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RESUMO

O Oleo de gergelim (Sesamum indicum Lim) é rico em &cidos graxos poli-insaturados
(PUFAS), que sdo essenciais para a integridade e o desenvolvimento cerebral, e em
antioxidantes naturais que apresentam potencialidade anticonvulsivante em modelos animais.
No entanto, o potencial efeito do éleo de gergelim no tratamento da epilepsia refrataria, foi
pouco estudado, esta doenga acomete pacientes que ndo respondem satisfatoriamente ao
tratamento medicamentoso e necessitando assim de estratégias ndo farmacologicas como o
uso da dieta cetogénica e dos PUFAS. O estudo tem como objetivo investigar os efeitos da
suplementacdo do 6leo de gergelim sobre epileptogénese induzida por pilocarpina. Esse
trabalho foi submetido e aprovado com protocolo n° 002/2016 pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA). Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) que
foram mantidos sob padrdo de iluminacéo (ciclo claro/escuro, 12/12h) e randomizados em
cinco grupos com 8 animais cada: agua destilada (GW), 6leo mineral (GMO), éleo de
gergelim torrado (RSO), 6leo de gergelim natural (NSO) e diazepam (GD). Os animais
receberam as substancias via orogastrica na dose de 5 mL/kg uma vez ao dia durante 30 dias.
O grupo GD foi composto por animais que também receberam &gua destilada via orogéstrica
e trinta minutos antes da inducgéo do status epilepticus, foram tratados via intraperitoneal (i.p.)
com diazepam na dose de 5 mg/kg. No 31° dia foi aplicada pilocarpina na dose de 350 mg/kg
(i.p.) para inducdo do status epilepticus em todos os grupos. As alteracbes comportamentais e
a intensidade das convulsdes foram analisadas de acordo com a escala de Racine. Apds o
experimento os animais foram anestesiados e eutanasiados por exanguinamento, o sangue foi
utilizado para andlises bioquimicas e o cérebro foi retirado para analises histoldgicas. [Houve
uma reducao no consumo da racdo nos grupos RSO (148,2 £ 5,2 g, p < 0,05) e NSO (137,6 =
5,9 g, p <0,001) em comparacao ao grupo GW (GW 166,1 + 3,5 g) e GMO (171,1 = 6,1 g).
Né&o houve diferenca (p > 0,05) entre os grupos no ganho de peso final dos animais (GW= 81,
74 + 8,64 g; GMO= 66,24 £ 9,29 g; RSO= 68,98 *+ 5,99 g; NSO= 84,3 + 6,98 g). Nos exames
bioquimicos o grupo RSO apresentou niveis mais baixos de Colesterol (58 + 2,89mg p <
0,05) quando comparados ao grupo GW (73 = 5,91mg). O grupo NSO apresentou niveis mais
baixos (p < 0,05) de trigliceridios (59 *+ 6,78 mg) e VLDL (11,8 + 1,35), com aumento do
HDL (45 £ 0,96, p < 0,05) quando comparados com o grupo GW (77,75 = 5,16; 15,55 + 1,03;
36,75 + 2,76, respecitvamente). Na atividade anticonvulsivante apresentaram tempo de
laténcia maior para aparecimento do grau 3 da escala de Racine os grupos RSO (533,5 +
63,21 s, p <0,01) e GD (600,3 + 61,84 s, p < 0,001) quando comparados ao grupo GW (316,9
+ 37,5 5s). Os grupos NSO e GD conseguiram proteger 0s animais contra crises do tipo
tonico-clonicas e generalizadas (3178 + 2514 s, p < 0,01; 3600 £+ 0,0 s, p < 0,001,
respectivamente), quando comparados ao grupo GW (2070 + 273,3 s). Na analise histologica
0 grupo GMO apresentou diminuicdo do numero de células neuronais, desarranjo das
camadas celulares e destruicdo de tecido a nivel do cortex cerebral e hipocampo. Enquanto
que os grupos GW, RSO, NSO e GD preservaram a organizacdo das camadas corticais e
hipocampais, assim como as ligacOes existentes entre as células neuronais]. Conclui-se que o
oleo de gergelim natural apresenta potencial anticonvulsivante e neuroprotetor, podendo ser
utilizada como coadjuvante no tratamento farmacoldgico da epilepsia refrataria.

Palavras-chave: Acidos graxos poliinsaturados, Anticonvulsivante, Epilepsia, Oleo de

Gergelim



ABSTRACT

Sesame oil (Sesamum indicum Lim) is rich in polyunsaturated fatty acids (PUFAS), which are
essential for brain integrity and development, and in natural antioxidants that have
anticonvulsive potential in animal models. However, the potential effect of sesame oil on the
treatment of refractory epilepsy has been poorly studied. This disease affects patients who do
not respond satisfactorily to drug treatment and thus need non-pharmacological strategies
such as ketogenic diet and PUFAS. The objective of this study was to investigate the effects
of sesame oil supplementation on pilocarpine-induced epileptogenesis. This work was
submitted and approved with protocol n © 002/2016 by the Ethics Committee on the Use of
Animals (CEUA). Wistar (Rattus norvegicus) rats were kept under illumination pattern
(light/dark cycle, 12/12h) and randomized into five groups with 8 animals each: distilled
water (GW), mineral oil (GMO), oil of roasted sesame seeds (RSO), natural sesame oil (NSO)
and diazepam (GD). The animals received the substances via orogastric at a dose of 5 ml/kg
once daily for 30 days. The GD group consisted of animals that also received distilled water
via orogastric and thirty minutes before the induction of status epilepticus, were treated
intraperitoneally (i.p.) with diazepam at a dose of 5 mg/kg. On the 31st day, pilocarpine at a
dose of 350 mg/kg (i.p.) was used for induction of status epilepticus in all groups. Behavioral
changes and seizure intensity were analyzed according to the Racine scale. After the
experiment the animals were anesthetized and euthanized by exanguination, the blood was
used for biochemical analyzes and the brain was removed for histological analysis. [There
was a reduction in feed intake in the RSO groups (148.2 £ 5.2 g, p <0.05) and NSO (137.6
5.9 g, p <0.001) compared to the GW group (GW 166.1 + 3.5 g) and GMO (171.1 £ 6.1 g).
There was no difference (p> 0.05) between the groups in the final weight gain of the animals
(GW =81, 74 + 8.64 g, GMO = 66.24 + 9.29 g, RSO = 68.98 + 5,99 g, NSO = 84.3 6.98 Q).
In the biochemical tests, the RSO group had lower levels of Cholesterol (58 + 2.89 mg p
<0.05) when compared to the GW group (73 + 5.91 mg). The NSO group presented lower
levels (p <0.05) of triglycerides (59 + 6.78 mg) and VLDL (11.8 £ 1.35), with an increase in
HDL (45 + 0.96, p <0,05) when compared with the GW group (77.75 £ 5.16, 15.55 = 1.03,
36.75 + 2.76, respectively). In the anticonvulsant activity, there was a greater latency time for
the appearance of grade 3 of the Racine scale in the RSO groups (533.5 + 63.21 s, p <0.01)
and GD (600.3 + 61.84 s, p < 0.001) when compared to the GW group (316.9 + 37.5s). The
NSO and GD groups were able to protect the animals against tonic-clonic and generalized
seizures (3178 + 251.4 s, p <0.01, 3600 £ 0.0 s, p <0.001, respectively) when compared to the
group GW (2070 £ 273.3 s). In the histological analysis the GMO group presented a decrease
in the number of neuronal cells, disarrangement of the cellular layers and destruction of tissue
in the cerebral cortex and hippocampus. While the groups GW, RSO, NSO and GD preserved
the organization of the cortical and hippocampal layers, as well as the connections between
the neuronal cells]. It is concluded that natural sesame oil has an anticonvulsive and
neuroprotective potential and can be used as a coadjuvant in the pharmacological treatment of
refractory epilepsy.

Key words: Anticonvulsant, Epilepsy, Polyunsaturated fatty acids, Sesame oil
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1 INTRODUCAO

As doengas neurologicas surgem de causas de complexidade variada, algumas sdo
resultantes de uma simples deficiéncia ou excesso de determinado nutriente, enquanto outras
possuem causas mais complexas (REMIG; WEEDEN, 2012). A epilepsia é uma doenga
neuroldgica crénica, caracterizada por convulsdes recorrentes e ndo provocadas, que ocorrem
quando ha excitacdo anormal da atividade elétrica no cérebro (KOBOW et al., 2012).

De acordo com Moreira (2004) um percentual variavel de aproximadamente 30% dos
pacientes epilépticos, apresentam quadro clinico de crises de dificil controle terapéutico,
mesmo fazendo uso de diversas combinagfes medicamentosas, correspondendo a chamada
epilepsia refrataria (ER). Por esta razdo, nos Ultimos anos, as estratégias de tratamento nédo
farmacoldgico para ER sdo cada vez mais consideradas, dentre elas, destaca-se o uso da dieta
cetogénica e dos &cidos graxos poliinsaturados (PUFASs) (SIERRA et al., 2012).

Os PUFAs sdo essenciais para a integridade e o desenvolvimento cerebral, sua
deficiéncia estd relacionada com o surgimento de diversos transtornos neuroldgicos
(PUSCEDDU et al., 2015). Os &cidos graxos consumidos na dieta, particularmente os PUFAS,
sdo importantes para o desenvolvimento cerebral, tanto no periodo fetal, como no pds- natal
(UAUY; DANGOUR, 2006). As mudancas na dieta representam uma estratégia viavel para
melhorar a capacidade cognitiva e proteger o cérebro contra danos, contrariando assim 0s
efeitos do envelhecimento neuronal (LOGAN, 2003). Existem evidéncias de que os PUFAs
alteram a excitabilidade nos neurdnios e, portanto sdo neuroprotetores, além de demonstrarem
potencialidade ansiolitica e anticonvulsivante em camundongos Swiss (LUNA, 2015).

Os PUFAs exercem papel essencial na construcdo da estrutura do cérebro sendo
componentes das membranas celulares, também atuando como mensageiros (moléculas de
sinalizacdo), além de estarem envolvidos na sintese de neurotransmissores cerebrais. A
deficiéncia de PUFASs pode tornar o organismo vulneravel ao desenvolvimento de distirbios
neuroldgicos e psiquiatricos (CHALON, 2006).

Dentre os 6leos vegetais ricos em acidos graxos de cadeia longa ou poliinsaturados,
destaca-se o 6leo de gergelim (Sesamun indicum Lim) (CARVALHO et al., 2012). O 6leo de
gergelim é rico em acidos graxos insaturados, apresenta maior estabilidade oxidativa quando
comparado com a maioria dos 0leos vegetais devido a sua composicéo lipidica e a presenca de
antioxidantes naturais como: sesamina, sesamolina, sesamol e gama tocoferol (MONTEIRO
etal., 2014).
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O gergelim da familia Pedaliaceae, é a mais antiga oleaginosa conhecida. Essa espécie
de distribuicdo tropical e subtropical € tolerante a seca e sua producdo € proveniente de
pequenos e médios agricultores (LAGO et al.,, 2001). A Embrapa (2007) classificou o
gergelim como a nona oleaginosa mais plantada no mundo, sendo considerado também como
um alimento de alto valor nutritivo.

De acordo com John et al., (2015) o 6leo de gergelim € utilizado na india para corrigir
desordens do sistema nervoso central, assim como, diminuir niveis de colesterol e
trigliceridios em modelos agudos cronicos de hiperlipidemia, o estudo mostra que o 6leo
apresenta efeito antioxidante, anti-inflamatdria e neuroprotetora.

