UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

DISSERTACAO DE MESTRADO

Josi Arend

Santa Maria, RS, Brasil, 2015



AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

Josi Arend

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em
Farmacologia, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS)
como requisito para obtencao do grau de Mestra em Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Michele Rechia Fighera
Co-orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Freire Royes

Santa Maria, RS, Brasil, 2015



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geragdo Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Arend, Josi

Aval i acdo Neur opsi col 6gi ca e dos Marcadores
I nfl amat 6ri os nos Paci entes com Epilepsia / Josi Arend. -
2015.

89 p.; 30cm

Oientadora: Mchele Rechia Fighera

Coorientador: Luiz Fernando Freire Roys

Di ssertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pés-
Graduacdo em Farnmacol ogi a, RS, 2015

1. Avaliacdo Neuropsicol 6gica 2. Marcadores
I nfl amat 6ri os 3. Marcadores Apoptoticos 4. Dano ao DNA |.
Rechi a Fighera, Mchele |I1. Freire Roys, Luiz Fernando
I11. Titulo.




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduagao em Farmacologia

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

AVALIAGCAO N’EUROPSICOLOGICA E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

elaborada por

Josi Arend

como requisito parcial para obtengao do grau de
Mestra em Farmacologia

COMISSAO EXAMINADORA
(\\ \.L’\‘\_q,\ ‘*"S‘L'\,\

~ 'Michele Rechia Fighera, Dra.
(Orientadora)

'f\)“\kw-xm R e
Mauren Assis De Souz@. (UNIPAMPA)

TN
™ N \‘q N
e Olondi. S5,
lissa Orlandin Premaor, Dra. (UFSM)

Santa Maria, 31 de agosto de 2015.



AGRADECIMENTOS

Esta dissertacdo contou com o apoio de inUmeras pessoas e agradeco a elas
pelo suporte que me deram. Primeiramente, a minha familia, que incentivou desde o
principio o meu sonho. Um obrigado especial aos meus pais, Sibila e Milton, pelo
incentivo, carinho, acolhimento e pela vida que me deram, pela qual serei
eternamente grata.

A Deus, que sempre guia e ilumina o meu caminho e me da forcas para
continuar lutando para vencer os inimeros obstaculos ao longo da minha existéncia.
A crenca inabalavel de que nunca estou sozinha, notadamente nos momentos mais
dificeis da minha vida, se deve a percepcao de que Ele estd sempre presente, me
abencoando, protegendo, fortalecendo e mostrando solucdes.

Agradeco aos meus irmaos Joice, Jair e Jucelaine, pelo amor e apoio de
sempre. A minha irma Jucelaine, meu agradecimento especial pelo incentivo, pelas
nossas iniumeras conversas, pelo apoio, compreensao e principalmente pelo cuidado
gue sempre teve comigo. Uma pessoa pela qual tenho grande admiracéo e respeito.

Também gostaria de agradecer as minhas eternas amigas, por entenderem
0S momentos em que tive que me manter afastada e concentrada nas tarefas a
fazer. Sei que sempre que precisei elas estiveram la, prontas para me escutar,
ajudar e apoiar, independente do assunto.

Um agradecimento especial ao meu esposo Cleiton, que esteve sempre ao
meu lado durante toda essa caminhada, apoiando e ajudando, nunca reclamando
pelas inUmeras vezes em que deixei de estar com ele para estar concentrada nas
minhas tarefas. O meu mais puro e sincero obrigada por ter me aguentado e
entendido os momentos em que estive estressada, cansada e sem querer acabava
por dizer palavras que magoavam.

Agradeco a equipe que esteve junto comigo nessa caminhada
desempenhando as func¢des para que esse trabalho se tornasse realidade: Lori Ane,

Cinara, Camila, Daniel, Patricia e Raphael.



Meu agradecimento ao Eduardo e a Taise, que foram grandes parceiros (as)
e amigos (as), que estiveram a disposicao para ajudar e me socorrer quando estava
em apuros.

Gostaria de agradecer a minha grande e eterna amiga Patricia Gabbi, pelo
carinho, compreenséo, pelas inUmeras vezes em que encontramos apoio uma na
outra. Es uma pessoa que admiro muito pelo carater, determinacdo e forca de
vontade em vencer, mas, principalmente, pela humanizacdo que vocé carrega na
sua bagagem, seja como profissional ou como pessoa.

Um agradecimento especial a uma amiga que esteve ao meu lado durante
essa caminhada. A amiga Aline. Fomos companheiras de ambulatério durante muito
tempo e continuamos sendo. Se hoje eu adquiri muitos conhecimentos, devo em
parte a vocé. Esteve ao meu lado sempre, principalmente na reta final, me ajudando,
dando dicas com muita paciéncia e dedicacdo, mesmo quando coisas inesperadas e
nao tdo boas aconteciam em sua vida, era comigo que se preocupava.

Agradeco a minha orientadora prof® Dra. Michele Rechia Fighera, por todos os
momentos de aprendizado, fundamentais para meu crescimento profissional e
pessoal, pelo seu carinho, competéncia e imensa responsabilidade. Sua confianca e
orientacdo foram capazes de me fazer trilhar um crescimento profissional que
julgava impossivel em tdo pouco tempo. Toda minha admirag&o por seu brilhantismo
académico se torna secundaria quando contemplo seu lado humanista e sua
obstinacdo em fazer sutilimente um mundo melhor. Muito obrigada!

A banca examinadora, Professora Mauren Assis de Souza e a Professora
Melissa Orlandin Premaor, pela disponibilidade de avaliagdo do meu trabalho.

Meu agradecimento a Lilian Lopes Pereira, pelas suas sugestdes no inicio do
mestrado.

Enfim, quero dizer que durante todo esse tempo de acertos e erros; parada e
caminhada; facilidades e dificuldades; cansaco e vitalidade; alegrias e tristezas;
motivacao e tédio... VALEU A PENA CHEGAR ATE AQUI!!!

Obrigada a todos que, de alguma forma, fizeram parte da realizagdo do meu

sonho.



