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RESUMO

A epilepsia € um dos disturbios neuroldgicos mais comuns do mundo. Mesmo com uma
ampla oferta de medicamentos disponiveis no mercado, aproximadamente 30% dos afetados
ndo sdao beneficiados pelo tratamento farmacolégico. Em animais, abordagens
ndo-farmacologicas estdo sendo testadas para reforcar o tratamento farmacoldgico e a dieta
cetogénica. Neste trabalho de revisdo, abordou-se o funcionamento do eixo intestino-cérebro e
da sua modulacdo em casos de epilepsia. Através do que se sabe sobre a comunicagdo entre
estas estruturas, o principal objetivo de alguns tratamentos ¢ modular a microbiota intestinal
de maneira a favorecer espécies bacterianas relacionadas a microbiota saudével. Estudos
demonstram que a modulagao da microbiota confere efeitos neuroprotetores quando associada
a dieta cetogénica através do aumento dos géneros bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes e
Bifidobacterium, do aumento do metabolismo do triptofano pela via da quinurenina,
modula¢do de GABA e inibi¢do de citocinas pro-inflamatdrias. Além disso, foram abordadas
e discutidas diferentes alternativas para serem incorporadas ao tratamento da epilepsia como:
uso de antibioticos, suplementacdo com probidticos, transplante de microbiota fecal, entre
outros. Concluimos entdo, que apesar de animadores, ainda sao necessarios novos estudos
para melhor elucidar como a modulagdo da microbiota pode ser utilizada como ferramenta
terapéutica na epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia; modulagdo da microbiota; suplementacdo de probioticos;
antibioticos; transplante de microbiota fecal.



ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological disorders in the world. Even with a wide
range of drugs available on the market, approximately 30% of those affected do not benefit
from pharmacological treatment. In animals, non-pharmacological approaches are being
tested to reinforce pharmacological treatment and the ketogenic diet. In this review, the
functioning of the gut-brain axis and its modulation in cases of epilepsy were addressed.
Based on what is known about the communication between these structures, the main
objective of some treatments is to modulate the intestinal microbiota in order to favor
bacterial species related to the healthy microbiota. Studies show that modulation of the
microbiota confers neuroprotective effects when associated with the ketogenic diet through
the increase of the bacterial genera Firmicutes, Bacteroidetes and Bifidobacterium, the
increase of tryptophan metabolism through the kynurenine pathway, GABA modulation and
inhibition of pro-inflammatory cytokines. In addition, different alternatives to be incorporated
into the treatment of epilepsy were approached and discussed, such as: use of antibiotics,
supplementation with probiotics, fecal microbiota transplantation, among others. We therefore
conclude that, despite being encouraging, further studies are still needed to better elucidate
how microbiota modulation can be used as a therapeutic tool in epilepsy.

Keywords: epilepsy; modulation of the 6intestinal microbiota; probiotic supplementation;
antibiotics; fecal microbiota transplantation.
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1 Introducido Compreensiva

A epilepsia ¢ um distirbio neurologico cronico caracterizado pela alteracdo temporaria
e reversivel do cérebro e que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo (OMS, 2023). A
Organizagao Mundial da Satde (OMS) revela que além de ser uma das doengas neuroldgicas
mais comuns, a epilepsia ocorre em individuos de todas as idades, sendo mais prevalente em
paises em desenvolvimento (OMS, 2023). Sua manifestag¢do clinica ¢ composta pelas crises
epilépticas, nas quais o sistema nervoso central (SNC) ¢ diretamente afetado, pois o numero e
a duragdo dos impulsos elétricos sdo alterados durante a crise, desencadeando a alteracao
transitoria da fungdo neuronal (DEVINSKY; VEZZANI; O'BRIEN, 2018) Dependendo da
regido de inicio dessa alteragdo, o excesso de descargas elétricas nos neuronios ¢ refletido em
alteragdes nas funcdes sensoriais, motoras, ¢ autondmicas, ¢ ainda no estado emocional, na
memoria, no conhecimento e no comportamento (FISHER et al., 2005).

A Liga Internacional contra a Epilepsia (ILAE) elaborou um guia de classificagdo dos
tipos de crise de acordo com regido de inicio, envolvimento motor e perturbagdo da
consciéncia. Crises focais, de inicio em regido definida do cérebro, sdo caracterizadas pela
possibilidade de incluir ou ndo a perturbagdo da consciéncia. Ademais, as crises podem ser
classificadas como motora, onde ha efetivamente os movimentos subitos involuntarios, ou
ndo motora, com efeitos cognitivos, sensoriais e emocionais. Crises generalizadas tém inicio
em mais de uma regido cerebral, e podem também ser classificadas em motora ou nao motora,
neste caso, a crise de auséncia. Quando a regido de inicio da crise ndo ¢ conhecida, ela ¢
classificada como de inicio desconhecido, podendo também ser uma crise motora ou nao

motora com suspensdo de atividade (FISHER et al., 2017).

1.1 Alvos Terapéuticos

Os neurotransmissores do SNC corriqueiramente relatados nesta patologia sdo o
glutamato e o 4cido gama-aminobutirico (GABA). Derivados de aminodcidos, esses
neurotransmissores t€m fungdes opostas, enquanto o glutamato € o principal envolvido na
transmissao excitatoria, o GABA ¢ encarregado da transmissao inibitoria. Mecanismos pré e

pos-sindpticos contribuem para a regulacio homeostitica desses componentes. O
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desequilibrio entre excitacdo e inibicdo explica os sintomas observados durante uma crise
epiléptica e caracteriza o alvo da terapia farmacolédgica (RANG; DALE, 2016)

O tratamento farmacoldgico disponivel é composto pela classe de medicamentos
denominada de antiepiléticos, separados de acordo com o mecanismo de acdo. Apesar do
mecanismo ser diferente, o objetivo em comum ¢ regular os niveis dos neurotransmissores do
sistema nervoso central (SNC). Os bloqueadores do canal de sddio, como a fenitoina e o acido
valproico, atuam no neurdnio excitatério impedindo o influxo do ion e consequentemente
impedindo a despolarizagdo e a liberagdo de glutamato na fenda sinaptica. O acido valpréico
também age como bloqueador do canal de célcio, no mesmo grupo, a etossuximida impede o
influxo de célcio, o que reduz a corrente que gera alteracao do ritmo cerebral durante a crise.
J4 os potencializadores de GABA, como pregabalina, gabapentina e topiramato modulam a
liberagdo de GABA pelo aumento da afinidade do receptor ou por impedir a recaptagdo,
causando o influxo de cloreto no neurdnio pds-sindptico e aumentando a transmissao
inibitéria (BRUNTON, 2012).