Conhecendo a importancia dos lipidios dietéticos no desenvolvimento do sistema
nervoso, a suplementacdo com dleo de gergelim pode representar um potencial coadjuvante
no tratamento da epilepsia, propiciando melhoria nos aspectos clinicos e na qualidade de vida
dos pacientes acometidos por esse transtorno.

Considerando tais aspectos, esse trabalho tem como objetivo geral investigar se a
suplementacdo com Oleo de gergelim (Sesamum indicum L.) apresenta efeito
anticonvulsivante em ratos Wistar induzidos a epilepsia. Os objetivos especificos sdo: avaliar
peso e consumo alimentar; investigar possiveis acGes do 6leo de gergelim sobre o sistema
nervoso central de ratos Wistar; investigar se o 6leo de gergelim torrado ou natural
apresentam capacidade anticonvulsivante ap6s inducdo da fase aguda da epilepsia; investigar
possiveis alteracdes histologicas no cérebro dos animais; avaliar possiveis alteracbes em

exames bioguimicos (glicose, trigliceridios, colesterol total e fracdes) dos animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DA EPILEPSIA

A epilepsia é uma afeccdo cronica caracterizada pela presenca de crises epilépticas
recorrentes que sdo decorrentes de descarga neuronal excessiva em determinada area do
encéfalo (WHO, 2012). Existem varios tipos de crises epilépticas (convulsivas e ndo
convulsivas), cujas manifestacbes clinicas dependem da &rea encefalica envolvida na
atividade neuronal, podendo ser a Unica manifestacdo de uma doenca ou até mesmo a
expressdo neurolégica de um quadro clinico sisttmico (MOSHE et al., 2015).

Convulstes sdo desarranjos intermitentes na funcdo cerebral causados pela atividade
elétrica anormal de um grupo de células cerebrais, que se apresentam com sintomas e achados
clinicos aparentes (VALENTINA; ALLISHA, 2012). Status epilépticus é definido como uma
crise duradoura que ndo mostra sinais clinicos de interrupcdo apds o tempo habitual da
maioria das crises daquele tipo na maior parte dos pacientes ou ainda a ocorréncia de crises
recorrentes sem que a funcéo do sistema nervoso central retorne ao periodo interictal (FALIP;
CODINA, 2011).

Cerca de 65 milhdes de pessoas no mundo apresentam epilepsia, e 80% encontram-se
nas regides em desenvolvimento, ocorrendo principalmente em criancas e idosos (HIROSE,
2013). A maioria das convulsdes comeca ainda na infancia, mas podem surgir ap6s os 60
anos, a primeira ocorréncia de convulsdo em adultos deve ser imediatamente investigada para
encontrar a causa. Aproximadamente trés quartos das pessoas que desenvolvem epilepsia
podem controlar as crises através do uso de drogas antiepilépticas (DAE), e dois tercos das
gue obtiveram controle podem interromper o tratamento com DAE, ap6s o periodo
aproximado de dois anos (MARRONI; PORTUGUES; COSTA, 2006).

As DAE provocam inibicéo de crises convulsivas, por promover modulacéo alostérica,
facilitando a ligacdo do GABA ao receptor GABA-A e reduzindo a excitabilidade promovida
pelo glutamato ativando substancias que diminuem suas concentragdes. Ao nivel da
membrana celular dos neurdnios, os farmacos podem bloquear canais de calcio e sodio
voltagem dependentes, impedindo a despolarizacdo da membrana e a propagacdo das
descargas elétricas responsaveis pelas convulses (IBANEZ; AGUILAR-AMAT, 2011).

Existem varios graus de crises epilépticas que cursam com graus diferentes de

envolvimento muscular. O evento motor consiste de um aumento ou diminui¢éo da contracao
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muscular, definindo assim um fendmeno positivo e negativo, respectivamente. O aumento da
contragdo muscular pode ser do tipo tonico (significando contragdo muscular mantida com
duracdo de poucos segundos a minutos), clénico (na qual cada contracdo muscular é seguida
por movimentos bruscos sucessivos) ou miocldnicos (contracdes musculares muito breves,
semelhantes a choque (GUILHOTO, 2011).

As crises podem ser classificadas de acordo com a localizagdo em focais e
generalizadas. As crises que ocorrem em redes neuronais bilateralmente distribuidas que
rapidamente as engajam sdo generalizadas; e aquelas que ocorrem dentro de redes delimitadas
a um hemisfério ou discretamente localizadas ou mais amplamente distribuidas sdo focais. A
subclassificacdo dessas ultimas em crises parciais (ndo compromete a consciéncia), crises
complexas (altera a consciéncia) e crises secundariamente generalizadas (evoluindo para uma
crise convulsiva bilateral) foi eliminada, porém ainda pode ser utilizada individualmente ou
em combinagdo com outras caracteristicas, dependendo da finalidade (BERG et al., 2010;
GUILHOTO, 2011) .

As caracteristicas dos ataques epilépticos variam e dependem do local no cérebro onde
a crise iniciou pela primeira vez, e o qudo longe ela se espalha. Sintomas temporarios podem
ocorrer, como a perda da consciéncia, alteragdes dos movimentos, das sensagdes (incluindo
visdo, audicao e paladar), do humor e das fun¢des mentais. As pessoas com epilepsia tendem
a ter mais problemas fisicos, como fraturas e hematomas, assim como maior prevaléncia de
outras doencas ou condicdes psiquiatricas, como ansiedade e depressao (WHO, 2012).

Um dos métodos utilizados para criar um quadro de epilepsia crdnica em estudos
clinicos com animais, é utilizando doses de pilocarpina. A pilocarpina é um alcaloide extraido
da planta Pilocarpus jaborandi, ela age como agonista em receptores colinérgicos
muscarinicos no sistema nervoso central. A injecdo i.p. de altas doses de pilocarpina (300 —
380 mg/kg, i.p.) induz um quadro de alteragdes comportamentais e eletroencefalogréficas,
com excitagcdo difusa, marcado pelo comprometimento hipocampal decorrente da liberacao
excessiva de glutamato apos estimulacdo colinérgica, a lesdo provocada pela pilocarpina
assemelha-se a encontrada na epilespia do lobo temporal (ELT) no homem (WANG et al.,
2016; LENZ et al., 2017).

As convulsbes produzidas no modelo da pilocarpina produzem danos neuronais em
diversas areas, como: hipocampo, corpo estriado, amigdala, cortex piriforme, cortex

entorrinal, cdrtex frontal, tAlamo e substancia cinzenta (LENZ et al., 2017).
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2.1.1 Epilepsia refrataria

A maioria dos pacientes epilépticos com um diagndstico preciso quanto ao tipo de
crise e sindrome epiléptica, tratados de forma adequada, terd um controle total ou parcial das
crises. O paciente com epilepsia refrataria (ER) pode ser definido como aquele em que néo se
consegue controle das crises apesar da utilizacdo de adequados esquemas terapéuticos com
drogas potencialmente efetivas, em doses ou niveis que ndo ocasionam efeitos colaterais
inaceitaveis (MOREIRA, 2004).

Hoje o mercado apresenta mais de 20 tipos de drogas para tratamento da Epilepsia,
dentre estes farmacos estdo os fenobarbitais que agem aumentando a neurotransmissao
gabaérgica, inibindo assim a excitabilidade neuronal, a fenitoina e carbamazepina que atuam
inibindo a excitabilidade da membrana de acdo sobre os canais de sdédio voltagem
dependentes, e o valproato que além de aumentar a acdo do sistema GABA por acdo pés-
sinptica, também atua inibindo de forma discreta os canais de sodio (COSTA; CORREA;
PARTATA, 2012).

Os benzodiazepinicos sdao um grupo de farmacos utilizados como coadjuvantes no
controle de crises convulsivas, eles agem seletivamente em vias polissindpticas do sistema
nervo central (SNC), aumentando a acdo do neurotransmissor GABA. Dentre os farmacos
benzodiazepinicos destaca-se o diazepam e o clonazepam, muito prescrito pelos médicos
como complemento na terapia da epilepsia por impedir o surgimento de novas crises
convulsivas (RANG; DALE, 2007; SHORVON, 1990)

A escolha do farmaco ideal depende de diversos fatores como o tipo de crise, a
frequéncia com que ocorre, a idade e o estilo de vida do paciente. Quando as crises ocorrem
frequentemente, apesar do uso de altas doses de medicamentos, 0 paciente torna-se refratario
ao tratamento medicamentoso e pode ser um candidato a cirurgia da epilepsia, como recurso
para o controle das crises. Ndo existe uma frequéncia absoluta de crises que designe o
paciente como candidato a cirurgia, mas geralmente considera-se fora do controle
medicamentoso aquele paciente com uma ou mais crises por més (IBANES; AGUILAR-
AMAT, 2011; FERNANDES, 2013).

A ER é uma condicdo que interfere direta e negativamente na qualidade de vida dos

pacientes, dificultando-lhes a interacdo social (BERG et al., 2010).
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2.1.2 Tratamentos ndo farmacoldgicos

A dieta cetogénica (DC) possui um elevado teor de gordura e baixo teor de
carboidrato, é utilizada ha bastante tempo podendo-se encontrar relatos sobre ela em textos de
Hipdcrates no século 5 a.C. (YOON; KIM; KANG, 2014). Existem evidéncias de que a DC ¢
eficaz no tratamento de crises convulsivas mesmo em casos refratarios (SHARMA;
TRIPATHI, 2013).

Doentes tratados com DC consomem 90% das necessidades diarias de lipidios e 10%
de hidratos de carbono e proteina. Para obter essa proporcdo, quatro partes da dieta sdo
constituidas de lipidios e uma parte de carboidratos e proteinas (relacdo 4:1) (INUZUKA-
NAKAHARADA, 2008). Porém essa propor¢do pode ser reduzida para criancas, adolescentes
ou pacientes que apresentem baixa aceitagéo e efeitos adversos graves (KOSSOFF; ZUPEC-
KANIA; RHO, 2009).

A comunidade cientifica ainda ndo chegou num consenso sobre o real mecanismo de
acao da DC, acredita-se que o alto teor calorico derivado de lipidios faz com que a producéo
de ATP ocorra prioritariamente a partir destes nutrientes, o que desvia 0 metabolismo de
corpos cetbnicos, sendo esses necessarios para os efeitos anticonvulsivantes da dieta, seja pelo
efeito neuroprotetor, por inibicdo da glicélise ou por modulagdo da bioenergética mitocondrial
(GOMES et al, 2011). Tanto as drogas anticonvulsivantes como a DC exercem seus efeitos
clinicos através de interacbes com um ou mais de um conjunto diversificado de alvos
moleculares no cérebro (ROGAWSKI; RHO; LOSCHER, 2016).

Os PUFAs podem trazer inumeros beneficios quando utilizados como base na dieta
cetogénica, ja que esta terapia nutricional aumenta a produgdo de ATP, promove a biogénese
mitocondrial e aumenta os niveis de antioxidantes reduzindo assim o dano oxidativo e
aumentando a sobrevivéncia axonal (ROGAWSKI; RHO; LOSCHER, 2016).

Segundo Ruskin et al (2013) como essa dieta foi desenvolvida para criar e manter um
estado de cetose, seu efeito benéfico na epilepsia pode ser atribuido a alteragdo no
metabolismo neuronal, pois as cetonas inibem neurotransmissores produzindo efeito
anticonvulsivante no corpo (KOBOW et al., 2012).

Além dos beneficios para o tratamento da ER, alguns estudos relatam os efeitos
positivos da DC no tratamento de outras doencas neuroldgicas como a esclerose multipla,
alzeimer, e autismo (STORONI; PLANT, 2015; SMITH; RHO; TESKEY, 2016).
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A DC apresenta efeito anti-inflamatério, ja& que é capaz de reduzir a expressao de
citocinas inflamatorias em ratos, melhorando a aprendizagem, memoria e capacidade motora
apos inducdo de febre por lipopolissacaridios (STORONI; PLANT, 2015).