RESUMO
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A epilepsia é um disturbio neurolégico manifestado por recorréncia de crises
nao provocadas, resultando em efeitos prejudiciais sobre os pacientes. As crises
epilépticas sé@o geradas a partir de descargas hipersincrénicas anormais dos
neurdnios, eventualmente resultando em danos irreversiveis. As consequéncias
envolvem prejuizo no ambito neurobioldgico, neuroquimico, cognitivo e psicoldgico.
Em virtude disso, o objetivo do presente estudo foi investigar a funcdo cognitiva
(teste NEUPSILIN), escore de depressdo (Escala de Hamilton) e marcadores
inflamatorios (TNFa, IL1B, AChE), de morte celular (caspase 3) e dano ao DNA
(picogreen), em pacientes epilépticos, comparando com individuos sem a doenca.
Os resultados mostraram um prejuizo de memoaria significativo nos pacientes com
epilepsia, bem como um elevado escore de depressdo. Os marcadores
inflamatorios, de morte celular e dano ao DNA também se apresentaram elevados.
Além disso, ndo foi observada uma correlacdo significativa quando comparado o
tempo de duracdo das crises epilépticas com o prejuizo da memadria e o escore de
depressdo. Também ndo houve correlacdo significativa quando se comparou o
escore de depressédo e a atividade da enzima acetilcolinesterase com o prejuizo da
memoéria. Desta maneira, os resultados deste estudo sugerem que as alteracdes
neurofisiolégicas provocadas pela epilepsia possam ser as responsaveis pelo
prejuizo da memdéria e indices mais elevados de depressdo nos pacientes. Além
disso, pbde-se sugerir que as crises epilépticas contribuem para o desenvolvimento
da neuroinflamacéao, liberando os mediadores inflamatorios e, desta forma, iniciando
uma cascata apoptotica que culmina no dano ao DNA.

Palavras-chave: Epilepsia, Memoria, Depresséo, Inflamagéo, Apoptose, Dano ao
DNA, Perfil Neuropsicoldgico.
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The epilepsy is a neurological disorder manifested by recurrent unprovoked
seizures, resulting in harmful effects on the patients. Epileptic seizures are generated
from hypersincronic abnormal discharges of neurons, eventually resulting in
irreversible damage. The consequences involve damages in the neurobiological,
neurochemical, cognitive and psychological scopes. As a result, the objective of this
study was to investigate the cognitive function (NEUPSILIN test), depression score
(Hamilton Rating Scale) and inflammatory markers (TNF, IL13, AChE), cell death
(caspase 3) and DNA damage (PicoGreen) in epileptic patients, compared to
individuals without the disease. The results showed significant memory damages in
patients with epilepsy, as well as a high depression score. The inflammatory markers,
cell death and DNA damage also were showed high. In addition, there was not
observed significant correlation when were compared the seizures duration with
memory impairment and depression score. There was also no significant correlation
when comparing the depression scores and the enzyme acetylcholinesterase activity
with memory impairment. In this way, the results of this study suggest that the
neurophysiological changes caused by the epilepsy may be responsible for the
memory damages and higher rates of depression in patients. Furthermore, it can be
suggested that the seizures contribute to the development of neuroinflammation,
releasing inflammatory mediators and, by this way, initiating a apoptotic cascade that
culminates in the DNA damage.

Keywords: Epilepsy, Memory, Depression, Inflammation, Apoptosis, DNA Damage,
Neuropsychological Profile.
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INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia é definida como um transtorno cerebral que possui uma
predisposicdo persistente a gerar uma crise epiléptica, podendo estar associada a
condi¢cdes neuroldgicas, cognitivas e sociais. E caracterizada como uma condi¢&o
cronica, possuindo um grande impacto na qualidade de vida dos pacientes. Esta
doenca acomete entre 0,5 e 1% da populacdo mundial apresentando-se, em geral,
com uma distribuicdo bimodal: picos de incidéncia no primeiro ano de vida e ap0s 0s
60 anos de idade (NOEMI et al., 2013; SANDER, 2003).

No Brasil, embora poucos sejam os estudos epidemioldgicos, a prevaléncia
varia entre 5.1 a 8.2/1.000 habitantes. Esses indices provavelmente refletem as
condi¢cdes socioecondmicas relacionadas diretamente a etiopatogenia da doenca.
(GUERREIRO et al., 1999). O prognéstico geral para o controle das crises é bom:
70% dos pacientes entram em remissdao apOs cinco anos do diagnéstico.
(COCKERELL et al., 1997). Mesmo assim, hd um aumento do risco de mortalidade
tanto para a populacdo pediatrica quanto para a adulta. (RAFNSONN et al., 2001).
As manifestacdes clinicas iniciam abruptamente e sdo altamente variaveis na forma
de apresentacdo: alteracdo da consciéncia, transtornos motores, sensitivos,
psiquicos ou autondémicos, ou de comportamento inapropriado, podendo ser
resultado dos processos que culminam na hiperexcitabilidade neuronal. A
variabilidade de manifesta¢des clinicas justifica-se pelas diferentes regides cerebrais
envolvidas e a atual classificacdo baseia-se em achados clinicos e
eletroencefalograficos. (NETO e MARCHETTI, 2005; BERG et al., 2010).

As epilepsias e as crises epilépticas séo atualmente classificadas, de acordo
com a semiologia, em focais ou generalizadas, e com relacdo a etiologia, em
genéticas, estruturais/metabdlicas ou de causa desconhecida (BERG et al., 2010).
(Quadrol).
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Crises generalizadas
Ténico-clénicas (em qualquer combinagao)
Auséncia
Tipica
Atipica
Auséncia com caracteristicas especiais
Auséncia mioclénica
Mioclonias palpebrais
Mioclénica
Mioclénica
Miocldnica atdnica
Mioclénica tonica
Clénica
Ténica
Aténica
Crises focais
Desconhecido
Espasmos epilépticos

“Crises que ndo podem ser claramente diagnosticadas em uma das categorias anteriores devem ser
consideradas nao classificadas até que informacgdes permitam o seu diagnéstico preciso. No
entanto, esta ndo & considerada uma categoria de classificagdo.

Quadro 1- Classificagao das crises epilépticas.

Fonte: BERG et al., 2010.

Nesse contexto, Bradley et al. (2004) afirma que a epilepsia € considerada um

problema de saulde publica, devido as consequéncias socioeconémicas, organicas e

psicolégicas que acarreta.

1.2 Fisiologia das crises epilépticas

Apesar do conhecimento sobre a base fisiologica das descargas elétricas que

acompanham as crises epilépticas, os mecanismos celulares responsaveis pela
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epileptogénese permanecem desconhecidos. Os mecanismos basicos relacionados
a origem da epilepsia podem ser divididos em 5 tipos principais, com base nas
alteracbes: (1) canais ibnicos dependentes de voltagem e, consequentemente,
modificacdo da estabilidade das membranas neuronais; (2) sistemas inibitorios
mediados pelo acido gama-amino butirico (GABA); (3) sistemas excitatérios
cerebrais (neurotransmissao glutamatérgica); (4) neuromodulacdo (adenosina); (5)
neuroinflamacédo. (MELDRUM, 1994; VEZZANI, 2005, 2011).