Além destas classes, ainda ha farmacos que atuam por outras vias ou por mais de uma.
Como por exemplo, o levetiracetam, que se liga a uma glicoproteina das vesiculas de
glutamato do neurénio pré-sinaptico evitando a sua liberagdo, e o valproato que age como
potencializador de GABA, bloqueador do canal de célcio e bloqueador do receptor N-metil
D-Aspartato  (NMDA), um dos receptores ionotropicos de glutamato no neurdnio

pos-sinaptico (BRUNTON, 2012).

1.2 Epilepsia Refrataria

As epilepsias comuns sdo as que possuem mais incidéncia, sendo elas focais ou
generalizadas. Dentre as epilepsias focais generalizadas ou focais se destacam a epilepsia do
lobo temporal e epilepsia focal criptogénica. O grupo de crises generalizadas sdo compostas
pela epilepsia mioclonica juvenil, pela epilepsia de auséncia na infincia, epilepsia de auséncia
juvenil e pela epilepsia com crise tonico-clonica generalizada ao acordar (BUONO R et al.,
2013). A epilepsia do lobo temporal tem um componente anatdmico, a esclerose hipocampal
que ¢ a principal alteragdo encontrada no cérebro de pacientes farmacorresistentes, onde a

grande perda celular na regido facilita o efluxo dos fdrmacos antiepilépticos dificultando o
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tratamento (ARONICA et al., 2012; FELDMANN et al., 2013). Outro tipo de epilepsia que se
destaca ¢ a Sindrome de West, que também ¢ conhecida como espasmos infantis, uma
encefalopatia epiléptica de inicio precoce resistente a medicamentos e associada a problemas
no desenvolvimento cognitivo (PAVONE et al., 2020). A etiologia da patologia também pode
ser genética, por exemplo, mutagdes nas subunidades SNC1A e SNCIB formadoras do poro
do canal de sodio, o maior responsavel pela despolarizagdo da membrana, interferem neste
processo resultando em epilepsia generalizada (HUBNER, 2002).

O tratamento farmacologico ¢ bem estabelecido, e ainda assim existe um percentual
significativo de pacientes farmacorresistentes (BERG, 2014; COCKERELL et al., 1995;
GEERTS et al., 2010; KWAN; BRODIE, 2000; SILLANPAA; SCHMIDT, 2008). Apesar da
medicagdo, cerca de 30% dos pacientes com epilepsia, ainda enfrentam consequéncias
adversas significativas ao longo da vida, como morte subita inesperada por crises epilépticas,
aumento do risco de lesoes devido a perda de controle dos movimentos e deficiéncias de
aprendizagem e desenvolvimento na idade escolar (CZUCZWAR SJ, 2022), evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos ou de novas abordagens terapéuticas.

Apds a confirmacdo do diagnostico de epilepsia farmacorresistente, tratamentos
nao-farmacoldgicos e mudangas no estilo de vida podem ser utilizados com o objetivo de
diminuir ou controlar as crises (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). De neuromodulagio e
tratamentos cirurgicos a modificagdes na dieta, o paciente pode sentir uma grande diferenca
na qualidade de vida quando a adesdo e a manuteng@o do tratamento sdo realizadas de forma
eficaz. A importancia do diagndstico correto e do tratamento personalizado refletem nos
numeros, aproximadamente 70% das pessoas com epilepsia podem viver uma vida livre de
crises, desde que sejam devidamente diagnosticadas e tratadas (OMS, 2023a).

Uma abordagem nao-farmacolégica comum em pacientes com epilepsia
farmacorresistente ¢ a dieta cetogénica. Esta dieta, rica em gorduras, pobre em carboidratos e
com proteinas adequadas, demonstra efeitos benéficos em pacientes epilépticos desde o inicio
da década de 1920 (ULAMEK-KOZIOL et al., 2019; WHELESS, 2008; YUEN; SANDER,
2014). O mecanismo pelo qual a dieta cetogénica age ainda ndo ¢ bem compreendido, mas
provavelmente a diminui¢do de glicose sérica induz a troca do substrato energético cerebral
para corpos cetdnicos e induz a modulacio de GABA (ROGAWSKI; LOSCHER; RHO,

2016). A adicao da dieta cetogénica como tratamento no contexto epiléptico promove
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aumento do limiar convulsivo podendo diminuir drasticamente o nimero de crises (NEAL et

al., 2008).

1.3 Eixo microbiota-intestino-cérebro (MGB)

Para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na epilepsia ¢ preciso contemplar os
sistemas e estruturas que fazem parte desta patologia. Além do sistema nervoso central
(SNC), que ¢ diretamente afetado, o sistema imunoldgico € o intestino possuem grande
relevancia.

A ativacdo do sistema imune causa aumento na sintese de citocinas pro inflamatorias
(HOLTMAN et al., 2013) que podem contribuir para o desenvolvimento e a progressao da
epilepsia através da degeneracdo neuronal (SINHA et al., 2008) e da diminui¢cdo do limiar
convulsivo (RAO et al.,, 2008; WALKER; SILLS, 2012). Em tecidos saudaveis ¢ em
condi¢des fisioldgicas, as citocinas estdo presentes numa quantidade muito pequena, ja em
casos de doenga neuroldgica o aumento nos niveis de citocinas € relatado como um marcador
biologico (RAO et al., 2008; VIRTA; HURME; HELMINEN, 2002; WALKER; SILLS,
2012).