Embora a dieta seja inicialmente dificil de seguir e necessite de esforcos continuos
mesmo ap6s a primeira etapa, ela controla completamente a epilepsia em um terco das
criangas em que as convulsBes sdo incontrolaveis de outra maneira (FERNANDES, 2013).
Este tipo de dieta apresenta alguns efeitos colaterais como, baixa glicemia no sangue, dores
no estbmago a principio causados pelas grandes quantidades de gordura, constipacdo e
aumento do colesterol total e trigliceridios (MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMOND,
2012).

Apesar de seu uso ter aumentado nas ultimas décadas e de sua eficacia ja ter sido
comprovada em varios estudos prospectivos, retrospectivos e ensaios clinicos, sua utilizacdo
em adultos permanece relativamente baixa por uma série de motivos, incluindo aceitabilidade
pelo paciente, treinamento para administracdo da dieta e a resisténcia por parte dos
neurologistas em iniciar a terapia nutricional (LUTAS; YELLEN, 2013).

Para que a dieta cetogénica apresente os beneficios ja relatados, é primordial que os
acidos graxos sejam em sua maioria do tipo poliinsaturados, ja que estes modificam a
composigdo da membrana celular no sistema nervoso central e melhoram mecanismos de
atenuacéo da inflamacéo neuronal (SMITH; JONG; TESKEY, 2016).

Existem outros manejos dietéticos como a dieta de Atkins modificada, a dieta de baixo
indice glicémico e a dieta rica com acidos graxos poliinsaturados que também apresentam
bons resultados como coadjuvantes no tratamento da ER e sdo fortemente recomendadas para
doentes que sofrem de problemas com a dieta cetogénica convencional (YOON; KIM;
KANG, 2014).

O uso do canabidiol (CBD) — composto extraido da maconha (Cannabis sativa), vem
se destacando para fins medicinais no tratamento da epilepsia cada vez maiores. Desde 1980
que ensaios clinicos vém demonstrando que o CBD apresenta atividade antiepiléptica em
pacientes com epilepsia refrataria (SZAFLARSKI; BERBIN, 2014).

As duas principais substancias farmacologicamente ativas da Cannabis sativa sdo o
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), além destes hd mais de 600 outros
compostos canabindides ou nédo, que podem representar um problema ja que ndo ha métodos
seguros para separacdo de todos esses compostos. Todavia, 0 CBD puro néo apresenta efeito
psicOtico e apresenta-se como um excelente anticonvulsivante (DEVINSKY et al., 2014;
SZAFLARSKI; BERBIN, 2014).
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Porém com poucos estudos cientificos sobre o canabidiol, algumas questdes
permanecem sem respostas, como o papel do sistema cannabindide na epilepsia, seus efeitos
cognitivos, psicossociais, comportamentais, seguranca a longo prazo, propriedades
farmacocinéticas e interagdes com outros farmacos (GONZALES-REYES et al., 2013).

Embora existam varios tratamentos ndo farmacoldgicos para controle da ER, nenhum
deles é substituto dos medicamentos anticonvulsivantes. Existe a necessidade de mais estudos
experimentais, epidemioldgicos e clinicos para estabelecer com precisao a relacdo de cada um
com a epilepsia, sendo necessario também uma comprovacdo da dosagem ideal de cada
método e melhor preparacéo lipidica com envolvimento maior de produtos ricos em PUFAS
(SCORZA et al., 2008; JONH et al., 2015).

2.2 PRINCIPAIS ACOES DOS LIPIDIOS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

2.2.1 Caracterizacdo de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS)

As gorduras e os lipidios constituem aproximadamente 34% da energia na dieta dos
seres humanos. Como a gordura é rica em calorias fornecendo 9 kcal/g de energia, 0s seres
humanos sdo capazes de obter energia adequada com um consumo diario razoavel de
alimentos que contenham gordura. A gordura alimentar é armazenada nas células adiposas, a
capacidade de armazenar e utilizar grande quantidade de gordura torna os seres humanos
capazes de sobreviver, estando privados de alimentos por semanas e, algumas vezes, por
meses (GALLAGHER, 2012).

Acidos graxos sdo acidos organicos com moléculas lineares que podem ter de 4 a 22
carbonos em sua estrutura. Eles s&o classificados em saturados, monoinsaturados (com uma
dupla ligagdo) e poliinsaturados (com mais de uma dupla ligagéo). A diferenca do tamanho,
do grau e da posicdo da insaturagdo na molécula lhes confere propriedade fisica, quimica e
nutricionias diferentes, como solubilidade, ponto de fusdo, digestibilidade, conversédo de
energia e destino metabolico (COLLI; SARDINHA; FILISETTI, 2005).

Existem dois tipos de &cidos graxos essenciais poliinsaturados: acido linolénico

comumente conhecido como dmega-3 (»-3) e o acido linoleico, também conhecido como
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O0mega-6 (w-6), que se diferenciam de acordo com a posicéo da dupla ligagdo em relacdo ao
terminal metil (Figura 1). Os &cidos graxos de cadeia longa, criados a partir dessas familias
sdo componentes importantes das membranas celulares e precursores de eicosanoides, tais
como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (TAHA; BURNHAM; AUVIN, 2010).

Os é&cidos graxos derivados do dmega-3 podem melhorar o funcionamento cerebral
durante o envelhecimento e apresentar beneficios em uma série de doencas, incluindo a ER. O
equilibrio entre 0 dmega-6 e 6mega-3 no consumo alimentar é essencial para diminuir
processos inflamatdrios e manter a homeostasia, visto que, eles apresentam propriedades
fisioldgicas opostas no organismo (TREPANIER et al., 2015; TEJADA et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica dos &cidos linoleico (a) e linolénico (b).
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Fonte: Martin et al., 2006.

Niveis de ingestdo adequada (Al) de acidos graxos essenciais foram estabelecidos pelo
Institute of Medicine (2005), por meio das Dietary Reference Instakes (DRIs), baseadas na
ingestdo média da populacdo americana estabeleceu-se a relacdo ideal para consumo entre
O0mega-6/6emga-3 na dieta de 5:1 para que estes possam proporcionar beneficios ao

organismo, como proteger o cérebro contra danos.

2.2.2 Acao dos acidos graxos nas funcdes cerebrais

Depois do tecido adiposo, o sistema nervoso central possui 0 maior conteldo de
lipidios do corpo humano, sendo o cérebro possuidor de 60% desse conteudo lipidico. Assim,
0s acidos graxos estdo entre as moléculas mais importantes que determinam a integridade e o

desenvolvimento cerebral. Ha evidéncias de que os PUFASs alteram a excitabilidade neuronal
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e sdo neuroprotetores, além de possuirem acdo anticonvulsivante (ABD-ELGHAFOUR et al.,
2016).

Os lipidios cerebrais podem ser encontrados principalmente em dois componentes
estruturais: a membrana neuronal (50%) e a bainha de mielina (70%), essa composicao
lipidica tem alta taxa de rotatividade e varia de acordo com o tipo de lipidio que € consumido
na dieta (ELSHERBINY; EMARA; GODBOUT, 2013). As membranas celulares dos
neuronais contém fosfolipidios precursores de mensageiros lipidicos especificos, que
participam da cascata de sinalizacdo neuronal e podem promover dano neuronal ou a
neuroprotecdo. Assim, a suplementacdo de diferentes proporcées de PUFAs pode afetar a
composicdo e funcdo da membrana neuronal e sua deficiéncia no periodo pos natal, por
exemplo, pode atrasar o periodo de mielinizacdo, causando anormalidades na funcdo motora,
aprendizagem, visdo e audicdo, além de na fase adulta poder causar doencas, como esclerose
maltipla (LANDS, 2012; FORSYTH; GAUTIER; SALEM, 2017).

PUFAs do tipo ©0mega-3 como &cido eicosapentaendico (EPA), 4cido
docosahexaenoico (DHA) e alfa-linolénico (ALA), possuem acdo anti-inflamatoria, pois sdo
capazes de diminuir a producdo e atividade de citocinas pré-inflamatorias (interleucina-1,
interleucina-2, interleucina-6 e fator de necrose tumoral-a), enquanto os do grupo 6mega-6
precursor do &cido araquidonico (AA) tém efeito oposto (INOVE et al., 2017). O é&cido
linolénico e linoléico sdo encontrados abundantemente no sistema nervoso central na forma
de seus derivados DHA e AA respectivamente (MCNAMARA; VANNESI; VALENTINE,
2015).

Dos 60% do conteudo lipidico no cérebro, cerca de 40% sdo de PUFAs e desses, cerca
de 10% sdo de AA e 15% de DHA (MCNAMARA; VANNESI; VALENTINE, 2015). O
DHA exerce atividade neuroprotetora diminuindo os efeitos da acumulagdo do peptideo (-
amiloide e a hiperfosforilagdo da proteina TAU, diminuindo também a formacdo de placas
neuriticas e neurofibrilas no cerebro, alteracbes que ocorrem na doenga de Alzheimer
(YASSINE et al., 2017).

O AA ¢ extremamente importante nos primeiros meses de vida, sua deficiéncia esta
relacionada com distarbios no cérebro e na retina. Embora seja encontrado no cérebro em
quantidades menores que o DHA, os fosfolipidios associados aos neurdénios sdo altamente
enriquecidos com este acido graxo, o que tem sugerido o seu envolvimento na transmissdo
sinéptica (SILVA; JUNIOR; ABREU, 2008)

A propriedade do 6mega-3 de reduzir citocinas pré-inflamatdrias e prostaglandinas

justifica o uso do oOleo de peixe em acOes antinociceptiva. Pacientes com depressdo também
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podem se beneficiar desse uso, tendo em vista que esta patologia apresenta uma ativagdo do
sistema de resposta inflamatoria, resultando num aumento das concentragdes de citocinas pro-
inflamatérias e eicosandides. Essas substancias causam uma peroxidacdo e,
consequentemente, um catabolismo dos fosfolipideos da membrana, especialmente dos acidos
graxos poliinsaturados (POMPILLI et al., 2017).

DeGiorgio et al., (2015) avaliaram se o 6leo de peixe seria capaz de reduzir
convulsdes ou melhorar a saude cardiovascular em pacientes com epilepsia resistente a
farmacos. O estudo constatou que, uma dose baixa de 6leo de peixe (3 capsulas/dia), contendo
1080 mg de &cido eicosapentaenoico + &cido docosahexaenoico foi associada com uma
reducdo de 33,6% na frequéncia de crises em comparagdo com o placebo, assim como,
diminuicdo estatisticamente significativa na pressdo arterial.

Os PUFAs possuem a capacidade de se difundirem através da barreira
hematoencefélica (BHE), que é um importante componente da rede de comunicagao entre o
sistema nervoso central e os tecidos periféricos, funcionando como uma interface que limita e
regula a troca de substancias entre o encéfalo e os capilares sanguineos. Apds se difundirem
pela BHE, esses acidos sdo capturados pela acil-CoA sintetase passando por processos de
incorporacgdo, oxidacao e/ou biossintese de acidos graxos saturados, insaturados ou esteroides
(BANKS; ERICKSON, 2010).

No estudo realizado por Kmietowicz (2014), para avaliar se 0 éleo de peixe era capaz
de reduzir a frequéncia de crises em epilepsia resistente a farmacos, constatou-se que acidos
graxos do tipo Omega-3 podem atravessar a barreira hematoencefalico e reduzir a
excitabilidade das células do cérebro que desencadeiam ataques, diminuindo as crises

convulsivas.