Uma das principais teorias para explicar a fisiopatologia das crises epilépticas
envolve o desequilibrio entre a neurotransmissdo excitatéria (glutamatérgica) e
inibitéria (GABAérgica) do SNC (BRIGGS e GALANOPOULOU, 2011). Mutacbes
que possam levar a uma baixa ou ineficiente produgdo do GABA, principal
neurotransmissor inibitério do SNC podem propagar descargas elétricas subitas,
recorrentes e excessivas no cortex cerebral (ALVES et al., 2009). Santos (2009)
descreveu que o0 cérebro humano possui uma complexidade elétrica, e seu
funcionamento requer o isolamento distinto de sinais elétricos, exigindo um maior
nivel de regulacdo. O nivel dos canais ibnicos é o controle dessa complexa funcéo, a
qual € mantida através dos efeitos desses canais sobre a atividade de redes
neuronais altamente organizadas. Assim, ocorrendo uma anormalidade nas redes
neurais e/ou na funcdo dos canais ibnicos, estes podem resultar em uma rapida
propagacao descontrolada da atividade elétrica, constituindo desta maneira, a base

das crises epilépticas.

1.3 O papel dainflamacé&o na epilepsia

Pesquisas nas ultimas décadas constataram um maior interesse no estudo
dos processos inflamatorios e suas relagbes com as patologias do SNC. Como
mencionado por Vezzani (2005, 2011), existem diversas evidéncias clinicas e

experimentais indicando a inflamacdo cerebral (neuroinflamagédo) como um
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constituinte comum na epileptogénese e desenvolvimento das crises epilépticas
recorrentes De acordo com Maroso et al. (2010), o desenvolvimento das crises
epilépticas sao influenciadas pela inflamag&o, mesmo quando periférica.

“Dentre os mediadores pré-inflamatérios produzidos pela atividade epiléptica,
estdo as citocinas, prostaglandinas, receptores tipo Toll (TLR), moléculas de adeséao
celular e transdutores de sinal que ativam o fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB) (VEZZANI, 2005). Gatti et al.(2002) diz que a liberacao de prostaglandinas é
promovida devido a resposta inflamatoéria, que, por sua vez, como citado por
Zetterstrom et al.(1998), atua sobre o centro hipotalamico desenvolvendo a reacéo
febril. Esta, como apontado por Kumar et al. (2005), acaba sendo um dos cinco
sinais da resposta inflamatoria. A ativagédo do receptor tipo Toll 4 (TLR4) ocorre em
funcdo da resposta inflamatéria ao lipopolissacarideo da parede de bactérias gram-
negativas que sdo induzidas a produzirem uma proteina denominada high mobile
group box 1 (HMGBL1), um potente ativador da microglia e astrocitos. Segundo
Maroso et al.( 2010), este processo favorece o0 desenvolvimento das crises
epilépticas através do aumento da excitabilidade neural .

1.4  Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

Um dos principais mediadores da resposta inflamatdria aos patdgenos
bacterianos é o TNF-a. Conforme Abbas et al.(2008), os fag6citos mononucleares
sdo os principais responsaveis pela sua producdo, embora possam ser secretados
por células T ativadas, mastécitos e células NK. O estimulo ao recrutamento de
neutrofilos e mondcitos sdo algumas das agbes biologicas realizadas pelo TNF-a.
Natoli et al.(1997) e Zhuang et al.(1999) dizem que esse mecanismo ocorre atraves
da ativacdo endotelial e da promocdo da secrecdo de quimiocinas produzidas por

macrofagos e células endoteliais.
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Quanto a dose-dependente desta citocina, altas concentracdes podem
produzir o choque séptico, gerando baixa resisténcia vascular, hipoglicemia e
reducdo do débito cardiaco, enquanto que baixas concentracdes de TNF-a podem
desencadear uma inflamacédo local e ativacdo de leucdcitos. Porém, uma dose
mediana desenvolve efeitos sistémicos como a atuacdo no eixo hipotalamico,
provocando febre, maturacédo de leucocitos na medula e producéo de proteinas de
fase aguda nos tecidos hepaticos. (ABBAS et al., 2008).

Grell et al. (1998) menciona que a sinalizagdo dos receptores p77 e p55
também pode ser influenciada pela concentracdo desta citocina. Enquanto que,
elevadas concentracdes desencadeiam a sinalizacédo do receptor p77, diminuindo a
susceptibilidade as crises, reduzidas concentracbes de TNF-a ativam a via de
sinalizacdo do receptor p55, produzindo efeitos que aumentam a susceptibilidade,
demonstrando, como corroborado por Li et al.(2011), atividade anticonvulsivante

para uma mesma citocina.

1.5 Interleucina 1B (IL-1 B)

A interleucina 1B (IL-1B8) é um importante mediador da atividade pro-
inflamatoéria. Em associacdo com o TNF-a atua nas respostas imune inata e
adaptativa (ABBAS et al., 2008). Para Fatemeh et al. (2012), este polipeptideo é
sintetizado por todos os tipos celulares, tornando-se um importante regulador da
atividade da resposta imunoldgica. Como citado por Balosso et al.(2008) e Ravizza
et al. (2008), esta citocina é um mediador solivel da comunicacéo entre neurdnios e
células gliais. Possui uma forte imunogenicidade durante a epileptogénese, atuando
sobre células endoteliais e astrdcitos perivasculares da microvasculatura cerebral,
além de possibilitar a génese de uma resposta inflamatéria, acarretando em uma
instabilidade da BHE.
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Apoés a ligacdo da IL-1B ao seu receptor de membrana especifico (IL1R),
desencadeia-se uma cascata de fosforilagcbes que levam a formacdo de um
complexo de cinases e proteinas adaptadoras responsaveis pela ativacdo do NF-kB
transcricdo de genes relacionados ao TNF-a e a IL-6. (ABBAS et al., 2008;
BALOSSO et al., 2008).

Evidéncias sugerem a ocorréncia da ativacdo do sistema imune inato e
adaptativo na epilepsia em humanos e que a resposta inflamatéria pode contribuir
para a geracao e recorréncia de crises convulsivas e lesdo neuronal relacionada as
crises (CHOI e KOH, 2008; VEZZANNI et al.,2011).

Estudos experimentais com roedores mostram que as reacdes inflamatérias
podem aumentar a excitabilidade neuronal, restringir a sobrevida celular e aumentar
a permeabilidade da barreira hemato-encefalica (VEZZANI e GRANATA, 2005).

A analise de pecas cirargicas de pacientes operados para tratamento de
epilepsia focal refrataria mostra uma reacéo inflamatéria complexa e sustentada,
incluindo a ativacdo da micréglia e astrécitos, alem da producdo de diversas
moléculas pro-inflamatoérias. A ativacdo de cascatas inflamatorias na ELT é ainda
sustentada por andlises de perfil de expressao génica (ARONICA e CRINO, 2011).

1.6 Sistema Colinérgico Neuronal

A via colinérgica anti-inflamatéria é uma recente descoberta envolvida no
controle da sintese de citocinas pro-inflamatérias. (PAVLOV e TRACEY, 2005;
GALLOWITSCH e PAVLOV, 2007). O sistema colinérgico possui a acetilcolina (ACh)
como neurotransmissor, sendo este responsavel pela propagagdo do impulso
nervoso em sinapses neuronais e neuromusculares. (KAWASHIMA e FUJII, 2003;
TRACEY, 2007).