Neste contexto, a importancia do intestino ¢ dimensionada quando o termo “segundo
cérebro” foi adotado. A grande quantidade de neurdnios presentes nessa estrutura pertence a
duas vias de comunicagao, através do sistema nervoso autonomo (SNA) e do sistema nervoso
entérico (SNE) (WANG; WANG, 2016), compondo uma comunica¢do bidirecional entre
intestino e cérebro.

De maneira geral, a microbiota tem um papel fundamental no desenvolvimento, os
microrganismos presentes no intestino contribuem para a homeostase, neurogénese, cognigao,
humor e comportamento. Adicionalmente, a composi¢ao taxondmica da microbiota pode
influenciar a patogénese e a progressdo de diferentes doengas ou transtornos neuroldgicos
além da epilepsia, como doenca de Parkinson e Alzheimer (BARICHELLA et al., 2019;
HARACH et al., 2017). Outros estudos demonstram que alteracdes na microbiota intestinal
podem ser observadas em pacientes com transtorno do espectro autista e depressao
(CHEUNG et al., 2019; XU et al., 2019) A alteragao da microbiota intestinal ¢ chamada de

disbiose, e ¢ nessas situagdes em que a funcdo cerebral pode ser afetada devido a
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desregulacdo das vias de comunicacdo entre as duas estruturas (RUTSCH; KANTSJO;
RONCHI, 2020).

A hipotese de funcionamento desta via da neuroinflamagdo mediada por
microrganismos intestinais se apoia na alteracdo da permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE). Mais permeavel, a BHE permitiria a passagem de neuropeptidios
produzidos pela microbiota intestinal, principalmente os 4acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e GABA (LOGSDON et al., 2018; PARKER; FONSECA; CARDING, 2020). A
bidirecionalidade da comunicagdo entre cérebro e microbiota intestinal se d4 quando,
disfung¢des neuroldgicas podem induzir inflamacao sistémica refletindo na microbiota intestinal,

mas alteracdes na microbiota também desencadeiam ativacdo imunologica e/ou inflamagdo que ¢
refletida no SNC (PETRA et al., 2015; RUTSCH; KANTSJO; RONCHI, 2020). Isso comprova que

além da troca de informacao ter sentido duplo, ainda ¢ autossustentavel (Fig. 1).

Figura 1. A hipétese do funcionamento da bidirecionalidade da comunicac¢io entre cérebro e intestino.
Células do sistema imune ativadas levam a inflamacio, a ativacido pode decorrer de disfunciio neurologica

ou variaciao da microbiota.

Disbiose Crises epilépticas

»
L

*°

Ativacao do sistema imune
inflamagao

Fonte: claborada pela autora.

Além disso, o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e o sistema endocanabinodide
(SEC) sao outros elementos importantes para o eixo intestino-cérebro pois estdo envolvidos,
respectivamente, na resposta ao estresse € na neuromodulagao (FUSCO et al., 2022). A
presenca de muitas vias relacionadas a este eixo amplia o campo de pesquisa e permite que
diversos alvos sejam explorados, visando a administragdo de um tratamento personalizado e
mais eficiente. Especificamente na epilepsia, o interesse pela pesquisa da composi¢dao

taxondmica e¢ da modulagdo da microbiota tem aumentado, e como ainda hd uma parcela
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substancial de pacientes que sdo farmacorresistentes (OMS, 2023a), a modulacdo da
microbiota intestinal tem potencial para ser incluida como tratamento para epilepsia.
Nesta revisdo serdo discutidos os efeitos da epilepsia na populagdo microbiana

intestinal e como a modulac¢do da microbiota influencia em casos de epilepsia.

1.4 Justificativa

A epilepsia ¢ uma doenga que afeta diretamente a qualidade de vida dos pacientes. A
forma farmacorresistente desta patologia ainda afeta uma parcela significativa dessa
populacdo, evidenciando que o aprimoramento do tratamento ¢ fundamental para garantir a
assisténcia necessaria a esses pacientes. Quando a terapia farmacologica usual ndo controla as
crises epilépticas € preciso recorrer a outros meios que consigam ser incluidos no tratamento
para aumentar a sua eficiéncia.

A modulacdo da microbiota ¢ uma possivel candidata ao tratamento concomitante ao
tratamento farmacologico, visto que a relacdo entre intestino e cérebro ¢ bem estabelecida.
Para incorporar esta nova abordagem, deve-se compreender os efeitos que a modulacao da
microbiota tera nesses pacientes. Neste cenario, a pesquisa tem suma importancia, tanto para
realizar estudos clinicos quanto para revisar a bibliografia em busca dos resultados que ja

foram obtidos.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo Geral

Fazer uma revisdo bibliografica reunindo resultados da literatura que demonstrem

experimentalmente a comunicagdo entre microbiota intestinal e cérebro em casos de epilepsia.

1.5.2 Objetivos Especificos

a) Relatar as modificacdes na microbiota intestinal desencadeadas pela epilepsia;

b) Investigar em quais pardmetros a modulacdo da microbiota interfere na epilepsia em
animais;

c) Analisar os efeitos da modulacdo da microbiota em animais, quando aplicada

juntamente com a dieta cetogénica;
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d) Verificar a modulagdo da microbiota apresenta efeito independente;

e) Identificar se ja existem resultados obtidos em pacientes humanos.

2 Artigo Cientifico

O efeito da modulacio da microbiota intestinal em casos de epilepsia

Mila Severo Noronha', Adriana Simon Coitinho:

1Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

: Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological disorders in the world. Even with a wide
range of drugs available on the market, approximately 30% of those affected do not benefit
from pharmacological treatment. In this review, different pharmacological and
non-pharmacological approaches for the treatment of epilepsy were addressed and discussed,
such as the use of antibiotics, probiotic supplementation, fecal microbiota transplantation,
among others. Approaches that aim to modulate the intestinal microbiota in order to increase
the effectiveness of pharmacological treatment. For this, a literature review was carried out
with articles from the last ten years on the subject. Among the results, we have that the
modulation of the microbiota confers neuroprotective effects when associated with the
ketogenic diet through the increase of Firmicutes, Bacteroidetes and Bifidobacterium, the
increase of tryptophan metabolism through the kynurenine pathway, GABA modulation and

inhibition of pro-inflammatory cytokines. We therefore conclude that, despite being
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encouraging, further studies are still needed to better elucidate how microbiota modulation

can be used as a therapeutic tool in epilepsy.