2.3 OLEO DE GERGELIM E SEUS EFEITOS FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS

Com o crescente avango de doengas crénicas na populacdo mundial, vem surgindo
uma nova percepcao especialmente no meio dos consumidores, a fim de melhorar a qualidade
de vida e reduzir danos da saude e gastos com tratamentos medicamentosos. Isso tem
contribuido para o desenvolvimento e aumento do uso de alimentos do tipo funcionais e
nutracéuticos (VARZAKAS; ZAKYNTHINOS; VERPOORT, 2016).

S&o caracterizados alimentos funcionais aqueles alimentos capazes de suprir as

necessidades nutricionais béasicas do organismo, a0 mesmo tempo em que trazem
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propriedades benéficas aos sistemas fisiolégicos, como também a prevencdo de doencas
(GONZALES-SARRIAS et al., 2013 ). Um alimento ou componente de alimentos e bebidas é
considerado funcional, quando apresentam além do valor nutritivo inerente a sua composicao
quimica, substancias bioativas que podem produzir efeitos metabolicos ou fisiologicos Uteis
na manutencdo da saude fisica e mental (PITCHAIAH; AKULA; CHANDI, 2017).

O alimento é considerado nutracéutico quando parcialmente ou na sua totalidade é
capaz de proporcionar beneficios a saude, que vdo desde a prevencdo até o tratamento da
doenca. Podem ser nutrientes isolados, suplementos dietéticos, produtos herbais e alimentos
processados tais como cereais, sopas e bebidas, ou até mesmo sob a forma de cépsulas
(GUPTA; PRAKASH, 2015). Os nutracéuticos sdo classificados por clases em fibras
dietéticas, acidos graxos poli-insaturados, proteinas, peptidios, aminoécidos ou cetoacidos,
minerais, vitaminas antioxidantes e outros antioxidantes (SHARMA et al., 2014).

Os alimentos com propriedade funcionais e nutracéuticas concentram-se em sua
maioria nos grupos de alimentos de origem vegetal, devido a presenca natural de
fitoquimicos, a exemplo do alho, cebola, tomate, cha-verde ou preto, soja, sementes de
linhaga e gergelim (NAMIKI, 2007; KAMAL-ELDIN; MOAZZAMI; WASHI, 2011). Em
meio a estes alimentos, destaca-se o gergelim. De acordo com Figueiredo e Filho (2008), o
gergelim esta inscrito na primeira e quarta edicdo da Farmacopéia Brasileira, para sua
utilizagcdo como alimento funcional ou nutracéutico, devido a sua composi¢do nutricional e
seus efeitos na prevencao e no tratamento de doencas cronicas.

O oleo de gergelim (Sesamum indicum Lim) representado na Figura 2, é extraido das
sementes de gergelim e bastante utilizado nas inddstrias farmacéuticas e de alimentos, devido
a sua composicéo lipidica, seu elevado teor de proteinas e seu sabor caracteristico (CORSO,
2008).

Figura 2- Sementes e 6leo de gergelim

Fonte: http://beneficiosnaturais.com.br/oleo-de-gergelim-para-quem-deseja-emagrecer/
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Este Oleo apresenta-se rico em acidos graxos insaturados como o &cido palmitico,
esteérico, oleico, linolénico e acido linoleico, com caracteristicas e propriedades de diminuir
niveis de colesterol. Além disso, o 6leo de gergelim pode ser utilizado como suplemento
alimentar produzindo efeito analgésico, antipirético e anti-inflamatério comprovados em
experimentos com modelos animais (CARVALHO et al., 2012; LIU; LIU, 2016).

Segundo a Embrapa (2006), este 6leo pode ser comercializado sob a forma natural e
torrado, ambos apresentam sabor e aroma caracteristico e agradavel e maior estabilidade
oxidativa quando comparado com a maioria dos 6leos vegetais, por causa de sua composi¢do
em &cidos graxos e pela presenca de antioxidantes naturais. O dleo é amplamente consumido
como alimento nutritivo, apresentando varios beneficios no tratamento do diabetes,
hipertensdo, hipercolesterolemia e doencas neurologicas (SALEEM; CHETTY; KAVIMANI,
2012; HASSANZADEH; ARBABI; ROSTAMI, 2014).

As sementes de gergelim possuem elevado valor nutricional (Quadro 1), devido a
quantidade significativa de vitaminas principalmente do complexo B e constituintes minerais
como célcio, ferro, fosforo, magnésio, sodio, zinco e selénio. O teor de Oleo e proteina
presentes nas sementes pode variar amplamente, dependendo da variedade e da origem da
semente. Além disso, o 6leo de gergelim apresenta grande resisténcia a rancificacdo por
oxidacdo, devido a presenca de substancias antioxidantes naturais como sesamol e gama
tocoferol (LAGO et al., 2001; NAMIKI, 2007).

Quadro 1- Composic¢do nutricional da semente de gergelim.

Composicio da semente de gergelim (por 100g)
Energia (calorias) 578 Fe (mg) 9,6
Umidade (%) 4,7 Na (mg) 2
Gordura (g) 51,9 K (mg) 400
Proteina (g) 19,8 Vitamina A (UI) 0
Carboidrato (g) 18,4 Caroteno (pg) 17
Fibra (g) 10,8 Vitamina B1 (mg) 0,95
Cinzas (g) 5,2 Vitamin B2 (mg) 0,25
Ca (mg) 1200 Niacina (mg) 5,1
Mg (mg) 370 Vitamina C (mg) 0
P (mg) 540

Fonte: NAMIKI, 2007.
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O sesamol é um composto organico natural presente no éleo de gergelim. Caracteriza-
se como um solido cristalino branco derivado do fenol. E moderadamente soltvel em &gua,
mas miscivel na maioria dos Oleos, e além das propriedades antioxidantes apresenta-se
também como antifingio (MAJDALAWIEH; RO, 2015).

O tocoferol é considerado um dos melhores antioxidantes naturais, sendo amplamente
aplicado como meio para inibir a oxidagdo dos 6leos e gorduras comestiveis, prevenindo a
oxidacdo dos &cidos graxos insaturados. A atividade antioxidante dos tocoferdis se da
principalmente por sua capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres
lipidicos interrompendo a propagacdo em cadeia (BOONNOY; KARTTUNEN; WONG-
EKKABUT, 2017).

Além do sesamol e gama tocoferol, o 6leo de gergelim é composto por lignanas como
sesamina e sesamolina, ambas mostraram efeitos terapéuticos com atividades antioxidantes,
antiproliferativa, anti-hipertensivo, neuroprotetor e de diminuigdo dos niveis de colesterol
(CHENG et al., 2006).

O efeito anti-inflamatoério do 6leo de gergelim foi comprovado no estudo feito com
ratos Wistar, induzindo inflamacéo pleural apos administracdo de carragenina via intrapleural.
O 6bleo conseguiu diminuir o volume do exsudato pleural e a migracdo de leucdécitos
utilizando-se a dose de 400 mg/kg (MONTEIRO et al., 2014).

O gergelim tem apresentado beneficios no tratamento de doencas cronicas, no estudo
de Figueiredo e Filho (2008) a ingestdo de farinha de gergelim na dieta contribuiu
beneficamente na reducdo do risco de diabetes e obesidade, assim como, auxiliou no controle
do perfil glicémico e do peso em pacientes diabéticos tipo 2. Ademais o gergelim é apontado
no tratamento de doencas cardiovasculares, com agdo de diminuigéo de lesGes ateroscleroticas
e reducgdes nos niveis de colesterol, trigliceridios e lipoproteina de baixa densidade (LDL), em
estudos feitos em animais (BHASKARAN et al., 2006).

Do ponto de vista quimico, € sabido que o dleo de gergelim apresenta-se com um
elevado teor de acidos graxos insaturados, lignanas (sesamol, sesamina, sesamolina e
asarinin) e gama-tocoferol. Estes compostos podem ser 0s responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas, uma vez que varios estudos indicam que os acidos graxos reduzem 0s niveis
de prostaglandinas e leucotrienos, substancias que agem no processo da dor e inflamagéo
(GUIMARAES et al., 2013).

Em um estudo para avaliar a acdo de lignanas isoladas e o sesamol quanto a atividade
antioxidante, eliminacdo de radicais livres e propriedades antibacterianas, constatou-se que o

sesamol foi o melhor antioxidante e captador de radicais livres dentre as moléculas estudadas.
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Nos ensaios antibacterianos contra agentes patogénicos de origem alimentar o sesamol
apresenta-se como um agente antimicrobiano com concentra¢do inibitéria minima de 2
mg/mL em cultura, mostrando atividade sinérgica com o gama-tocoferol (MAHENDRA,
SINGH, 2015).

De acordo com Jonh et al. (2015), o sesamol foi capaz de reverter efeitos deletérios no
cérebro de animais de experimentacdo, provocados pela exposi¢do ao cloreto de aluminio
(AICI3). O estudo mostrou que o sesamol melhorou reagdes comportamentais, reverteu o
déficit de mémoria, corrigiu hiperlipidemia, reduziu o estresse oxidativo, éxido nitrico e o
nivel de TNF-a, mostrando ser um candidato potencial para controlar distdrbios neuronais.

Um estudo experimental concluiu que o sesamol é capaz de atenuar sinais clinicos da
doenca de Huntington, ap6s neurotoxicidade induzida com acido 3-nitropropidnico (3-PN) em
animais. O pré-tratamento com sesamol melhorou o peso corporal, a atividade locomotora, a
coordenagdo motora, e 0s danos oxidativos foram atenuados em diferentes regiGes do cérebro
de ratos. O trabalho concluiu que o tratamento com sesamol melhorou significativamente
enzimas mitocondriais em todas as regifes do cérebro (KUMAR; KALONIA; KUMAR,
2009).
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 OLEOS EXPERIMENTAIS E FARMACOS

Os oleos de gergelim torrado e natural sdo comercializados e produzidos pela Sésamo
Real Inddstria e Comércio de Produtos Alimenticios LTDA (Vlinhos, SP, BRA). Na Tabela 1,
estéo os resultados fornecidos pelo fabricante com a composigdo nutricional referente a cada
6leo de gergelim utilizado no estudo.

Tabela 1- Composi¢édo nutricional do 6leo de gergelim torrado e natural da Sésamo Real-2016

QUANTIDADE POR PORCAO*

Oleo de Gergelim Oleo de Gergelim Natural
Torrado

Valor Caldrico (kcal) 107 120
Carboidratos (g) 0 0
Proteinas (g) 0 0

[EEN
SN
[EEN
IS

Gorduras Totais ()
Gorduras Saturadas (g)
Gorduras Mono (g)
Gorduras Polii (9)

Gorduras trans (g)

f=)
a
)
G

Omega 3 (g)

Omega 6 (g)

Omega 9 (g)
Colesterol (mg)
Fibra alimentar (mg)

Ferro (mg)

o O O O U1 o O o o O PN

Sodio (mg)

O O O O U1 o O o o O BN

3

Vitamina E (mg) 1,5

*Por¢do de 13mL, Fonte: Dados do fabricante, acesso em:
http://www.sesamoreal.com.br/site/wp-content/tabelas/tabela_oleo_gerg_natural.pdf



31

O 6leo mineral foi adquirido comercialmente, da marca Oleo Mineral 100% Puro
produzido pelo Laboratério Tayuyna Ltda, este ndo apresenta nenhum componente nutricional
visto ser um derivado do petréleo, sem nenhum nutriente a ser metabolizado ou utilizado pelo
organismo. Os farmacos diazepam, pilocarpina, N-metil-scopolamina, cloridrato de cetamina

e xilazina foram comprados na Sigma (St. Louis, MO, USA).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Trata-se de um estudo experimental in vivo de fase pré-clinica, que foi realizado em
ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), estes foram randomizados em cinco grupos
com 8 animais cada: agua destilada (GW); 6leo mineral (GMO); 6leo de gergelim torrado
(RSO); oleo de gergelim natural (NSO); diazepam (GD).