A sintese da acetilcolina ocorre a partir de colina e acetil-coenzima através da

enzima colina acetiltransferase (ChAT-choline acetyltransferase). (SOREQ e
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SEIDMAN, 2001). Ap0s sua sintese, a acetilcolina é transportada do meio
extracelular para dentro da célula, papel desempenhado pelo transportador de colina
(CHT-high affinity choline transporter). (KAWASHIMA e FUJIl, 2003). O
armazenamento da ACh ocorre em vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular
de ACh (VAChT vesicular acetylcholine transporter). (PRADO et al., 2002). A
hidrolise da ACh é desempenhada pela enzima Acetilcolinesterase (AChE),
originando colina e acetato, regulando a concentragdo do neurotransmissor na
sinapse. (SOREQ e SEIDMAN, 2001). Os receptores de ACh podem ser divididos
em dois tipos: muscarinicos e nicotinicos. Os associados a proteinas do tipo G séo
denominados receptores muscarinicos (MAChR), enquanto que o0s receptores
nicotinicos (NAChR) séo canais ibnicos ativados por ligantes, formando estruturas
homo e heteropentaméricas a partir de subunidades aq, 3, y, 6 e/ou ¢.

O desempenho da acéo anti-inflamatoria da acetilcolina (ACh) ocorre através
da supressdo da producdo de citocinas pro-inflamatoérias. (PRADO et al., 2002).
Dessa forma, a acetilcolinesterase (AChE) desempenha uma contribuicdo no
controle das vias das respostas inflamatéria e imune, mediada por receptores

muscarinicos e nicotinicos. (llustracéo 1).
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llustracdo 1- Via colinérgica anti-inflamatoria.

*Detalhamento: ap6s um dano cerebral, o nervo vago aferente ira liberar, através do sistema
periférico, a acetilcolina. Este neurotransmissor ira se ligar ao seu receptor especifico na superficie de
macréfagos, a subunidade a7, consequentemente inibindo da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias.
Fonte: BEN ASSAYAG et al., (2010).



21

1.7 Morte celular e Apoptose

A manutencao e o desenvolvimento dos organismos multicelulares dependem
de uma interacdo entre as ceélulas que os constituem. No desenvolvimento
embrionario, muitas células produzidas em excesso sdo levadas a morte,
contribuindo para a formacgéo dos érgaos e tecidos. (MEIER et al., 2000).

A morte celular foi considerada um processo passivo de carater degenerativo,
gue ocorre em situacfes de infeccdo, auséncia de fatores de crescimento, além de
lesdo celular. Como consequéncia, a célula altera a integridade da membrana
plasmatica, aumentando seu volume e perdendo suas fun¢Bes metabdlicas. (YU e
CHOI, 2000).

No ano de 1964, foi proposto o termo "morte celular programada" para
designar um tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental. (LOCKSHIN e
WILLIAMS, 1964). Kerr et al, (1972) sugeriu o termo apoptose para indicar esse tipo
de morte celular. O fenbmeno apoptose ocorre de forma r4pida em decorréncia da
perda a aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. A membrana celular
forma prolongamentos, posteriormente rompidos, dando origem ao conteudo celular,
e 0 nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Desta
forma, os corpos apoptéticos sdo as porcdes celulares envoltas pela membrana
celular que sao rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar
um processo inflamatério. (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004).

As caspases iniciadoras e executoras da apoptose sdo pertencentes a familia
das cisteinas proteases, possuindo a capacidade de reconhecer e clivar substratos
gue contenham residuos de aspartato. (NICHOLSON e THORNBERRY, 1997). Séo
conhecidos treze tipos de caspases humanas. As participantes da apoptose séo as -
3, -6, -7, -8, -9, -10. (BOATRIGHT e SALVESEN, 2003), e as caspases -1, -4, -5, -
11, -12, -13, -14 estdo envolvidas na maturacdo de citocinas e sua contribuicdo na
apoptose permanece nado esclarecida. (DENAULT e SALVESEN, 2002). Sua

classificacéo é realizada de acordo com seu pro-dominio e seu papel na apoptose.
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As caspases iniciadoras possuem pro-dominios longos, envolvidas na iniciacdo da
cascata proteolitica, enquanto as efetoras apresentam pré-dominios curtos ou
inexistentes, responsaveis pela clivagem de substratos. (RUPNARAIN et al., 2004).
(llustracéo 2)

: VIA INTRINSECA o VIA EXTRINSECA ;

Interag3o ligante receptor

1||

.Im.

AR Pins adaptadoras (FADD, TRADD)

+ Caspases iniciadoras (8, 10)

(<]
Apoptossomo AR\ /
Degradacao do citoesqueleto
DNA

¥

llustracédo 2- Vias de ativacéo da apoptose

*Detalhamento: A via extrinseca € ativada através da interacdo ligante receptor na superficie da
membrana plasmatica, formacéo de proteinas adaptadoras que irdo ativar a pré-caspase 8, que por
consequéncia ativa a caspase 3. A via intrinseca da apoptose € ativada através da mitocéndria, onde
proteinas pré-apoptéticas Bax e Bak se oligomerizam, com consequente liberagdo do citocromo ¢
para o citosol da célula, ativando a caspase 9 que ira ativar a caspase 3. Ambas culminam com a
ativacdo da cascata das caspases e com a degradacdo de substratos celulares especificos que
levam as alteracBes caracteristicas deste processo de morte celular. :

Fonte: Adaptado por (ANDRADE et al., 2011).
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1.8 Epilepsia e Memoéria

A incidéncia das epilepsias nos paises da América Latina tem variado entre
78-190 novos casos por 100.000 habitantes por ano, e a prevaléncia média € de
aproximadamente 18 casos por 1.000 habitantes, podendo variar de acordo com 0s
métodos de investigacdo em cada pais. (BURNEO et al., 2005).

Estudos de neuroimagem sobre os efeitos da epilepsia na memoéria de
pacientes com epilepsia do lobo temporal demonstraram que esses pacientes nao
apresentam um aumento de atividades das estruturas do lobo temporal mesial
observadas nos controles e sim uma diminuicdo durante a realizagdo dos testes de
memoria. (CHEUNG et al, 2006).

Dessa forma, a memadria € uma importante funcdo cognitiva, pois é através
dela que possuimos a capacidade de adquirir, armazenar e evocar informacoes.
(KRISTENSEN et al., 2001).

Além disso, estudos sobre memoria emocional em pacientes com epilepsia do
lobo temporal mesial mostraram que, devido ao déficit de funcionamento da
amigdala e do hipocampo, esses pacientes apresentam um prejuizo no
reconhecimento de expressodes faciais emocionais, principalmente de medo, quando
comparados aos controles e aos pacientes com outros focos epilépticos. Além desse
prejuizo ser maior em pacientes com epilepsia temporal mesial a direita. (BATUT et
al, 2006; BENGNER et al, 2006; MCCLELLAND et al, 2006; MELETTI et al, 2006;
PHELPS et al, 2007).