Keywords: epilepsy; modulation of the intestinal microbiota; probiotic supplementation;

antibiotics; fecal microbiota transplantation

RESUMO

A epilepsia € um dos distirbios neurologicos mais comuns do mundo. Mesmo com uma
ampla oferta de medicamentos disponiveis no mercado, aproximadamente 30% dos afetados
ndo sdo beneficiados pelo tratamento farmacoldgico. Nesta revisdo, foram abordadas e
discutidas diferentes abordagens farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas para o tratamento da
epilepsia como, uso de antibidticos, suplementagdo com probidticos, transplante de
microbiota fecal entre outros. Abordagens que tem por objetivo modular a microbiota
intestinal de maneira a aumentar a eficacia do tratamento farmacologico. Para isso,
realizou-se uma revisdo na literatura com artigos dos ultimos dez anos sobre o tema. Entre os
resultados temos que a modulagdo da microbiota confere efeitos neuroprotetores quando
associada a dieta cetogénica através do aumento de Firmicutes, Bacteroidetes ¢
Bifidobacterium, do aumento o metabolismo do triptofano pela via da quinurenina,
modula¢do de GABA e inibi¢do de citocinas pro-inflamatorias. Concluimos entdo, que apesar
de animadores, ainda sdo necessarios novos estudos para melhor elucidar como a modulacao

da microbiota pode ser utilizada como ferramenta terapéutica na epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia; modulacdo da microbiota intestinal, suplementa¢do de

probiodticos; antibidticos; transplante de microbiota fecal.
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J4

A epilepsia ¢ um distirbio neurologico caracterizado pela alteracdo reversivel e
temporaria do cérebro e que atinge cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo todo. Sua
manifestacdo clinica ¢ composta pelas crises epilépticas, onde os impulsos elétricos dos
neurdnios ficam desordenados podendo afetar diversos parametros como a fun¢do sensorial,
motora ¢ autondmica, o estado emocional, a memoria, o conhecimento ¢ o comportamento
(OMS, 2023). A epilepsia nao tem cura, o tratamento farmacologico disponivel inibe as crises
epilépticas, mas ndo ¢ profilatico e, mesmo que bem estabelecido, ainda existe uma parcela
significativa de pacientes que ndo sdao beneficiados pela terapia farmacologica (OMS, 2023).
Desta forma, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos ou novas
estratégias de tratamento.

Na epilepsia, diferentes componentes estdo envolvidos. Além do sistema nervoso
central (SNC), que ¢ diretamente afetado, o sistema imunoldgico e o intestino possuem
grande relevancia. A perturbacdo dos neurdnios durante uma crise epiléptica desencadeia uma
resposta imunologica, ativando células e citocinas pr6 inflamatorias, ou seja, além do SNC o
sistema imune tem grande relevancia nesta patologia. Quando ativas, estas células podem
induzir um aumento na permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), permitindo a
interagdo dos metabolitos produzidos pela microbiota intestinal e o SNC.

De maneira geral, a microbiota tem um papel fundamental no desenvolvimento, os
microrganismos presentes no intestino contribuem para a homeostase, a fungdo cerebral e o
comportamento, podendo influenciar na epileptogénese e na progressdo de outras doengas
neuroldgicas, além da epilepsia. A condi¢do na qual a microbiota esta alterada ¢ chamada de
disbiose, podendo ser relacionada a mudangas na fungio cerebral (RUTSCH; KANTSJO;
RONCHI, 2020). Existem trabalhos publicados relacionando a disbiose a problemas
neurolégicos como Doenca de Alzheimer, Doenga de Parkinson, transtorno do espectro
autista e depressdo (BARICHELLA et al., 2019; CHEUNG et al., 2019; HARACH et al.,
2017, XU et al, 2019). Agora, com a participacdo do intestino, do eixo
microbiota-intestino-cérebro ¢ da sua bidirecionalidade, explorar essa estrutura pode ser a
chave para o desenvolvimento de um tratamento mais eficaz para a epilepsia em pacientes
farmacorresistentes.

Nesta revisao estdo relatadas as modificagdes na microbiota intestinal desencadeadas

pela epilepsia e os resultados ja existentes da modulagdo da microbiota em casos de epilepsia
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em fase pré-clinica e clinica que foram alcangados ou pela dieta, ou pela recolonizacao da

populagdo microbiana intestinal ou pela sua extingao.

METODOS

Pesquisa bibliografica

A pesquisa bibliografica foi realizada a partir da busca conjunta pelos termos “gut
microbiota” e “epilepsy” em cinco bases de dados: Pubmed, ScienceDirect, EMBASE,
Scopus e Web of Science. A relacdo entre microbiota e epilepsia ¢ relativamente nova, se
comparada ao que j& se sabe sobre o eixo intestino-cérebro. Para garantir a atualidade dos
resultados, artigos do periodo entre 2012 até¢ 2022 foram considerados. Editoriais,
meta-analises, revisoes bibliograficas, revisdes sistematicas, livros e capitulos de livros foram
excluidos.