O projeto foi submetido e aprovado com protocolo n° 002/ 2016, pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba (ANEXO).

Os animais dos grupos GW e GD receberam por via orogastrica agua destilada na
quantidade de 5 mL/kg de peso corporal, uma vez ao dia durante trinta dias. No dia do
experimento trinta minutos antes de receber a dose de pilocarpina, os animais do grupo GD
foram tratados com uma dose de 5 mg/kg de diazepam via intraperitoneal (i.p). O diazepam é
um medicamento do grupo dos benzodiazepinicos, utilizado em varios tratamentos de saude
incluindo a epilepsia, a dose de 5-10 mg/kg é utilizada para bloquear convulsdes e evitar o
mal epilepticus ou status epilepticus em ratos (LOSCHER; HONACK, 1994).

O grupo GMO recebeu por via orogastrica 6leo mineral na quantidade de 5 mL/kg de
peso corporal, esta dose foi utilizada em outros estudos clinicos também feitos em animais. A
suplementacédo deu-se uma vez ao dia por trinta dias, esta substancia foi escolhida por se tratar
de um o6leo (lubrificante) com caracteristicas quimicas praticamente inertes e com textura
semelhante aos 6leos vegetais, facilitando a comparagdo com entre os 6leos, podendo refletir
a importancia de substancias antioxidantes e acidos graxos poli-insaturados presentes no 6leo
de gergelim (ZAPAROLI et al., 2015; FILHO et al., 2006).

Os animais dos grupos RSO e NSO foram suplementados via gavagem com 6leo de
gergelim torrado e natural respectivamente na dose de 5 mL/kg de peso corporal, a
suplementacdo também foi feita uma vez ao dia durante trinta dias, sempre nos mesmos
horéarios dos demais grupos, as 10 horas da manhd. As substancias analisadas (6leo mineral,

Oleo de gergelim torrado e Oleo de gergelim natural) foram obtidas comercialmente e
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armazenadas de acordo com as recomendacOes do fabricante. A escolha do tempo de
suplementacéo (trinta dias) deu-se por ser a média de tempo utilizado tradicionalmente pela
comunidade cientifica para estudos pré-clinicos na area de nutricdo (SALEEM; CHETTY;
KAVIMANI, 2012). A escolha da dose 5 mL/kg nos grupos experimentais ocorreu por se
tratar de uma dose segura que ndo causa prejuizos ao animal, a dose letal ndo é necesséria
calcular pois os 6leos de gergelim se enquadram no grupo de alimentos (ADVANI; ANSARI;
MENGHANI, 2011; AINSWORTH; FREDRICKSON; MORBECK, 2017).

Assim, para avaliacdo da fase aguda da epilepsia, 0s animais receberam gavagem com
agua destilada, 6leo mineral, 6leo de gergelim torrado ou natural a depender do grupo de
estudo, por um periodo de 30 dias, a fim de avaliar se as substancias experimentais
apresentam ou ndo efeito de prevencdo ou protecdo em crises convulsivas apos aplicacdo de
pilocarpina via intraperitoneal (i.p.) na dose de 350 mg/kg.

Para identificar possiveis alteracbes em exames bioquimicos e histolégicos no cérebro
decorrentes da suplementacdo com as substancias experimentais, foram utilizados oito
animais por grupo de suplementacdo e apds serem deixados em jejum de 12 horas, foram
eutanasiados para serem coletados seus cérebros e amostras de material sanguineo para
realizacdo de exames, tais como: glicose, colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de alta
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL). Durante todo o estudo experimental (Figura 3) os animais foram

analisados também quanto ao peso e 0 consumo alimentar.

Figura 3 — Desenho do estudo experimental.
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3.3 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

A pesquisa foi realizada na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus Jodo
Pessoa, sendo 0s animais provenientes do biotério Prof. Dr. Thomas George do Centro de
Biotecnologia (CBIOTEC) da universidade. Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
albinos, machos, adultos com aproximadamente 120 dias, peso corporal variando de 250 a
350 g, foram utilizados como animais de experimentacao.

Como a Epilepsia apresenta-se da mesma forma em ambos os sexos, a escolha desse
modelo biol6gico experimental deu-se principalmente por se tratar de animais de fécil criacdo
e manutencdo em laboratério, com alta taxa reprodutiva e com grande nimero de informacs
a respeito de sua biologia e desenvolvimento.

Os animais foram mantidos a temperatura de 22 £ 3° C com ciclos de 12 h claro/12 h
escuro, sendo a fase clara de 06h00 as 18h00 e a fase escura das 18h00 as 06h00 horas, de
acordo com os padrées recomendados para roedores (MERUSSE; LAPICHICK, 1996). Eles
foram mantidos coletivamente em gaiolas plasticas micro-isoladoras de dimensdo 49x34x16
(CxLxA, em cm) providas de cama de serragem selecionada, com garrafa acoplada a um bico
de inox para agua, e cocho para ra¢do, cada gaiola acomodou no maximo 4 animais.

Todos os grupos de animais foram alimentados com agua e racdo ad libitum, sendo a
racdo padrdo balanceada do tipo peletizada (Purinas Nutrimentos, Ltda., Brasil).

As gaiolas foram transferidas para o laboratdrio de psicofarmacologia do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IpeFarm), com pelo menos uma hora de
antecedéncia a indugdo do status epilepticus, a fim de promover uma adaptacdo do animal ao
ambiente e evitar possiveis alteracdes comportamentais, decorrentes do estresse causado pelo
Seu manuseio.

Os testes foram realizados no periodo vespertino. Antes e durante 0s experimentos, as
bancadas foram higienizadas com uma solucdo de etanol a 70% para evitar possiveis

influéncias nos resultados.
3.4 AVALIA(;AO DO PESO E CONSUMO ALIMENTAR
O peso corporal dos animais foi avaliado a cada sete dias, sempre nos mesmos

horérios, utilizando-se balanca eletronica digital (bioprecisa, modelo BS3000A), capacidade

de 3 kg e sensibilidade de 0,1 g, durante os trinta dias de experimento.



34

Com a mesma balanca, foi analisado o consumo alimentar, medido semanalmente,

subtraindo-se o peso da racgdo oferecida pelo peso das sobras.

3.5 INDUCAO A FASE AGUDA DA EPILEPSIA

A inducdo do estado epileptogénico por meio da pilocarpina permite avaliar o status
epilepticus em trés fases, a fase aguda, fase silenciosa e a fase cronica. Esse estudo se limitou
na avaliacdo apenas da fase aguda. Antes de induzir esta fase da epilepsia os animais
receberam por meio de gavagem, agua destilada, 6leo mineral, 6leo de gergelim torrado ou
6leo de gergelim natural durante trinta dias, ambos na dose de 5 mL/kg de peso corporal por
dia, os animais que compuseram o grupo GD receberam diazepam na dose de 5 mg/kg i.p.
trinta minutos antes da injecdo de pilocarpina (Figura 4). A avaliagdo do status epilepticus na
fase aguda visa analisar se 0 6leo de gergelim seja ele torrado ou natural pode apresentar-se
como um fator de prevencdo ou protecdo no surgimento de crises convulsivas, ou se é capaz
de evitar ou diminuir possiveis danos histolégicos no cerebro dos animais provocados pela
pilocarpina.

A inducéo do status epilepticus (SE), foi realizada no 31° dia, fazendo-se necessario
inicialmente que os animais fossem tratados com N-metil-scopolamina, 1 mg/kg s.c (solucéo
de 1mg/mL). Passados 30 minutos foi administrado uma injecdo de pilocarpina i.p. com 350
mg/kg, (solucdo de 350 mg/mL), em seguida o animal foi colocado em gaiola apropriada para
observacao do comportamento, onde foi contado como inicio do teste 0 momento da injecéo
de pilocarpina (t0) (MELLO; COVOLAN, 1996; GOFFIN et al., 2007).

Ap0s a intoducdo de pilocarpina avaliou-se 0s seguintes pardmetros: ocorréncia do SE
e grau de intensidade das crises convulsivas. As alteracbes comportamentais e a intensidade
das convulsdes foram analisadas de acordo com a escala de Racine: escore 0: sem resposta;
escore 1: hiperatividade, inquietacdo, espasmos das vibrissas; escore 2: movimentos da
cabeca, espasmos clonicos e mioclénicos da cabeca; escore 3: clonus unilaterais ou bilaterais
dos membros; escore 4: crise convulsiva clonica; escore 5: crises tonico-clonicas

generalizadas; escore 6: morte do animal (Racine, 1972).
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Figura 4. Desenho do estudo para inducdo da fase aguda da epilepsia.
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Os animais receberam as substancias por via orogastrica durante trinta dias, no 31° dia foram induzidos a
Epilepsia através de uma Unica dose de Pilocarpina, em seguida foram eutanasiados e retirados os cérebros para
exames histologicos.

3.6 EUTANASIA

Logo ap6s 0s experimentos, os animais foram anestesiados com uma mistura de
cloridrato de cetamina (75 mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (15 mg/kg)
por via intraperitoneal, em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal, em seguida os ratos
foram eutanasiados por exanguinamento (AVMA, 2013; CONCEICAO-SILVA;
PRESCRAVE, 2008). O sangue foi coletado via veia cava na quantidade de 5 mL, apos
eutanasia, foram retirados os cérebros para analise de possiveis alteragdes histologicas no
orgdo. Todos os procedimentos desde o inicio do estudo até 0 momento de eutanasia foram

realizados para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

3.7 EXAMES BIOQUIMICOS

Os animais passaram um periodo de 12 horas em jejum e foram anestesiados com uma

mistura de cloridrato de cetamina (75 mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina
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(15 mg/Kg) por via intraperitoneal. O sangue foi coletado (5mL) via veia cava, para dosagens
de colesterol total, trigliceridios, LDL, HDL e VLDL. As amostras de sangue foram
centrifugadas por 10 min para que fosse separado o soro, o qual foi armazenado a -80°C para

analises.

3.8 AVALIACAO HISTOLOGICA

No processamento histoldgico foram realizadas as seguintes etapas identificadas na
Figura 5: (0) Eutanasia; (1) Coleta do tecido (ou 6rgdo); (2) Fixacdo; (3) Clivagem; (4)
Desidratacdo; (5) Diafanizacdo; (6) Impregnacdo e inclusdo; (7) Microtomia; (8) Pescaria; (9)
Coloracgéo; (10) Montagem da Lamina (ROSS; PAWLINA, 2012).

Figura 5. Etapas do processamento histoldgico (Pereira, 2013).

Apds eutandsia dos animais, a coleta foi feita a partir do isolamento do cérebro dos
ratos com auxilio de instrumentos cirurgicos (pinca e tesoura). Apés a coleta, 0 material foi
registrado em um livro préoprio de protocolo. Por meio desse registro, o material foi
identificado com um numero, que o acompanhou durante todos os procedimentos da técnica
histoldgica. Apds a coleta, 0 material foi entdo submetido ao processamento histolégico para

possibilitar sua seccdo em por¢des menores (SHERWIN et al., 2003).
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Para fixagdo quimica do material, foi utilizada uma solucéo de formalina tamponada
afim de estabilizar o material e impedir alteracdo tecidual. Os orgdos foram submetidos a
etapa de fixacdo durante 24 horas, em seguida as amostras foram submetidas a lavagem em
agua corrente durante 24 horas, e seccionadas no sentido transversal para obtencdo do
hemisfério direito (YOU et al., 2011). Todo o material foi submetido ao processo de
desidratacdo, com imersdo das amostras em concentraces crescentes de acool. O xilol foi
utilizado para clarificagdo dos tecidos (ROSS; PAWLINA, 2012; MOLINARIO;
GONCALVES; AMENDOEIRA., 2010).