1.9 Inflamacdo e Memoaria

A associacéao entre epilepsia, disfun¢des cogitivas, em especial aos disturbios

de memoria e inflamagédo sdo cada vez mais frequentes. Uma grande parcela dos
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individuos acometidos por lesGes adquiridas do tecido cerebral, como traumatismo
ou acidente vascular, desenvolvera epilepsia apos certo periodo de tempo. Nesses
casos, admite-se que a lesdo induz uma reorganizacao dos circuitos cerebrais que,
com o tempo, transforma-se em um foco gerador de descargas epilépticas. Esse
processo através do qual um cérebro previamente assintomatico torna-se capaz de
gerar crises epilépticas espontaneas € denominado epileptogénese (SILVA E
CABRAL, 2008).

Estudos em modelos experimentais utilizando animais de laboratorio
possibilitaram a descoberta de varios mecanismos envolvidos no processo de
epileptogénese. Os modelos classicos de epileptogénese tém em comum a inducéo
quimica ou elétrica de um sistema elétrico que perdura por varias horas. As crises
prolongadas promovem um desequilibrio metabdlico acompanhado da liberagéo
macica de substancias excitatorias, resultando na lesdo de estruturas cerebrais
sensiveis, como por exemplo, o hipocampo. Essa lesdo € caracterizada pela morte
celular, rearranjo das conexdes sinapticas e alteracdes nas propriedades intrinsecas
das células nervosas. Apds um periodo variavel de recuperacdo, chamado "fase
latente”, as redes neuronais tornam-se epileptogénicas, isto é, capazes de gerar
crises (PITKANEN e SILVA, 2006).Esses mecanismos envolvidos no processo de
epileptogénese pode ser os responsaveis pelos deficits cognitivos como a memaria
assim como Wilson (2011) descreve em um estudo que 70 pacientes epilépticos
possuiram memaoria comprometida e apresentaram dificuldades para lembrar nao
somente coisas que aconteceram no passado, como lembrar 0 que € esperado que
facam no futuro.

Pacientes com lesdes em regides frontais, em geral, ndo desenvolvem uma
perda profunda de memaria, embora costumem apresentar dificuldade para lembrar
a sequéncia temporal dos acontecimentos, além de incapacidade para identificar

onde e quando aprenderam a informagéo (GAZZANINGA, et al., 2006).
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1.10 Avaliacédo Neuropsicolégica e Memoria

A avaliag&o neuropsicoldgica procura investigar e acrescentar conhecimentos
especificos a visdo do cérebro humano, colaborando e formando a visdo atual,
denominada plasticidade (STILES, 2000). A plasticidade cerebral pode ser definida
como uma transformacao (mudanca) adaptativa na funcéo e estrutura do SNC, que
pode acontecer em qualquer fase da ontogenia, como missdo de relagdo com o
meio interno e externo (FERRARI et al., 2001).

A neuropsicologia € uma area que se ocupa da complexa organizacao
cerebral, trata da relacdo entre comportamento, cognicdo e atividade do sistema
nervoso, além de objetivar a avaliacdo de individuos sob condi¢cdes normais ou
patologicas. (CIASCA et al., 2006). De acordo com Mader-Joaquin (2010), consiste
no método de investigacdo das fun¢cdes comportamentais e cognitivas, abrangendo
processos como atencao, raciocinio, linguagem, entre outros.

Conceitua-se memoria como a capacidade de guardar a informacéo
aprendida para que possa ser utilizada sequencialmente. (BEAR et al., 2002;
KANDEL et al., 2000). Esta pode ser subdividida em dois tipos: explicita e implicita.
A memoria explicita caracteriza-se por ser voluntaria de informacgfes, eventos
passados ou lembrancas conscientes. (BOLOGNANI et al., 2000). Memaria implicita
€ definida como uma memodria ndo consciente de experiéncias passadas, que
influenciam o comportamento futuro de uma forma indireta. (DEL VECCHIO et al.,
2004).
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llustracao 3- Principais categorias qualitativas da memdéria humana.

Fonte: Adaptado por (PURVES, 2005).

1.11  Teste Neupsilin

Neupsilin € um teste padronizado para avaliagdo do desenvolvimento
neuropsicomotor de individuos. O examinador deve explicar para o individuo como é
administrado o teste, ou seja, o0 rapport para que as tarefas que o avaliado ira
desenvolver sejam esclarecidas. O teste é um instrumento de avaliacdo
neuropsicolégica breve, ou seja, um teste de rastreio - SCRINING - que avalia oito
funcdes neuropsicoldgicas: orientacdo témporo-espacial, atencdo concentrada,
percepcao visual, habilidades aritméticas, linguagem oral e escrita, memaéria verbal e
visual, praxias e fungdes executivas.

E um instrumento de uso exclusivo de psicologos e sua divulgacdo € proibida

segundo o Conselho Regional de Psicologia (2005).
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1.12 Teste Matrizes Progressivas

O teste Matrizes Progressivas Escala Geral (séries A, B, C, D, e E) € um teste
utilizado para avaliar o potencial intelectual dos individuos. Os dados séo coletados
através dos seguintes instrumentos: Teste Matrizes Progressivas Escala Geral
(séries A, B, C, D e E). O teste € um instrumento de uso exclusivo dos psicélogos e
a sua divulgacéo € proibida, segundo o Conselho Regional de Psicologia (2005).

A classificacdo do teste citado resulta da soma dos escores transformados em
escores de percentis de acordo com a idade e escolaridade dos participantes. Os
percentis e suas classificacdes estao assim distribuidos:

Grau I: inteligéncia superior (percentil igual ou superior a 95).

Grau ll+: inteligéncia definitivamente superior a média (percentil abaixo de 95

até 90).

Grau lI-: inteligéncia superior & média (percentil abaixo de 90 até 75).

Grau lllI+: inteligéncia mediana. (percentil abaixo de 75 até 50).

Grau llI-: inteligéncia mediana (percentil abaixo de 50 até 25).

Grau IV: inteligéncia inferior a média; (percentil abaixo de 25 até 10).

Grau IV-: inteligéncia definitivamente inferior & média (percentil abaixo de 10

até 5).

Grau V: indicio de deficiéncia mental (percentil abaixo de 5).

1.13 Depresséo e Epilepsia

O transtorno depressivo € uma das comorbidades mais comuns sofridas por
pacientes epilépticos, possuindo uma prevaléncia aproximada de 50%. (KANNER,
2003). Kandel et al, (2003), relata que o transtorno depressivo possui uma

prevaléncia geral de aproximadamente 15%. Esse transtorno tende a ser ainda mais
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grave em pacientes epilépticos, pois as causas de depressao vao além dos fatores
psicossociais, embora seja indiscutivel o dominio do aparecimento do mesmo.