A pesquisa inicial resultou em 1460 artigos. Em todas as bases de dados consultadas,
os mesmos filtros foram aplicados: data de publicacdo e tipo de estudo, artigos originais,
ensaios clinicos randomizados e relatos de caso foram considerados. Apos aplicacdo dos
filtros os resultados diminuiram para 220 artigos. A remocao das duplicatas revelou 190
artigos, destes, pela leitura do titulo, 50 foram encaminhados para a leitura do resumo. Ao
verificar que haviam estudos que focavam na modificagdo da microbiota como sendo um
efeito da epilepsia, estes trabalhos foram excluidos, pois este ndo € objetivo desta revisdo.
Com 17 resultados encaminhados para a leitura integral, 4 foram excluidos por fugir do tema,
sendo estudos comparativos. O resultado final foi de 13 trabalhos incluidos na revisdo, e em
todos foram verificadas as mudangas observadas ap6s a modulagdo da microbiota (Figura 1).
Destes, 9 artigos sdo de estudos realizados com animais e 4 artigos relatam resultados
observados em pacientes humanos. As abordagens utilizadas para modular a populacao
microbiana intestinal de humanos e animais foram a dieta cetogénica, dieta rica em triptofano,
antibioticos, probidticos e anti-inflamatdrios. Apesar de os objetivos dos artigos serem o0s
mesmos, que sdo relatar os efeitos da modulacdo da microbiota sendo aplicada isoladamente
ou com o propdsito de aumentar a eficacia de um tratamento ja adotado, a maneira com que

esses estudos foram conduzidos sdo distintas.
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Figura 1. Fluxograma da pesquisa bibliografica
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RESULTADOS

Diversidade: riqueza e composicio taxondomica da microbiota

Dentre os estudos, para avaliar a riqueza e a composi¢do taxondmica da microbiota
foram utilizados os pardmetros de diversidade alfa e beta, e indices que fazem referéncia a
estas medidas. A diversidade alfa reflete a abundancia de espécies dentro de determinada
comunidade, ou seja, a riqueza, ja a diversidade beta retrata as diferencas na composi¢ao da
comunidade microbiana.

Para investigar as mudancas na composi¢do taxondmica e na riqueza de espécies
microbianas foram realizadas as analises de conteudo fecal. A diversidade alfa, ou seja, a
abundancia de espécies microbianas mostrou-se elevada apos dieta cetogénica, quando
aplicada sozinha (MU et al., 2022a) e apds dieta rica em triptofano (YUE et al., 2021). A
diversidade beta sofreu diferenca significativa apds tratamento com prednisolona (DE LIMA

et al.,, 2022), algo semelhante ao observado no tratamento com Diazepam, farmaco
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comumente utilizado para epilepsia. Estes pardmetros também sao alterados quando ha
suplementagdo de misturas contendo bactérias vivas (BAGHERI et al., 2019; EOR et al.,
2021a, 2021b; KIZILASLAN; SUMBUL; AYGUN, 2022) ou transplante de microbiota fecal
(CITRARO et al., 2021; MU et al., 2022b; OLSON et al., 2018)

As mudangas mais aparentes na composi¢do taxondmica da microbiota foram o
aumento, a nivel de filo, de Firmicutes apos dieta cetogénica (MU et al., 2022) e dieta rica em
triptofano (YUE et al., 2021), aumento de Verrucomicrobia, aqui representado por
Akkermansia muciniphila, ap6s dieta cetogénica (OLSON et al., 2018) e administracdo de
prednisolona (DE LIMA et al., 2022), aumento em Actinobacteria apds dieta rica em
triptofano (YUE et al., 2021) e diazepam (DE LIMA et al., 2022), e a diminuicao de
Bacteroidetes ap0s suplementagdo com probidticos (EOR et al., 2021a, 2021b). Além de
Verrucomicrobia e Actinobacteria, grupos tratados com prednisolona ou diazepam
evidenciaram aumento no filo Candidatus saccharibacteria, o antigo grupo TM7 (DE LIMA

et al., 2022).

Limiar convulsivo e numero de crises

A dieta cetogénica isolada foi capaz de aumentar o tempo de laténcia das crises em
camundongos ICR apds 4 semanas e a probabilidade de ocorréncia destas (EOR et al.,
2021b), e aumentar o limiar convulsivo no modelo de epilepsia refrataria (OLSON et al.,
2018). Em combinagdo com a dieta cetogénica, o coquetel de antibidticos de amplo espectro
contendo 20 mg/kg de vancomicina, 50 mg/kg de neomicina, 50 mg/kg de ampicilina e 10
mg/kg de metronidazol (AVNM) foi capaz de diminuir a frequéncia de espasmos no modelo
de espasmos infantis (EI) (MU et al., 2022). Nas combinacdes de dieta cetogénica (KD) +
probidticos ou simbidticos os resultados também sdo animadores. Isoladamente, o probidtico
Lactobacillus fermentum MSK 408 foi capaz de diminuir a mortalidade, duragao, frequéncia e
susceptibilidade a crise epiléptica. Quando administrado juntamente com KD o efeito na
mortalidade se manteve e melhorou nos pardmetros de duragdo e frequéncia da crise, devido
ao aumento no metabolismo de GABA (EOR et al., 2021a). Na continua¢do do estudo
anterior, verificou-se que a diminui¢do das crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)

poderia ser uma consequéncia da diminuicdo do dano celular no hipocampo dos animais
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tratados com KD (EOR et al., 2021a). Esta regido, responsavel pela memoria espacial e de
curto prazo, ¢ frequentemente utilizada para identificar dano neuronal.

Quanto a administragdo de suplementos probidticos o Pedilact, composto de
Lactobacillus rhamnosus , Lactobacillus reuteri e Bifidobacterium infantis, diminuiu muito a
gravidade das crises induzidas por PTZ (BAGHERI et al., 2019), mas ndo foi tdo eficaz
quanto o valproato. Entretanto, a gravidade das crises nestes grupos ndo ultrapassou o grau 3
na escala de Racine, utilizada para classificar a severidade das crises em modelos animais.
Além disso, no mesmo estudo, foi avaliado o desempenho cognitivo dos animais através das
habilidades de memoria e aprendizado espacial. Os grupos que receberam probiotico levaram
menos tempo para localizar uma plataforma escondida, mas tiveram desempenho inferior no
teste do labirinto aquatico de Morris, quando comparados ao grupo controle ou valproato
(VPA) (BAGHERI et al., 2019). J4 o VSL#3, uma mistura probidtica composta de quatro
cepas de Lactobacillus, trés cepas de Bifidobacterium e uma cepa de Streptococcus
(DOUILLARD et al., 2018), aumentou a laténcia e diminuiu a frequéncia de picos na
eletrocorticografia (ECoG) em crises induzidas por penicilina (KIZILASLAN; SUMBUL;
AYGUN, 2022).