A impregnagédo consistiu em submeter os tecidos em dois banhos consecutivos com
parafina pré aquecida, o tecido foi entdo incluso no centro do molde (bloco de plastico ou
metal) contendo parafina aquecida no dispensador. Esperou-se sua completa solidificacdo
para conclusédo da etapa de incluséo.

Na microtomia ou confeccdo dos cortes histolégicos com preciséo e eficacia, os blocos
de parafina contendo as amostras foram desgastados para retirar os excessos de parafina e
facilitar o corte. Os cortes foram seccionados pela navalha do micrétomo (LEICA®) com 5
pum de espessura (Figura 6). Os cortes foram levados ao banho em agua destilada para que
houvesse uma leve distenséo da fita de parafina; depois ao banho maria a uma temperatura em

torno de 50° C para uma distencdo completa.

Figura 6. Micrétomo utilizado na preparacdo de laminas histolégicas.
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Fonte: Molinério; Gongalves; Amendoeira (2010).

Com auxilio de uma lamina, o corte foi pescado no banho maria, a fim de facilitar a

aderéncia a lamina, em seguida adicionou-se ao banho gelatina. Apds a pescaria, as laminas



38

foram colocadas nas cubas para serem levadas a estufa por 10 minutos para secagem do corte
(MOLINARIO; GONCALVES; AMENDOEIRA, 2010).

As laminas foram coradas com Hematoxilina-Floxina B, logo ap0s coloracéo, secou-se
0 excesso de xilol no verso da lamina e gotejou-se sobre a laminula o balsamo do Canada (meio
de selagem) e colocou-se a lamina no centro da laminula, de modo que todo o corte estivesse
coberto e protegido pelo meio e pela laminula. Apds a selagem o material foi analisado no
microscopio optico (Motic BA 410). As fotografias digitais foram capturadas pela camera
Moticam 5.0 MP em defini¢des especificas conforme a objetiva utilizada: 10x ou 40x. A analise
histoldgica foi realizada por operador capacitado, o qual analisou qualitativamente parametros
histolégicos como: lesdo tecidual, organizacdo de camadas, preservacdao de neurdnios e

neuroglias no cortex cerebral, hipocampo e cerebelo.

4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o programa estatistico Graph Pad Prism
versdo 6.0. Os testes de hipdtese foram definidos de acordo com a normalidade dos dados e a
classificacdo das variaveis, sendo utilizados métodos paramétricos (ANOVA one way) e nao
paramétricos (Kruskal-Wallis). Os dados foram apresentados como média e erro padrdo da
média. Os resultados foram considerados significativos quando apresentaram um nivel de
significancia de 5% (p< 0,05).
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ABSTRACT

The supplementation witer polyunsaturated fatty acids on the diet is seen as a viable
complementary strategy for a refractory epilepsy drug therapy. The study
investigated the action of sesame seed oil in the status epilepticus and its effect in
the food intake, weight gain, and lipid profile in Wistar mice. The animals were
randomized and received 5 mL/kg daily doses of distilled water, mineral oil, or both
natural and roasted sesame seed oils, through orogastric tube for thirty days. The
status epilepticus was induced with intraperitoneal injection of pilocarpine (350mg/kg,
I.p.). It was found that both roasted and natural sesame seed oils did not show any
toxic effect on the central nervous system and both promoted satiety, reducing the
food consumption without interfering in the final weight gain. The roasted sesame oil
reduced the cholesterol levels and showed the protective effect only in an initial stage
of the acute epileptic seizure. The natural sesame oil improved the lipid profile
reducing the triglyceride and VLDL levels, while increasing de HDL cholesterol levels.
Furthermore, it also presented as a substance with anticonvulsant and
neuroprotective potential properties, delaying the onset of clonic and generalized
convulsive seizures in the pilocarpine test, and could be used as a coadjutant in the
pharmacologic treatment of Refractory Epilepsy.

Key words: Epilepsy, Polyunsaturated Fatty Acids, Sesame Oil, Anticonvulsant
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INTRODUCTION

Epilepsy is a chronic disorder characterized for recurrent and unprovoked
seizures that happens due an abnormal electrical activity in the brain (kobow et al,
2012). Despite the recent achievements of neuroscience, many patients afflicted by
epilepsy do not respond satisfactorily for the drug therapy presenting uncontrolled
seizures events that is known as a Refractory Epilepsy (RE) (Sierra, 2012).

Thus, alternative strategies to the usual pharmacological approach have been
taken into consideration in recent years and, among them, the use of
polyunsaturated fatty acid (PUFASs) (Sierra et al, 2012). PUFAs are essential for the
brain integrity and development and its deficiency is related to the occurrence of
many neurological disorders (Pusceddu et al., 2015)

Among the vegetal oils rich in long chain polyunsaturated fatty acids, stands
out the sesame oil that is extracted from the sesame seeds (sesamun indicum Lim)
and has been widely used by the food and pharmaceutical industries because of its
lipid composition, high protein content, and distinctive flavor. Sesame is taken as a
nutraceutical or functional food for presenting effects on prevention and treatment of
chronic diseases, and it may be marketed in two different oil forms: roasted sesame
seed oil and natural sesame seed oil. (Liu and Liu, 2016; Carvalho et al., 2012)

Some studies show that sesame seed oils present anti-hypertensive,
Immunoregulatory, anticarcinogenic, anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective activity (Florent et al., 2006; Namiki, 2007; Monteiro et al., 2014;
John et al., 2015). In the light of that, this study investigates whether sesame seed oil
supplementation presents anticonvulsant activity after induction of the acute stage of
Epilepsy as well as its effects on food intake, body weight and lipid profile of Wistar

mice.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Experimental oils and Medicines

Both the roasted and natural sesame seed oils are commercialized and
produced By Sésamo Real Industria e Comércio de Produtos Alimenticios LTDA. On
the Table 1, are the results provided by the producer with the nutritional content

regarding to the sesame oil was used in this study.

Table 1- Nutritional content of the roasted and natural sesame seed oils by Sésamo
Real- 2016

AMOUNT PER PORTION*

Roasted sesame oil Natural sesame oil

Calories (kcal) 107 120
Carbohydrate (g) 0 0

o
o

Protein (g)

H
N
H
o

Total Fat (g)
Saturated Fat (Q)

~

Monosaturated Fat(g)
Polyunsaturated Fat (Q)

Trans Fat (Q)

o
&)
o
a1

Omega 3 (9)
Omega 6 (9)
Omega 9 (9)
Cholesterol (mg)
Dietary Fiber (mg)
Iron (mQ)

Sodium (mg)

- O O O O o0 o o o o O Bk
- O O O O o o O o o o BN

[
o

Vitamin E (mg)

*Portion of 13 mL, Source: Producer’s data, on:
http://www.sesamoreal.com.br/site/wpcontent/tabelas/tabela_oleo_gerg_natural.pdf
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The mineral oil was commercially purchased from the Oleo Mineral 100% Puro
brand produced by Tayuyna Laboratory Ltda this one do not present any kind of
nutrition element once it is a petroleum derivate without any kind of nutrients to be
used or metabolized in the body (Ainswortl et al., 2017). The drugs Diazepam,
Pilocarpine, N-Methilscopolamine, Ketamine e xylazine were bought at Sigma (St.
Louis, MO, USA).

Animals

Male adult Wistar rats weighing 250-350 g were selected from Prof. Dr.
Thomas George’s vivarium at the Biotechnology Center of Federal University of
Paraiba. The animals were kept collectively in plastic cages stuffed with selected
sawdust bedding under a 12-h light/12-h dark cycle schedule. They had free access
to water and feed ad libitum. The animals were randomized in 5 groups (=8),
supplemented once a Day during 30 days with distilled water (GW), mineral oil
(GMO), roasted sesame oil (RSO) or natural sesame oil (NSO), both daily dosed at 5
mL/kg. Thirty minutes before the experiment, diazepam 5 mg/kg i.p. was
administered in one of the groups supplemented with distilled water (GD). The
research were submitted and approved by the protocol number 002/2016 of the
Ethics Committee on Animal Experiments (Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba.)

The acute stage induction (Status Epilepticus)

The induction of the acute stage status epilepticus (SE), took place on the 31st
experiment day. Firstly, it was necessary that the animals to take a dose of N-metil-
scopolamina, 1 mg/kg s.c (Img/mL solution). Then 30 minutes later was given an
injection of pilocacarpine 350 mg/kg i.p. (350 mg/mL solution). After that the animal
was placed in a suitable cage to be observed the behavior. It was considered as a
beginning of the test the moment that the Pilocarpine (t0) injection has been given.
In sequence, after the pilocarpine dose, was evaluated the parameters: SE
occurrence, and intensity of the seizure. Both behavioral changes and intensity have

been analyzed according to Racine’s scale: score 0: no response; score 1:
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hyperactivity, anxiety, and vibrissa twitching; score 2: head nodding, clonic and
myoclonic head spasms; score 3: unilateral or bilateral forelimb clonus; score 4:
clonic seizure; score 5: generalized tonic-clonic seizure; score 6: animal death
(Racine, 1972).

Biochemical analysis

The animals went through 12 hours fasting period and then
were anesthetized with a mixed of intramuscular ketamine chloride (75 mg/kg) and
intraperitoneal xylazine chloride (15 mg/kg). The blood was collected from vena cava
(5 mL) to check the total cholesterol, trygliceride, low density lipoprotein (LDL), high-
density lipoprotein (HDL), and very low density lipoprotein (VLDL). The blood
samples were centrifuged for 10 min to separate the blood serum that had been

stored at -80°C for biochemical analysis.

Histological analysis

After the euthanasia, the rats’ brains were fixed in formaldehyde buffered
solution (10%) for 24 hours at room temperature. The fixed tissues were
embedded in paraffin, saggital slices were made at 1mm intervals from close to the
mammillary body. For the microscopic studies 5 um parts were done and stained
using Hematoxylin- Phloxine and then analyzed with the help of an optic microscope
(Motic BA 410). The digital images were captured through 5.0MP camera fixed on
the microscope. For the pictures were used the MOTIC PLUS program in specific
definitions as the used lens:10x or 40x. The histological analysis were made
gualitatively by a qualified Professional, who analyzed parameters such as: tissue
injury, organization of cell layers, preservation of neurons and neuroglia in the brain

cortex, hippocampus and cerebellum.
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Statistical analysis

For that we used the statistic program GraphPad Prism 6.0. The hypothesis
tests were defined checking data for normality and examine relationships between
variables classification for that used parametric (one way ANOVA) and
nonparametric test (Kruskal-Wallis). Data were presented as a mean average *
standard error (S.E.M.). Were considered significant results when they presented a
significant of 5% (p<0,05).

RESULTS

It was found an increase in the satiety of the animals that were supplemented
with roasted and natural sesame oil, these presented lower ration consume during
the thirty days of supplementation (RSO 148,2 + 5,2 g, p< 0,05; NSO 137,6 + 5,9 g,
p< 0,001), comparing to other groups (GW 166,1 + 3,5 g; GMO 171,1 + 6,1 g). These

results are on the Figure 1.
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Fig. 1 Sesame oil supplementation effects on the ration consume in Wistar mice * p< 0,05 for
roasted sesame oil vs. distilled water; ** p< 0,001 for natural sesame oil vs distilled water. For
comparison between the groups was used one-way ANOVA and the data were expressed as mean +
S.E.M. The results represent the individual average of ration consume, weekly measured during 30
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days of supplementation. GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO:
natural sesame oil.