Os sintomas depressivos em pacientes epilépticos aliados ao receio por parte
de alguns neurologistas em ocasionar, com o tratamento a base de antidepressivos,
0 agravamento na frequéncia das crises epilépticas, talvez esclareca porque esses
pacientes passam por um tempo indeterminado sem tratamento adequado e
especifico a seus sintomas de humor. (KANDEL et al., 2003).

Abranger a relacdo entre essas duas questdes que acometem milhares de
pessoas e agregar o melhor tratamento de ambas deve ser a finalidade do
tratamento concedido a esses pacientes, pois 0s transtornos depressivos
representam um forte impacto na vida dessa populacdo. (OLIVEIRA et al., 2007).

Epilepsia e depressdo sao problemas de salde publica que podem
compartilhar de mecanismos patogenéticos que propiciam a ocorréncia de uma na
presenca da outra. E bastante comum encontrar uma aprovacdo cronoldgica na
ocorréncia de episddio depressivo e a primeira crise epiléptica, sendo quatro vezes
mais provavel encontrar depressdo em pacientes com epilepsia quando comparado
a pessoas sem histoérico de epilepsia. (KANER e BALABANOV, 2002).

Comprovou-se em modelos animais, que a diminuicdo noradrenérgica,
gabaérgica e serotoninérgica sdo indicadoras do mecanismo patogenético da
depressao, possuindo uma grande importancia quanto ao tratamento. Além disso,
guando ha a reducdo destes neurotransmissores, exacerba-se a predisposicdo as
crises. (KANER e BALABANQV, 2002).

1.14 Escala de Hamilton

7

A escala de Hamilton é utilizada para avaliagcdo de um possivel nivel de

depressao e é classificada da seguinte forma: os valores de 0 — 6 pontos significam
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um valor normal; 7 — 17 depresséao leve; 18 — 24 depressdao moderada e > 24
pontos, depresséo grave.

Desta maneira, de acordo com evidéncias, sugerindo o papel da
neuroinflamacéo na fisiopatologia da epilepsia e a relacdo desta doenca com
prejuizos cognitvos, torna-se importante a medida de parametros inflamatérios, bem

como a analise dos déficits de memdria e depressao nos pacientes epilépticos.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar a funcdo neuropsicolégica e analisar marcadores bioquimicos
inflamatorios e de morte celular em amostra sanguinea de pacientes com epilepsia,

comparando com individuos sem a doenca.

2.2 Objetivos Especificos

a) Investigar a fungdo cognitiva (memoria) através do teste Neupsilin em pacientes

epilépticos, comparando com individuos sem a doenca;

b) Avaliar o potencial intelectual dos pacientes epilépticos através do teste Matrizes
Progressivas Escala Geral (A, B, C, D e E), comparando com individuos sem a

doenca;

c) Avaliar a possibilidade de existéncia de depressdo em pacientes epilépticos

através da Escala de Hamilton, comparando com individuos sem a doenca;

d) Determinar os niveis séricos dos marcadores inflamatorios e apoptéticos, TNF-q,
IL1-B, Acetilcolinesterase (AChE) e Caspase 3 em pacientes epilépticos,

comparando com individuos sem a doenca,
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e) Investigar os possiveis danos ao DNA através do teste picogreen em amostra de

leucdcitos de pacientes epilépticos, comparando com individuos sem a doenca.
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to control group;
The depression score is not correlated with memory impairment;
Independently of crisis duration, epileptic patients presented higher memory
impairment and depression score;
Epileptic patients presented higher levels of inflammatory and

apoptotic markers, as well as DNA damage.

Abstract

Objective: To examine executive function, memory and depression traits most
frequently associated to clinic assessment of patients with epilepsy compared with a
normal control group. And if these clinical parameters could be a link with
inflammatory and apoptotic markers. We also aimed to investigate the AChE role and
its possible relation with memory injury in epileptic patients.

Methods: This research refers to a case-control study. All patients and controls were
evaluated using a questionnaire to determine clinical history. We prospectively
recruited 32 patients with probable symptomatic epilepsy from June 2013 to July
2014 at our institution.

Patients with epilepsy (n=32) and healthy subjects (control group; n=41) were
recruited to participate of this study. Inflammatory markers, apoptotic factor, and DNA
damage such as Interferon-gamma (IFN-N), TNF-alpha  (TNF-a),
acetylcholinesterase (AChE) activity, Caspase 3 (CASP 3), and Picogreen (PG) were
measured in blood samples.

We compared these results with data from control subjects (n=41).

Furthermore, a correlation between memory tests with seizures time, depression
score and inflammatory activity were measured.

Results: Statistical analyses showed that patients with epilepsy presented an
increase of inflammatory markers: AChE (p<0.005), Interleucina 1B (IL1(3; p<0.001)

and TNF-a (p<0.001) than control group. Furthermore, we observed that patients with
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epilepsy had significantly higher serum levels of CASP 3 (p<0.001) and Picogreen
(p<0.001) as compared to control subjects. There was no correlation between
memory test with inflammatory activity and seizure time or depression score.
Significance: This study supports the existence of a distinct neuropsychological
profile between patients with epilepsy and health subjects,which probably is
associated with the immunochemistry alterations analyzed in this study. Our findings
show that AChE upregulation may be related to seizure, cognitive dysfunction and
psychological symptoms, but also may induce inflammation in the nervous system
through cytokine pathways. These data may aid in the development of new
therapeutic targets to memory dysfunction in the epilepsy

KEY WORDS: Apoptosis, DNA damage, Epilepsy, Inflammation, Neuropsychological

profile.

Introduction

The first empirical studies of cognition in epilepsy were published in the early
1900s, with a focus on the relationship between intelligence and the clinical
characteristics of epilepsy’. An ongoing epileptogenic process can irreversibly
damage the brain and causes persistent cognitive changes and global intellectual
deficits. Among the most reported cognitive complaints in adult epilepsy patients is
memory impairment?, depression is the most frequent comorbidity®. The severity and
chronicity of seizures determine the impact of cognitive problems, anatomical
location explains the specificity of these symptoms”. These clinical abnormalities
observed in epilepsy patients are related to brain damage, which can be caused by
several mechanisms: major cellular energy failure, excitotoxicity, oxidative stress,
apoptosis signaling, inflammatory and genetic processes”.

In addition to role cognitive and psychiatric impairment, evidence suggests the
inflammatory pathway in the pathophysiology of epilepsy® Cytokines as TNF-a and
IL-1B are synthesized during epileptic activity’ and a might contribute to neuronal
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death and apoptosis®. We speculate that, because acetylcholine (ACh) regulates
both cognitive and inflammation function, downregulation of this neurotransmitter
causes upregulation of the inflammatory system. Anticholinergic activity may cause
endogenously with the production of cytokines and the downregulation of ACh. Thus,
the research aimed to evaluate memory, a neuropsychological function, in epileptic
patients comparing with healthy controls, correlating (Person) it with possible
comorbidities, like

depression. Inflammatory, apoptotic and DNA damage as TNF--a, IL1-B, Caspase 3
and Picogreen, respectively were also analyzed. Furthermore, we analyzed AChE

activity and related it with memory impairment in epileptic patients.