Na morte subita induzida por epilepsia, o fator determinante ¢ a parada respiratoria,
pois os musculos respiratdrios também sao afetados durante a crise. Para este modelo, a dieta
rica em triptofano (HTD) conseguiu diminuir significativamente a incidéncia de parada
respiratoria em ratos DBA/1 em relacdo ao grupo dieta normal (YUE et al., 2021),
evidenciando a participa¢do do metabolismo do triptofano em processos antiepilépticos.

O transplante de microbiota fecal se mostrou eficaz em possibilitar a colonizacdo de
espécies relacionadas a KD (CITRARO et al., 2021; OLSON et al., 2018). Camundongos
livres de patogenos (SPF) transplantados com uma microbiota dieta controle (CD) e
alimentados com KD demonstraram limiar convulsivo aumentado em comparacdo com
camundongos transplantados e alimentados com dieta normal, pondo em foco a protecao
conferida pela dieta (OLSON et al., 2018). No eletroencefalograma (EEG) de ratos WAG/Rij,
modelo genético de epilepsia de auséncia, que foi realizado previamente a qualquer tipo de
tratamento foram mensurados o numero e a duracdo dos picos de descarga (SWDs), ndo
houve nenhuma diferenc¢a significativa nestes pardmetros apos tratamento com o coquetel de
antibidticos AVNM em comparagdo com o grupo controle. Apenas posteriormente ao FMT

foram observadas alteragdes significativas, onde ratos WAG que receberam transplante de
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Wistar e ratos WAG que receberam microbiota de WAG tratados com etossuximida

demonstraram diminuicao das crises de auséncia (CITRARO et al., 2021).

Analise bioquimica

Para avaliar a resposta a dieta cetogénica, alguns dos estudos analisaram a
concentragdo sérica de glicose e de B-hidroxibutirato (EOR et al., 2021b, 2021a; OLSON et
al., 2018) comprovando que a medida que a glicose sérica diminui, a cetose aumenta. A
presenca de GABA no tecido cerebral ajuda a controlar as crises por se tratar de um
neurotransmissor inibitdrio. Desta forma, os niveis de GABA hipocampal e periféricos foram
medidos, o grupo KD colonizados com Akkermansia muciniphila e Parabacteroides merdae e
P diastantesonis (KD + AkkPb) revelou uma razdo GABA/glutamato hipocampal muito
maior do que nos grupos CD ou KD + AVNM (OLSON et al., 2018), indicando que o
transplante de microbiota fecal ndo suprimiu o efeito da dieta cetogénica. O tratamento
probidtico com a mistura de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri e
Bifidobacterium infantis também aumentou GABA, mas apenas quando administrada durante
o kindling (BAGHERI et al., 2019).

Uma andlise de citocinas pro-inflamatorias foi empregada em um dos estudos, onde a
administracdo de penicilina aumentou a concentracdo de interleucina 6 (IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e 6xido nitrico (NO) no tecido cerebral (KIZILASLAN;
SUMBUL; AYGUN, 2022). A administracdo de VSL#3, além de reduzir a frequéncia de
picos no ECoG, limitou o aumento dessas citocinas, trazendo os niveis destas para algo muito

semelhante ao controle.

Efeito protetor da modulacio da microbiota

Para enriquecer os resultados ja obtidos no estudo de Ju Young Eor (2021a), onde foi
observado a diminuicao da glicose sérica, cetose, diminui¢do de Bacteroidetes, diminuigao da
duragdo e aumento do tempo laténcia , foram analisadas as proteinas de jungao estreita ZO-1,

claudina e ocludina, os receptores de GABA e o transportador de glutamato GLT-1 (EOR et
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al., 2021a). O probiodtico L. fermentum MSK 408 aumentou a expressao das trés proteinas de
juncao e aumentou seletivamente a expressao da subunidade do receptor de GABA, portanto,
tanto KD quanto MSK 408 exibem efeito protetor através da modulacdo da fungdo da BHE. O
triptofano (TRP) ¢ um aminodcido essencial, ele e seus metabdlitos participam de varios
processos no sistema nervoso central, como a producdo de melatonina e principalmente a
sintese de 5-HT que ¢ feita majoritariamente no intestino (GAO et al., 2020). Os niveis de
triptofano em pacientes com espasmos infantis ¢ menor do que em pacientes neurotipicos,
criando a hipotese de que um distirbio no metabolismo do triptofano estaria envolvido na
patogénese de EI. No metabolismo do triptofano, ele pode ser convertido a 5-HT, ou
majoritariamente, a quinurenina (KYN) pela enzima indolamina 2,3-dioxigenase 1 (IDOT).
Os produtos da via da KYN sd@o o acido quinolinico (QA) que ativa a neurotransmissao € o
acido quinurénico (KA) que a inibe (MUNEER, 2020). Os animais ndo saudaveis e
alimentados com dieta normal tinham um niimero maior de crises e a quantidade desta enzima
mais elevada, portanto, associou-se a quantidade de crises. Para confirmar esta hipotese,
foram administrados nos animais o 1-metiltriptofano (1-MT) antibiotico inibidor especifico da
IDO1 e a minociclina, um inibidor alternativo da formagao de quinurenina através do TRP.
Quando os animais estavam sob dieta normal acrescida de 1-MT nao houve diferenca
significativa na frequéncia de crises em relagdo a dieta normal, mas quando administrado
juntamente com a dieta cetogénica, o nimero de crises foi ainda menor do que quando foi
aplicada apenas a dieta isolada, demonstrando sinergismo. De modo geral, tanto o 1-MT
quanto a minociclina mudaram o metabolismo do TRP para a produ¢do de KA no hipocampo

(MU et al., 2022), que pode estar envolvido nos efeitos anticonvulsivantes.