Observing the weight gain of the mice (fig.2), was noticed that there was not
statistic difference between the experimental and the control group, both animals had
similar weight gain during the supplementation day (GW 81,74 + 8,64 g; GMO 66,24
+ 9,29 g; RSO 68,98 + 5,99 g; NSO 84,30 + 6,98 g)

Weight gain (g)

Fig. 2 Sesame oil supplementation effect on the weight gain in Wistar mice. For comparison
between the groups was used one-way ANOVA and the data were expressed as an average + s.e.m.
GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil.

Related to the biochemical parameters (Table 2), there was not statistic
difference between the groups in the glucose and LDL variables (p> 0,05). The rats
treated with RSO presented lower levels of total cholesterol (p< 0,05) than compared
to the control group. When analyzing the Triglycerides and VLDL variables, is
possible to verify that the NSO group reduced the serum levels (p< 0,05) and raised
the HDL levels if compared as the found on the GW group (p<0,05).
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Table 2. Sesame oil supplementation effect on the biochemical parameters in Wistar

rats

Variable GW GMO RSO NSO
Glucose 173 £18,08 148 £ 12,57 193,3 £ 5,45 135,5+ 19,01
Cholesterol 73+5091 71,25+2,53 58 +2,89% 77,25+ 2,35
Triglycerides  77,75+5,16 65,25+7,27 67 +6,85 59 + 6,78%
HDL 36,75+ 2,76 41,75 £ 2,64 32+£1,79 45 +0,96°
LDL 17,20 £ 4,89 16,45+ 1,33 12,60 = 2,42 20,45 + 2,67
VLDL 15,55+ 1,03 13,05+ 1,45 13,40 = 1,37 11,80 + 1,35°%

(a) p < 0,05 roasted or natural sesame oil vs. distilled water. For comparison between the groups was
used one-way ANOVA to parametric data and Kruskal-Wallis for nonparametric data. The results were
expressed as mean = s.e.m. Each group consisted of 8 animals (n= 8). GW: distilled water, GMO:
mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil.

When analyzed the anticonvulsive activity accordingly to the limbic seizures
used in this study, the status epilepticus was induced after administered pilocarpine
(350 mg/kg, i.p.). Was not possible to recognize precisely the score 0 and 1 of
racine’s scale, since most of the animals started demonstrating score 2
characteristics and so on. Furthermore, there was not expressed any score 6 result
since there was not any animal death during the 60 minutes experiment.

The racine’s scale score 2 checks the period that the animal takes to
presenting heads nodding with clonic and myoclonic spasms and was found that
there was not statistic difference between the experimental groups and control group
(GW) (p> 0,05). The group that received GD treatment before the pilocarpine
administration had increased the latency timing (p< 0,001) for the first symptoms
(GW 188 + 27,3 s; GMO 155,1 + 68,4 s; RSO 216,8 + 107,1 s; NSO 180,3 + 60,38 s;
GD 503,0 + 73,23 s). These results are on the Fig 3.
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Fig.3. Sesame oil supplementation effect in Racine Scale level 2. *** p< 0,001 Diazepam vs.
Distilled Water. For the comparison between groups was used one way ANOVA and data was
expressed as average * s.e.m (n=8 animals by group). GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO:
roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD: diazepam.

On Racine’s Scale level 3 (Fig.4), which analyze the occurrence of unilateral
and bilateral forelimb clonus, was found that the experimental group administered
with RSO did exhibit increased latency (533,5 £ 63,21 s, p< 0,01) for the occurrence
of the first symptoms usually shown at this stage, as well as the GD group (600,3 *
61,84 s, p< 0,001), the other groups did not present anticonvulsant activity at this
stage (GW 316,9 + 37,50 s; GMO 331,6 + 73,83 s; NSO 330,5 £ 61,19 s).
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Fig 4. Sesame oil supplementation effect in Racine Scale level 3. ** p < 0,01 roasted sesame
seed oil vs. distilled water *** p < 0,001 diazepam vs. distilled water. For the comparison between
groups was used one way ANOVA for parametric data and Kruskal-Wallis for non-parametric; the
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results were expressed as average + s.e.m (n=8 animals by group). GW: distilled water, GMO: mineral
oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD: diazepam.

On Racine’s Scale level 4 (Fig. 5) it is possible to observe the first induced
clonic convulsive crisis. In this step, animals administered with NSO exhibit
significant delay in the occurrence of seizures, characterizing protective effect (p <
0,01) — a result also found in the diazepam treated group (NSO 2841 + 266,7 s, p <
0,01; GD 3488 £ 74,25 s, p < 0,001). The other groups did not exhibit anticonvulsant
activity (GW 1209 + 365,6 s; GMO 2263 + 514,8 s; RSO 2416 + 478,1 s).
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Fig 5. Sesame oil supplementation effects in Racine Scale level 4. ** p < 0,01 for natural sesame
seed oil vs. distilled water. *** p < 0,001 for diazepam vs. distilled water. For the comparison between
groups was used one way ANOVA and data was expressed as average + s.e.m (n=8 animal by
group). GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD:
diazepam.

Level 5 on Racine’s Scale analyzes the time for the onset of the first animal
generalized seizure. At this level, anticonvulsant effects could be observed in the
group treated with NSO due the delay in the occurrence of the convulsive crisis p <
0,01 (NSO 3178 = 251,4 s, p < 0,01). Animals treated with GD did not exhibit
seizures during the maximum observation time, defined as 60 minutes (GD 3600 *

0,0 s, p < 0,001). The other groups did not exhibit any delay or prevention effect
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influencing the onset of the generalized seizure (GW 2070 + 273,3 s; GMO 2635 *
353,3 s; RSO 2633 + 355,5 s).

4000 - Rk
- 3000 - T
g 2000 - % |
3; 1000 - /
& °
()

Fig 6. Sesame oil supplementation effects in Racine Scale level 5. **p < 0,01 for natural sesame
seed oil vs. distilled water, *** p < 0,001 for diazepam vs. distilled water. For the comparison between
groups was used one way ANOVA and data was expressed as average + s.e.m (n=8 animals per
group). GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD:
diazepam.

Histological analysis of the slides containing the brain cortex of animals that
were supplemented during thirty days, but were not induced to the epilepsy (Fig 7),
presented compatible morphology in the cortical layers, exhibiting pyramidal cells —
also known as pyramidal neurons or glia cells (neuroglia). On the microscope
examination, the GMO group did show a decrease in neuron numbers, cellular layer
disarray and tissue destruction (arrow) in the external granular layer, in the external
pyramidal layer and in the internal granular layer. Images from GW, RSO and NSO
groups did exhibit the preservation of cortical layer, showing that sesame seed oil

does not present toxicity at the brain cortex level.
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Fig 7. Photomicrographs of the animals brain cortex after supplementation: A) GW: well
preserved pyramidal neurons and glial cells, B) GMO: destruction of tissue with neuronal loss (arrow),
C) RSO: preservation of neurons and glia cells, similar to GW group, D) NSO: Neuronal organization
with preservation of the cortical layer, similar to the GW and RSO groups. Hematoxylin- Phloxine, A.T.
x100. GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, n= 5.

=

The images depicting the hippocampus area (Fig 8) of the supplemented
animals that were not induced to the status epilepticus allows to identify, by
comparison with the GW group, that the GMO group exhibit tissue destruction in the
external pyramidal cell layer (arrow). However, groups RSO and NSO exhibit

preservation of neurons, neuroglia and hippocampal layers.
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Fig 8. Photomicrographs showing the hippocampus of the animals after supplementation: A)
GW: organization between hippocampal layers with preservation of neuronal cells, B) GMO:
destruction of tissue with neuronal loss (arrow) involving external granular layer, external pyramidal
cell layer and internal granular layer, C) RSO: preservation of neurons and glial cells, similar to the
group treated with GW, D) NSO: neuronal organization with preservation of the hippocampal layer,
similar to the groups GW and RSO. Hematoxylin- Phloxine, A.T. x100. GW: distilled water, GMO:
mineral oil, RSO: roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, n=5.

The microscopic examination (fig. 9) shows that the animals induced to the
acute phase of epilepsy did exhibit preservation of pyramidal neurons and neuroglia
cells. The pilocarpine did not destroy brain tissue, but did promote cellular alteration.
The GMO group did exhibit a decrease in the number of neurons (arrow) and
disarray in the cellular layers. Meanwhile the GD group promoted the preservation of
pyramidal neurons, observed due the thickness of the layer where their cell bodies
predominate (arrow) — a result also seen in the GW, RSO and NOS.
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Fig 9. Brain cortex photomicrographs of animals induced to the acute phase of the epilepsy: A)
GW: preserved neuronal cells and layers of the brain cortex, B) GMO: neuronal cells decrease in the
brain cortex region (arrow), C) GD: preservation of neurons, observed by the layer thickness of
external pyramidal cells, where their cells bodies predominate (arrow), D) RSO: Preservation of
neuronal cells and layers of the brain cortex, similar to the GD group, E) NSO: findings similar to the
GD and RSO groups. Hematoxylin- Phloxine, A.T. x100. GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO:
roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD: diazepam, n= 5.

Through the observation of the hippocampus area (Fig 10), it is possible to
see a reduction in the numbers of cells in the group GMO, by the narrowing of the
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layer that contains the neuron’s cell body (arrow). Also, it is possible to observe
tissue separation and neural death, in the external granular layer, in the external
pyramidal layer and in the internal granular layer. Nonetheless, the groups treated
with GW, GD, RSO and NSO did exhibit preservation of the pyramidal neurons,

neuroglia cells and the layers of hippocampal nerve tissue.

Fig 10 Photomicrographs showing the hippocampus of animals induced to the acute phase of
epilepsy: A) GW: preservation of neurons (arrow) and organization between layers of hippocampal
cells, B) GMO: decrease of neuronal cells and destruction of tissue with death of neurons in the layer
of external pyramidal cells (arrow), C) GD: organization between the layers of hippocampal cells with
preservation of neurons, D) RSO: findings similar to the GD group, E) NSO: findings similar to the GD
and RSO groups. Hematoxylin- Phloxine, A.T. x100. GW: distilled water, GMO: mineral oil, RSO:
roasted sesame oil, NSO: natural sesame oil, GD: diazepam, n= 5.
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DISCUSSION

This study found that mice administered with both roasted and natural sesame
seed oil exhibited lower food consumption when compared to other mice in the
control group. The presence of fat and fatty acids in the oil can delay the gastric
emptying, extending the transit time of the food in the gastrointestinal tract and thus,
influencing in the satiety process (Heer, 2012). Moreover, lipids have many
compositions and metabolic pathways, affecting appetite differently — the quality of
the fat ingested is more important than the total fat intake when it comes to food
intake control process (Flint et al., 2003; Ley et al., 2014).

The sesame seed oil rich in PUFAs exhibit effects upon mice’s appetite,
furthering the satiety in the animals — other studies already demonstrated that diets
rich in PUFAs have similar impacts on satiety and are promising tools to the control
of food intake (Lawton et al., 2000; Bruckley e Howe, 2009; Cintra et al., 2012; Ley et
al., 2014). The polyunsaturated fatty acids in the sesame seed oil can also promote
the increase of plasmatic levels of leptin — a protein secreted by adipose cells that
acts upon the central nervous system, furthering the reduction of food intake (Hynes
et al., 2003; Sankar et al., 2006).