Materials and Methods
Study population

Sixty and three subjects were selected and divided into two groups: control
group (41 healthy subjects without diseases) and epilepsy group (32 epileptic
subjects). All patients and controls were evaluated using a questionnaire to
determine clinical history. We prospectively recruited 32 patients with probable
symptomatic epilepsy from June 2013 to July 2014 at our institution. No etiology was
found after detailed history, physical, laboratory, and imaging studies. Forty one and
sex-matched healthy were included as normal controls. The study protocol was
approved by the local institutional review boards at the authors’ affiliated institution.
Informed consent was obtained from all the subjects or their legal surrogates.

The work described has been carried out in accordance with The Code of

Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki).
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Epileptic group

Among a total of 43 subjects with the disease, 32 were selected through the
following criterion of exclusion: subjects with age below 12 years old, history of
autoimmune, liver, kidney and inflammatory diseases, allergic response, immune
deficiency disorder, diabetes, psychiatric illness, malignancy, severe cognitive
impairment, or a systemic or central nervous system (CNS) infection 2 weeks before
sample collection. Epilepsy was diagnosed by two experienced neurologists
according to the 2006 International League Against Epilepsy (ILAE) Classification®.
All patients were evaluated for seizure frequency using seizure diaries®® and seizure
types were confirmed through interviews with patients and relatives, as well as EEG
analysis. Data on seizure frequency and status of seizure control with medication
were also obtained.

Patients and healthy individuals were evaluated to intellectual capacity by
Standard Progressive Matrices Sets A-E*! and those that presented values below 25

were excluded of study.
Control group

To comparisons, 41 subjects without any disease and respecting the mean

age and gender of the epileptic group.
Neuropsychological profile

Neuropsychological evaluation was performed in epileptic and control group
through abattery of cognitive tests'? to evaluate memory functions. To evaluate
depression diagnostic in the epilepsy and control group, we used Hamilton Rating

Scale®®.
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Laboratory analyses

Samples were collected at least within 72 h after seizure attack. After 2 h of
overnight fasting, blood samples were collected by venipuncture using purple, green
and red top Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), heparin or no anticoagulants, respectively.

The specimens were routinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at
2500 g, and aliquots of the serum samples and the supernatant was saved and

stored at -80°C for subsequent laboratory analysis, according specific methods.

AChE Enzyme determination

The enzyme acetylcholinesterase (AChE) concentration was measured in
serum by standard enzymatic methods using Ortho-Clinical Diagnostics ® reagents
in automated analyzer (Vitros 950 ® dry chemistry system; Johnson & Johnson,
Rochester, NY).

Cytokines determination

The concentrations of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and interleukin 13
(IL-18) (eBIOSCIENCE, San Diego, USA) were measured in serum by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) as instructed by the manufacturers and the

data were expressed in pg/ml.

Caspase determination

Caspase-3 activities were determined in serum by Assay Kits, Fluorimetric
(BioVision, Mountain View, CA).
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Picogreen analysis

Picogreen analysis was determined in plasma according with REZNICK &

PACKER, 1994 and HA et al., 2011 respectively.

Statistical analysis

Data were analyzed by unpaired t test when appropriated, and were
expressed as means and standards error of the mean (SEM). Statistical analyses
were performed using the SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
software in a PC-compatible computer. Correlation analyses were carried out using

the Pearson’s correlation coefficient. P < 0.05 was considered significant.

Results

Seventy-one subjects were investigated in this study, consisting of 32 epilepsy
subjects and 41 controls. Baseline characteristics of the study population are
described in Table 1.

Memory Impairment

The statistical analysis revealed that epilepsy patients presented a decreased
in working memory (0.64+0.247; t=2.68 dt= 71; p<0.05) vs. controls (1.31 + 0.109),
verbal episodic memory (- 1.77+ 0.194; t= 3.30 dt=71; p<0.001) vs. controls (0.030 *
0.455), long-term semantic memory (-0.74+0.413; t= 2.14 dt=71; p<0.05) vs. Controls
(0.101 £ 0.128), short-term visual memory (-0.38+0.242; t= 2.80 dt=71; p<0.05) vs.
controls (0,225+ 0.008), prospective memory (-0.41+0.225; t=4.17 dt=71; p<0.0001)
vs. controls (0.454 £ 0.054) and total memory (-0,95+0.254; t= 5.13 dt=71; p<0.0001)
vs. controls (0.447 = 0.137). (Figure 1A-F).



43

Depression Score

The statistical analysis showed that patients with epilepsy had higher
depression scores when compared with control group (11.94 + 1.563; t=6.89 dt=71,
p<0.0001; Figure 2).

Inflammatory markers

Furthermore, we also showed that epilepsy patients presented an increase
levels of TNF-a (157.2 pg/ml £5.95; t= 14.74; p<0.0001) vs. controls (65.38 pg/ml
+2.14), IL1B (93.64 pg/ml £5.21; t= 9.19; p<0.0001) vs. controls (43.15+1.96) and
AChE (16050 U/L +878.5; t=7.419; p<0.0001) vs. controls (9416+236.2) (Figure 3A-
C).

Apoptotic Marker and DNA damage

The patients with epilepsy had significantly higher serum levels of CASP 3
(44.68 U/mg £1.5; t=23.79; p<0.0001) protein than healthy controls (6.77+0.30).
Picogreen (122.1 pg/ml +18.54; t=5.30; p<0.001) vs. controls (10.37+0.37) (Figure
4A-B).

Crisis duration are not correlated with memory impairment

There was no correlation of crisis duration and memory when analyzed in
epileptic group: working memory (r= -0.27; p=0.14), verbal episodic semantic
memory (r= -0.22; p=0.22), long-term semantic memory (r= -0.14; p=0.44 ), short-
term visual memory (r= -0.03; p=0.85), prospective memory (r= -0.11; p=0.53), total
memory (r=- 0.31; p=0.09) when compared with control group (Figure 5A-F).



44

Crisis duration are not correlated with depression

There was no correlation of crisis duration and depression when analyzed in

epileptic group (r=0.26; p=0.16) (data not shown).

Depression score is not correlated with memory impairment

There was no correlation with depression and memory when analyzed in
epileptic and control groups: working memory (r=-0.13; p=0.44), verbal episodic
semantics memory (r=-0.14; p=0.42), long-term semantic memory (r=-0.21; p=0.22),
short-term visual memory (r=-0.01; p=0.92), prospective memory (r=-0.21; p=0.23)
and total memory (r=-0.02; p=0.90) when compared to control group (data not

shown).