Resultado em humanos

Ainda ndo h4a um grande nimero de ensaios clinicos que utilizem outras abordagens
que ndo sejam a dieta cetogénica, mas, alguns artigos relatam o efeito benéfico obtido de
maneira nao-intencional em um caso de doenga de Crohn (HE et al., 2017a), o cessamento de
crises epilépticas durante uso de antibidticos (BRAAKMAN; VAN INGEN, 2018), uma
analise retrospectiva dos efeitos dos probioticos/prebidticos utilizados em criangas com
epilepsia (SU; LI; SUN, 2022) e o efeito anticonvulsivante conferido por altos niveis de

Bifidobacterium em criangas (DAHLIN et al., 2022).
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O primeiro ¢ o relato de caso de uma menina de 22 anos que possui doenca de Crohn e
que comecou a ter crises epilépticas generalizadas com perda de consciéncia e diarreia cronica
com 6 anos de idade (ZHI HE et al., 2017). Entre os 6 e os 13 anos, a menina sofria com cerca
de 120 crises por ano, quando comegou a utilizar valproato que acarretou uma diminuicao
expressiva do numero de crises. Apos receber FMT para tratar as estenoses provenientes da
doenca de Crohn, suas crises, que ainda ocorriam apesar do uso de valproato, cessaram. Seis
pacientes, entre 10 e 16 anos, com diagnodstico de epilepsia de diferentes etiologias quando
medicados com antibidticos tiveram o numero de crises substancialmente reduzidos, ou
cessados. Todos os pacientes faziam uso de antiepilépticos e da dieta cetogénica, destes, cinco
tiveram as crises cessadas durante o tratamento, € um menino de 10 anos com um tipo de
epilepsia genética de auséncia teve suas crises diminuidas em 90% (BRAAKMAN; VAN
INGEN, 2018). Ja para avaliar o efeito curativo de prebidticos/probidticos em criangas
diagnosticadas com epilepsia refrataria com menos de 9 anos de idade foi realizado o
acompanhamento por exames de rotina incluindo EEG, sangue, urina ¢ ECG. O aumento
gradual da relagdo cetogénica e o tratamento farmacologico ndo foram interrompidos (SU; LI;
SUN, 2022). A eficécia clinica da combina¢do de KD e probidtico Bacillus subtilis foi maior
do que apenas em KD, houve melhoras no EEG caracterizadas por diminui¢ao das descargas
epileptogénicas e apdés um ano de tratamento foi medido o quociente de inteligéncia verbal
(VIQ) e o quociente de inteligéncia de desempenho (PIQ) que demonstraram o
desenvolvimento cognitivo aumentado em relacdo ao inicio do tratamento. Os niveis de 5-HT
também aumentaram no grupo combinado em relagdo ao grupo KD (SU; LI; SUN, 2022). O
efeito anticonvulsivante de altos niveis de Bifidobacterium foram vistos quando criancas
foram tratadas com dieta cetogénica sem interrupcao do tratamento com anticonvulsivantes.
KD diminuiu a inflamacgao sistémica ao diminuir TNF, interleucina 12B (IL-12B) e proteina
quimiocina . Apesar da abundancia de Bifidobacterium ter aumentado nestas criangas, nao se
sabe se a alteracdo das citocinas foi causada diretamente pelas bactérias ou se foi via
sinalizagdo pelo nervo vago, visto que o efeito ansiolitico de Bifidobacterium envolve vias

vagais (BERCIK et al., 2011).

DISCUSSAO
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A disbiose em casos de epilepsia ¢ exemplificada quando animais lesionados possuem
niveis mais baixos de Firmicutes em relagdo a animais saudaveis. O aumento da abundancia
relativa desse filo em resposta a dieta cetogénica (MU et al., 2022) e dieta rica em triptofano
(YUE et al., 2021) expde que, na verdade, esta seria uma recuperagdo da microbiota saudavel.
E importante ressaltar que o aumento de determinado filo nio pode ser visto isoladamente
como algo benéfico. Por exemplo, Ruminococcus (do filo Firmicutes) tem sido associado ao
aumento dos niveis de glutamato (SUN, et al., 2016) e diminui¢do do nivel de serotonina
(BEDAREF, JR, et al., 2017), facilitadores da epileptogénese (BARKER-HALISKI, et al.,
2015).

Apesar da diminui¢do da diversidade alfa em Swiss Webster apos KD (OLSON et al.,
2018), a abundancia relativa de A. muciniphila e Parabacteroides aumentou neste mesmo
tratamento, € no tratamento com prednisolona (DE LIMA et al., 2022). A exposi¢ao a
antibioticos, induz a deplecdo da microbiota intestinal, de maneira geral, e a associa¢ao destas
duas espécies conferiu prote¢ao contra crises através do aumento da razao GABA/glutamato
no hipocampo (DE LIMA et al., 2022), sugerindo que altas doses de antibioticos podem
suprimir o efeito da dieta cetogénica aumentando a susceptibilidade e a incidéncia de crises. O
aumento de Actinobacteria apé6s HTD (YUE et al., 2021) e diazepam (DE LIMA et al., 2022)
também pode estar relacionado ao efeito protetor, visto que, algumas espécies de
Bifidobacterium estdo relacionadas ao aumento de GABA (YUNES et al., 2016), e algumas
espécies que foram utilizadas em misturas probidticas (BAGHERI et al., 2019; KIZILASLAN
et al., 2022) diminuiram a gravidade das crises. A diminuicdo de Bacteroidetes observada
apo6s suplementacao com probioticos (EOR et al., 2021a; EOR et al., 2021b) nao condiz com
o esperado, pois bactérias deste filo ja haviam demonstrado reduzir crises epilépticas (XIE et
al., 2017). Entretanto, KD + L. fermentum MSK 408 aumentaram significativamente o género
Akkermansia (EOR et al.,, 2021b), podendo levantar a hipotese de ser um sistema de
compensagdo. O aumento de Candidatus saccharibacteria juntamente com Actinobacteria
apo6s prednisolona (DE LIMA et al., 2022) tem caracteristica benéfica, visto que a associacao
com TM7 possibilita a formagdo de biofilme enquanto TM7 poderia modular a resposta
imune através da supressao de TNF-a em macrofagos (HE X et al., 2015).

