment. The folate and the complex B vitamins have important
functions in the synthetize of DNA and RNA. ?* The literature described that the
deficiency of vitamin B12 and folate can be affecting the brain development and
reduced the cognitive function, possibly worsening cerebral dysfunctions common in
epilepsy.®

In relation to vitamin B2 and B12 is important highlight elevate inadequacies
observed mainly in the group 3 and 4. This prevalence showed that possibly the diet
prescription, food intake or both were not adequate for patients higher than ten years
of age. Similar profile was observed to folate intake. STRAND  (2013) described
that deficiency of folate was associated with reduction in learning ability and
impaired school achievements, both events normally compromised in epileptic
patients.

Magnesium was other important mineral where all patients showed
inadequate values and the percentage of inadequacies changed proportionally to age.
SWAMINATHAN % (2003) described that the magnesium deficiencies can be
prejudicing the calcium and potassium metabolism, and modifies the cardiac and
neurological functions, in this sample the magnesium inadequacies could be very
prejudiced since these patients have already its neurological functions compromised.

It was very important observe that our results show inadequacies of calcium,
vitamin D, magnesium and phosphorus will modify negatively the bone homeostasis.
This profile can be intensified unbalanced bone mineralization present in patients
under epileptic drugs. 2’

Despite was the first time that the inadequacies on the micronutrient intake

were analyzed in epileptic children and adolescents under KD treatment, the high
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prevalence of inadequacy was expected. The need to offer a high quantity of fat in
the KD contributes to limit the supply of any foods such as fruits, greens, vegetables
and meats. Besides these restrictions, milk, dairy products, cereals and legumes
represent foods were prohibited during KD treatment. These foods were not
prescribed because supply more proteins and/or carbohydrates per kilogram of
weight when compared to others foods available in the diet.

The study revealed that have a dietary planning which prioritized the offer of
food with less proportion of carbohydrate and protein per kilogram of weight were
not enough to provide the micronutrients need, because of this: it is important to raise
awareness the mothers about the importance to variety the foods available on the diet
and develop protocols about supplementation in the KD.

The results showed in this study not included vitamin and mineral
supplements. However, after inclusion of this information was possible observed that
total intake was not able to acquire EAR levels, according age. Therefore, our results
confirm that KD is not able to supply adequate micronutrients and addition of
supplements appears was not able to acquire adequate status of vitamins and
minerals when recommendations for age are considered. Finally, these points will
contribute to development of international trial of supplements in epileptic patients

under KD treatment.

LIMITATIONS
The size of sample used in this study to estimate the prevalence of
micronutrients inadequacies can be considered small however corroborate with the

prevalence described in the literature. Other potential limitation is related to lack of
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plasma and urinary micronutrients biomarkers able to confirm the deficiency of these

nutrients.

CONCLUSION

The results of this study showed that KD treatment were inadequate to
provide the majority of the micronutrients analyzed, mainly vitamin D, folate,
calcium and magnesium. The prevalence of inadequacies was proportional to age
representing the negative role of the KD treatment on micronutrients status in
children and adolescents. The results reinforce the need to establish an individualized
protocol of micronutrients and oral supplementation based in inadequacies of KD

treatment.

Table 1: Recommendations of calories for children and adolescents.

Age (years) Kcal/Kg *
<1 80

1-3 75

4-6 68

6-10 60

> 11 40-500r <

* Values estimated per kilogram of body weight (Kcal/Kg) based on the current weight
and ideal weight by z- score of BMI/age. Source: FREEMAN et. al. (1994).
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Table 2- Demographic and dietetic profile of children and adolescents after three months to start KD treatment.

. Group | Group Il Group I Group IV Total
Variables (n=5) (n=8) (n26) (=2) (n=21)
Demographic
Age* 25(1.9t03.9) 52(4to7) 104(9to12) 16.7(15t018.3) 8.6(1.9t018.3)
Sex
Females 2 1 1 1 5
Males

Ketogenic diet** 3 7 5 1 16
Calories (Kcal) 879.6 (313.7) 1225.9(251.13)  1939.8 (5.4) 2622.5 (123.8) 1480.5 (661.7)
Carbohydrates (g) 12.7 (3.9) 19.9(7.7) 27.5(5.4) 22.4 (19.8) 20.9 (8.8)
Proteins (g) 13.7 (4.5) 20.5(7.5) 36.3(5.1) 55.9 (3.1) 26.5 (14.4)
Fats (9) 85.8 (31.1) 118.5(27.1) 185.5(28.9) 253.9 (123.8) 142.8 (65.3)

*Data shown in mean (min —max), **Data shown in mean (standard deviation)
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Table 3- Prevalence of inadequacies of vitamin and mineral in children and adolescent after three months to start KD treatement.

Grupo I (n=5) Grupo I (n=8) Grupo III (u=4§} Grupo IV (n=2)
Prevalence of Prevalence of Prevalence of Prevalence of
EAER. Mean (SD) Inadequacy EAF. Mean (SD) Inadequacy EAFR. Mean (SD) Inadequacy EAR. Mean (SD) Inadequacy

(%) (%) (%) (%)
Retinol (RE) 210 137.7(159.M) 20 275 1325 (147) 875 420 127.0(60.) 100 55735 3964 (0.3) 100
Vitamin B1 (mg) 04 0300 60 05 04001 62.5 0.7 06(0.1) 66.7 0935 0.9 (0.6) 50
Vitamin B2 (mg) 04 04(02) 60 05 05(03) 50 0.8 080 50 1 1304 i
Vitamin B3 (mg) b] LR &0 6 58024 375 9 29024 16.7 115 11765 50
Vitamin B6 (mg) 04 03(0.1) 60 05 03(0.) 62.5 0.8 0.7(0.1) 833 1.05 08 (02) 100
Vitamin B12 (pg) 0.7 14010 20 1 190D 125 (8] 33009 0 2 38(14) 0
Vitamin C (mg) 13 26.4(7.6) 0 22 26.3(10.5) 25 39 264 (0.1) 100 393 43.0 (0.0) 100
Vitamin D (meg) 10 0.7(0.8) 100 10 028 (0.6) 100 13 17004 100 10 28019 100
Vitamin E (mg) 5 33010 275 6 36013 100 10 5.1(0.8) 100 12 6719 100
Vitamin K (pg)* 30 76.9(37.5) 0 55 69.5 (30.5) 50 60 492(231) 66.7 75 504 (0.2) 100
Folate (ug) 120 534043 100 160 61.3(11.1) 100 250 784239 100 330 1200 (43.3) 100
Calcium (mg) 300 202(48.1) 100 800 96.6 (60.6) 100 1100 107.0(0.1) 100 1100 2224405 100
Tron (mg) 3 24(1.1) 60 41 340100 75 3.7 430049 100 7.8 5809 100
Magnesium (mg) 63 374154 100 110 483(18.49) 100 200 554(80) 100 320 804 (0.1) 100
Phosphomus (mg) 380 2147(1288) 20 405 2856(117.6) 75 1035 472.6(984) 100 1055 6706 (332.1) 100
Zine (mg) 23 2.000M 20 4 321D 62.5 7 61(1.3) 83.3 79 635(1.3) 100

* Nutrient without EAR. values established were used the Adequate Intake (AL} values with reference . The values of EAR presented in this table were the medium value of the
different recommendations for the sex.
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Figure I- Distnbutions of main madsquate micronutrants intake m the KD accordmg the EAR cut off pomt and zroups.
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