The animals consumed different calories, but this difference did not influence
the final weight gain. The groups of mice supplied with lipid did not exhibit any weight
gain, above the control group. According to Duloo et al. (1995), the composition of
the fatty acids, its chain length and saturation affect differently the fat accumulation,
the body fat distribution, the thermogenesis and the oxidation rates. Some studies
show that, although fat in general offer the same quantity of energy (9 Kcal/g), the
ratio between PUFAs and saturated fatty acids in the diet must favor the former in
order to balance the weight gain, because PUFAs increase the energy use and the
basal metabolic rate (BMR), promoting increases in postprandial thermogenesis and
lowering the adiposity accumulation through the increase of the lipid oxidation rate
and, thus, contributing to the control of the body weight (Lawton, 2000; Jiang and Qi,
2009; Auguste et al., 2016).

The supplementation with natural sesame seed oil presented significant
impact over the lipid profile, increasing HDL and lowering plasmatic levels of

Triglycerides and VLDL. Many studies done in animals and human beings
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demonstrated the beneficial effects of sesame seed oil over cardiovascular diseases
and hypercholesterolemia (Bhaskaran et al., 2006; Sankar et al., 2006; Guimaraes et
al., 2013). The study done by Saleem et al. (2012), shows that the administration of
10mL/kg of sesame seed oil improved the lipid profile, lowering cholesterol,
triglycerides, LDL, VLDL and increasing HDL. The treatment also lowered the mean
arterial pressure, exhibiting protective effects similar to captopril compositum in
myocardial injury patients.

The thirty days lipid supplementation using roasted sesame seed oil exhibit a
significant decrease in plasmatic cholesterol levels. According to Namiki (2007), the
lignans present in roast sesame seed oils combined with tocopherol provoke the
decrease of serum cholesterol due the inhibition of its absorption by the intestines
and suppression of its synthesis by the liver. The roasted sesame seed oil did not
influence Triglycerides, HDL and VLDL levels. This difference between natural and
roasted sesame seed oils could be credited to the bigger concentration of natural
antioxidants in the former — like sesamin and sesamolin —, and bigger concentrations
of sesamol — a powerful regulator of plasmatic cholesterol levels — in the latter
(Embrapa, 2008; John et al., 2015).

The study done by Zhang et al. (2016), found that sesamin plays an important
role in regulating the lipid metabolism, increasing HDL and lowering serum
concentrations of triglycerides, LDL and VLDL in experiments involving
hypercholesterolemic mice. However, the study says that the mechanism by which
the sesamin works is still controversial.

Ketogenic diet also is well-known for its positive results in the treatment of
refractory epilepsy, but it also provokes lipid alterations that lead to cholesterol and
triglycerides increase (Ellenbroek et al., 2014; Coppola et al., 2014). Thus, it would
be beneficial if more studies analyzed the role of sesame seed oil in the ketogenic
diet in order to evaluate its effects upon the lipid profile.

In the last decades, we saw a significant improvement regarding the
understanding of the inner workings of epilepsy in humans, due studies using
experimental models of epilepsy. In this study, we found that the natural sesame
seed oil anticonvulsant properties managed to protect animals against the more
acute phases of Pilocarpine induced epilepsy — the tonic-clonic, or generalized,
seizures. This result coincides with the findings of Kumar et al. (2011), were a

sesame extract protected the animals during the generalized seizures induced
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through the electroconvulsive test. In the studies done by Advani et al. (2011), and
Hassanzadeh et al. (2014), sesame oil played a significant role in controlling the
seizures provoked by the Pilocarpine test and pentylenetetrazol (PTZ). Natural
sesame seed oil seems to promote the enhancement of the GABA neurotransmitter,
inhibiting neural excitability and either preventing acute seizure crisis or partially
inhibiting the voltage-gated ionic channel due its anti-oxidant properties (Advani,
2011).

Roasted sesame seed oil did not exhibit the same benefits regarding the
anticonvulsant activity found in the natural sesame seed oil. One possible
explanation for that is that the levels of lignans, like sesamin and sesamolin — which
are responsible by the anticonvulsant properties of the oil —, are significantly reduced
in the roasted sesame seed oil. Both sesamin and sesamolin protect neurons and
lower the severity of the seizures by promoting the decrease of nitric oxide and
cytokines like the interleukin-6, and also the tumor necrosis factor (Hou et al., 2003;
Kamal-Edin et al., 2011).

Microscope analysis found that the supplementation through both sesame
seed oil did not provoke neither tissue nor cellular alterations and had hasn’t any
toxic effect upon the central nervous system (when administered in 5 ml/kg). The
opposite was observed in the group administered mineral oil — in this group there
were neuronal loss and tissue destruction in the brain cortex and hippocampus.
These results are similar to others, where the sesame oil seems a safe substance at
10 ml/kg doses (Advani et al., 2011).

The pilocarpine induced epilepsy model has been extensively studied
regarding histologic alterations. In this study, we analyzed the following central
nervous system areas: brain cortex, hippocampus, white matter and grey matter. No
lesions originated from pilocarpine were observed in the aforementioned areas, but
we did identify changes in the organization of the layers of nerve tissue in the brain
cortex and hippocampus, probably caused during the mineral oil supplementation —
these alterations were also found in the animals that were not induced in the status
epilepticus. This result is similar to other ones that, using this same pilocarpine
model, affirm that the epileptogenic changes of brain tissue, like the mossy fiber
sprouting, happen secondarily to the epileptic seizures and manifest itself in its silent
phase, existing a clear articulation between these neurological changes and the
status epilepticus acute phase duration (Mello e Covolan, 1996; Ye, 2013).
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The brain cortex and hippocampus of animals supplemented with mineral oil
and induced in the status epilepticus exhibited alterations during the histological
analysis, showing neuronal losses, brain cortex layers disarray and tissue separation
between the external granular and the external pyramidal cell layers. The neuronal
loss due mineral oil could make the organism more vulnerable to seizures, given that
in the temporal lobe epilepsy the most afflicted structure is the hippocampus — which
can exhibit from selective neuronal losses to hippocampal sclerosis or mossy fiber
sprouting. Such neuronal damage in the limbic system including the hippocampus
can lead to memory loss and neurological dysfunctions (Hassanzadeh et al., 2014).

There are no studies related to the effects of mineral oil in rat's brains, but
works using fishes show swimming difficulties, lethargy and disorientation after the
administration of mineral oil in water (Kochhann, 2010). Thus, is advisable to
promote more studies analyzing and evaluating the effects of mineral oil consumption
upon the central nervous system.

The sesame seed oil exhibited protective effects in the same cortical and
hippocampal areas, preserving the existing organization of layers and neural cells.
According to Mori et al. (2004), antioxidants decrease the reactive oxygen species,
promoting higher neuron protection and stimulating neurogenesis, lowering the
severity of potential epileptic seizures. Sesame seed oil presents in its composition
substances with antioxidant properties that are able to inhibit the exacerbation of the
oxidative stress involved in pilocarpine induced seizures (Hsieh et al., 2011).

The aforementioned studies did not discriminate which kind of oil was used
while evaluating the sesame seed oil anticonvulsant activity — natural or roasted. This
could be a positive contribution made by this present study, due the different results
found here between the effects of the two oils over and during the pilocarpine

induced epilepsy.

CONCLUSION

Natural and roasted sesame seed oil did not present any toxic effect in the
brain, improved the lipid profile and increased satiety without interfering in the
animals final weight gain. Roasted sesame seed oil exhibit protective properties only
during the initial phase of the acute epileptic seizure. The natural sesame seed oill
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presented anticonvulsant and neuroprotective potential and could be used as a
complementary substance in the pharmacological treatment of Refractory Epilepsy.
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RESULTADOS NAO PUBLICADOS

Figura 1. Circunferéncia abdominal dos animais ap6s suplementacao
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*** n< 0,001 para 6leo de gergelim natural versus agua destilada. Para comparacao
entre 0s grupos utilizou-se teste t ndo pareado para dados paramétricos e Mann
Whitney para dados ndo paramétricos, os resultados foram expressos como média +
desvio padréo, sendo n= 8 animais por grupo.

Figura 2. Circunferéncia toracica dos animais ap0s suplementacéo
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Fig. 2 * p< 0,05 para Oleo de gergelim natural versus agua destilada. Para
comparacao entre 0s grupos utilizou-se Mann Whitney, os resultados foram

expressos como média * desvio padrdo, sendo n= 8 animais por grupo.

Figura 3. Avaliacdo do comprimento dos animais ap6s suplementacéo.
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Fig 3. Para comparagdo entre os grupos utilizou-se Mann Whitney, os dados foram
expressos como media + desvio padréo, sendo n= 8 animais por grupo.

Tabela 1. Efeito da suplementacdo sobre os parametros bioquimicos em

animais com Status Epilepticus.

Variavel Agua Oleo Mineral Oleo de Oleo de
Destilada Gergelim Gergelim
Torrado Natural
Glicose 300,3+112,7 3458+118,4 310,3+84,96 355,3+104,5
Colesterol 38,25%5,4 39+£8,1 31,7555 62,75+ 13,3

Triglicerideos 85,25+18,96 56,5+21,55 71,50+20,90 69+12,31
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HDL 164+1,5 15,40+ 3,1 14,75+1,95 39,75+ 8,46
LDL 59+4,9 12,48 + 3,2 4,6 +49 9,2+4,8
VLDL 17,05+3,8 11,30 +£4,3 14,30 £ 4,2 138+25

Para comparacdo dos grupos experimentais com o grupo controle utilizou-se teste t
ndo pareado para dados paramétricos e Mann Whitney para dados néao
paramétricos, os resultados foram expressos como média + desvio padréo, sendo n=

8 animais por grupo.
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FIGURA 4. ANALISES HISTOLOGICAS DO CEREBELO DOS ANIMAIS
INDUZIDOS A EPILEPSIA.

Fotomicrografias do cerebelo dos animais dos grupos experimentais: A) agua
destilada, B) Oleo mineral, C) Diazepam, D) Oleo de Gergelim Natural, E) Oleo de
Gergelim Torrado. Substancia cinzenta: 1. Camada molecular, 2. Camada
granulosa, seta — camada de células de Purkinje, 3. Substancia branca.

Hematoxilina- Floxina B, A.T. x100.
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O cerebelo ndo apresentou alteracao histolégica ao se comparar 0s grupos
experimentais tratados com &gua destilada, 6leo mineral, diazepam, Oleo de
gergelim natural e torrado. A regido cortical cerebelar permaneceu com suas
caracteristica nas camadas molecular, granular e de células de Purkinje, bem como

a substancia branca.

FIGURA 5. ANALISES HISTOLOGICAS DO CEREBELO DOS ANIMAIS APOS
SUPLEMENTACAO.

Fotomicrografias do cerebelo dos animais dos grupos experimentais: A) agua
destilada, B) Oleo mineral, C) Oleo de Gergelim Natural, D) Oleo de Gergelim

Torrado. Hematoxilina-Floxina B, A.T. x100.
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O cerebelo ndo apresentou alteracdo histoldégica ao se comparar 0s grupos
experimentais tratados com agua destilada, 6leo mineral, éleo de gergelim natural e
torrado preservando sua caracteristicas morfolégicas nas camadas da substancia

cinzenta e na substancia branca.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA &
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que © projeto intitulado “ffeito da suplementacio com dleo de gergelim (Sesomum
Indicum tUim) sobre eplleptogénese induzida por pilocarpina em ratos Wistar™, protocolo n® 002/2016
sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Liana Cébia de Morals Pordeus = que envolve a
produgio, manuten¢so efou a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebeata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) = encontra-se de acordo
<com o3 preceitos da Lei n® 11,794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovado pela Comissdo do Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da
Paraiba (CEUA-UFPB),

Vigéncia do Projeto 20155 2017
EspéciefEnhagem Rottus norvegicusf Wistar
Numero de animais 66 animals
Idade/peso 120 dias/ 250-350¢
Sexo Machos
Origem Biotério Professor Thomas George - UFP8

Tl

Prof. Dr. Ricardo Romdo Guerra
CEUAUFPB