Para relacionar as alteragdes microbioldgicas com os efeitos visiveis no controle da
epilepsia € necessario a avaliagdo bioquimica para verificar qual a influéncia destas

abordagens terapéuticas no tecido sanguineo e no tecido cerebral. A analise dos niveis de
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glicose, BHB e GABA (OLSON et al., 2018; EOR et al., 2021a; BAGHERI et al., 2019; EOR
et al.,, 2021b), IL-6, TNF-a ¢ NO (KIZILASLAN et al., 2022), proteinas de juncdo e
transportadores de GABA (KIZILASLAN et al., 2022) e dano neuronal (EOR et al., 2021b)
explicam exatamente o que mudou no metabolismo apo6s cada uma das interven¢des. Em
2007, foi dito que a dieta cetogé€nica era eficaz em induzir cetose, o que poderia ser
necessario, mas nao suficiente para o controle de crises (BOUGH, KJ & RHOV IM, 2007).
Pode-se constatar isto ao observar os resultados apos a dieta cetogénica em ratos livres de
germes, onde, apesar do estimulo de 6 Hz ndo ser capaz de induzir crises epilépticas em 50%
dos animais, o nivel de BHB sérico estava semelhante aos ratos SPF em dieta normal
(OLSON et al., 2018).

Em humanos, o uso de antibidtico pode parecer promissor, pois segundo os médicos
dos pacientes ndo houve nenhuma outra intervencdo que poderia explicar os resultados vistos
nas criangas ¢ nos adolescentes (BRAAKMAN et al., 2018). Uma das hipoteses ¢ de que o
uso de macrolideos (conhecidos inibidores do citocromo P450) poderiam permitir que a
concentracdo dos anticonvulsivantes se mantivesse alta o suficiente para ser mais eficiente.
Entretanto, os beta-lactamicos como as penicilinas ja sdo conhecidos como indutores de crises
epilépticas (IMANI S, et al., 2017) inclusive um dos artigos citados anteriormente utilizou o
modelo de crise induzida por penicilina (KIZILASLAN et al., 2022).

Os resultados obtidos por Dahlin sugerem que uma maior abundincia de
Bifidobacterium confere resisténcia as crises em criangas (DAHLIN et al., 2022) algo
semelhante foi observado apos tratamento com as misturas probioticas Pedilact (BAGHERI et
al., 2019) que contém Bifidobacterium infantis entre seus ingredientes e VSL#3
(KIZILASLAN et al., 2022) que além de B. infantis também ¢é composto de B. breve ¢ B.
longum. Aparentemente, a suplementagdo com probidticos ganha destaque por ja ter sido mais
bem estudada em humanos. Além do numero de crises ser reduzido foi feito acompanhamento
das criangas por um longo tempo e observou-se melhora no desenvolvimento cognitivo (SU et
al., 2022).

Como a abordagem mais invasiva, o transplante de microbiota fecal demonstrou um
efeito interessante. Aplicado para tratar doenca de Crohn utilizando amostra fecal de uma
crianca (HE Z et al., 2017), este fato reforca que o momento mais propicio para uma
intervengdo seria na infancia, visto que a microbiota jovem transplantada em uma pessoa

adulta induziu melhora na manifestacao clinica da epilepsia.
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CONCLUSAO

O principal achado desta revisdo é que as intervencdes exogenas funcionam para
recolonizar a microbiota intestinal e que esta recolonizagao nao aparece de forma isolada em
casos de epilepsia. Juntamente com a diversidade, riqueza, ou composi¢do taxondmica da
microbiota intestinal, pardmetros bioquimicos e imunologicos também sdo alterados para o
controle das crises epilépticas.

A dieta cetogénica ¢ capaz de aumentar microrganismos relacionados a uma
microbiota saudédvel, induzir cetose e aumentar a razdo GABA/glutamato no hipocampo.
Alguns tipos de antibidticos demonstram diminuir crises em animais € em humanos, mas
exatamente por serem antibidticos deve-se ter cautela para niao se desenvolver um segundo
problema, a resisténcia bacteriana. A suplementacdo com probidticos ¢ promissora, hd mais
estudos em humanos considerando esta abordagem terapéutica e foi demonstrada melhora do
desenvolvimento verbal e de desempenho em criangas com epilepsia. O transplante de
microbiota fecal também ¢é promissor, a diminui¢cdo e a duracdo dos picos de descarga na
eletrocorticografia foram vistos apds ratos de um modelo genético de epilepsia de auséncia
receberem microbiota de ratos sauddveis ou de ratos com epilepsia tratados com
etossuximida.

Os resultados obtidos reforgam a comunicagado bidirecional do intestino e do cérebro.
A auséncia de efeitos colaterais importantes, como ganho e perda de peso significativa ou
algum tipo de déficit cognitivo, estimula a pesquisa nesta area € permite que estas abordagens

sejam adaptadas para serem aplicadas em pacientes com epilepsia.
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3 Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foram relatadas as mudancgas induzidas pela modulagcdo da microbiota
em casos de epilepsia. As mais diferentes abordagens possuem efeito tanto quando associadas
a dieta cetogénica como quando aplicadas isoladamente, embora a substitui¢do do tratamento
farmacoldgico ndo seja um dos objetivos.

Ainda h4 uma escassez de resultados em humanos, entretanto, este ainda ¢ um campo
novo a ser explorado. Sdo necessarios estudos pré-clinicos mais abrangentes e que considerem
além dos niveis de glicose, BHB, Glutamato e GABA. Uma anélise soroldgica mais robusta e
uma quantificagdo dos niveis de citocinas apds todos esses tratamentos poderiam auxiliar a

guiar os proximos passos da pesquisa da modulacdo da microbiota.
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