AChE is not correlated with memory impairment

There was no correlation of acetylcholinesterase levels and working memory
(r=0.07392; p=0.90), verbal semantic episodic memory (r=0.2889; p=0.16), long-term
semantic memory (r=0.2534; p=0.22) vs. controls (r=-0.1518), short-term visual
memory (r=0.1605; p=0.44), prospective memory (r=0.2525; p=0.22) and total
memory (r= 0.21; p=0.29) (data not shown).

Discussion

To our knowledge this is the first study that comprehensively evaluates
cognitive, behavior and depression of patients with epilepsy and matched controls,
and its relationship with inflammatory and apoptotic markers. It is the first to
demonstrate a significant difference between people with epilepsy and controls, and

to show that those differences are related with inflammatory markers and DNA
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damage. These findings support results of our earlier experimental studies ** **. Our
results are in keeping with other study of 50 epileptic patients of both sex, aged
between 19 and 49 years showed that neuropsychological assessment in epileptic
patients demonstrated cognitive performance significantly lower than controls in the
subtests storage and recovery, recent memory and immediate memory®®. In fact,
there is evidence that seizures cause cognitive dysfunction in both humans and
animals with seizures *"8. While the impairments during a seizure and impairments
related to the recall of the seizure are directly caused by the seizure itself, altered
cognitive function as described in the testing of the patients during interictal periods
may be related to other effects of seizures *’. One of hypotheses that have emerged
to explain memory impairment in the epilepsy patients include changes in gene
expression and epigenetic effects of seizures that lead to long-lasting alterations in
gene expression®®, as well as synaptic remodeling and changes associated with the
immune system?.

In this line of view, there are clinical and experimental evidences suggesting
the involvement of inflammatory processes in the pathophysiology of epilepsy®.
Authors have also showed comorbidity and complications of epilepsy, such as
depression and intellectual disability can be involved in the production and release of
cytokines?® %> 23 Brain IL-1B has been regarded as a key factor in the inflammation-

1”®> and

associated depression®®. For example, IL-18 induced behaviora
neuroendocrine®® symptoms of depression in rodents. In the light of the discussed
overexpression of both IL-1B8 and its receptors in the epileptic hippocampus, it is
conceivable that such overexpression, along with its contribution in the epileptic
process, may concurrently lead to depression, as observed in our study.

Some studies also showed that both in newly diagnosed and untreated
epileptic patients, cognitive problems are already present in more than 50% of
patients®’, suggesting that medicaments are not responsible for memory impairment.
In agreement, we also did not find correlation between memory impairment with crisis
duration, depression and AChE activity, suggesting that cognitive deficit was

because epilepsy. In addition, we took care match groups control candidates by
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using the same controlled environment on each occasion and testing at the same
time of day.
It has been demonstrated that AChE has an important role in imune responses

)28

by hydrolyzing acetylcholine (Ach’*®, which is known to have anti-inflammatory

characteristics and suppresses the production of pro-inflammatory cytokines?®2°. In
our study, we observed an increase of AChE activity in epileptic patients with
memory impairment. Studies have showed that ACh downregulation causes

30,31 via N-

upregulation of the inflammatory pathway (increase of TNF-a and IL-1[3)
methyl-D-aspartate (NMDA) receptor hyperactivity®, probably by activating of the
nicotinic ACh receptors 2223 |n agreement, current evidence indicates that TNF- a
and IL-1B can inhibit glutamate uptake in astrocytes® and increase its glial release®.
Thus, it is plausible to propose that the increase of AChE, TNF-a and IL-1
presented here result in elevated extracellular glutamate levels and toxicity, leading
to a cognitive deficit in patients with epilepsy.

In fact, both TNF-a and IL-1 may activate their receptors and lead to
activation of the caspases through extrinsic and intrinsic apoptosis pathway>®*.
These events induce a subsequent reactive species increase and a release of
mitochondrial apoptogenic factors to the cytosol, consequently inducing to an

1*® showed an association of IL-

activation of caspase 3 and DNA damage®. Allan et a
1B with neuronal death, however there are currently still divergences if epilepsy is
responsible for neuronal death in humans.

Finally taken together, all findings suggest that AChE upregulation may be
related to seizure, cognitive dysfunction and psychological symptoms, but also may
induce inflammation in the nervous system through cytokine pathways. These events
lead to activation of caspases by apoptotic pathways and result DNA damage. Thus,
it is plausible to propose that inhibition of cerebral inflammation and cholinergic
modulation may provide a new paradigm for development of medical strategies to the
treatment of memory impairment in epileptic patients. However, more studies are

necessary to clearly understand this relationship.
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Table 1. Characteristics of Epilepsy and Control group.

Characteristic Epilepsy (n=32) Control (n=41)
Sex (%)
Male 15 (46,87%) 21 (51,21%)
Female 17 (53,13%) 20 (48,78%)
Mean age (Years old)
Male 31,4 20,17
Female 30,6 32,28
Mean duration of crisis
(minutes) 6,2 0
AEDs use (%)
41
None Kind 0 (100%)
One Kind 13 (40,62%) 0
2 Two Kind 19 (59,38%) 0

AED = Antiepileptic drug. Data are expressed as percentage

Figure Legends

Figure 1. The working memory analysis (A), verbal semantic episodic memory
(B), long-term semantic memory (C), short-term visual memory (D), prospective
memory (E) and total memory (F) in epilepsy and control groups.

Decrease working memory, verbal semantic episodic memory, long-term semantic
memory, short-term visual memory, prospective memory and total memory in
epileptic patients when compared to control group. Data represents mean + SEM for
n = 32 (epilepsy group); n = 41 (control group). According to unpaired t test, *p<0.05

was considered significant.
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Figure 2. Analysis of epilepsy and depression in epileptic and control groups.

There was a significant statistical analysis of epilepsy and depression in epileptic
patients when compared to control group. Data represents mean + SEM for n = 32
(epilepsy group); n = 41 (control group). According to unpaired t test, *p<0.0001 was

considered significant.

Figure 3. IL1B (A), TNF-a (B) and Acetylcholinesterase (C) levels in epilepsy
and control groups.

Increase serum IL13, TNF-aand AChE in epileptic patients when compared to control
group. Data represents mean + SEM for n = 32 (epilepsy group); n = 41 (control

group). According to unpaired t test, *p<0.0001 was considered significant.

Figure 4. Caspase 3 (A) determination and Picogreen analysis (B) in epilepsy
and control groups.

Increase serum Caspase 3 and Picogreen determination in epileptic patients when
compared to control group. Data represents mean + SEM for n = 32 (epilepsy group);
n = 41 (control group). According to unpaired t test, *p<0.001 was considered

significant.

Figure 5. The correlation analysis of crisis duration with working memory (A),
verbal semantic episodic memory (B), long-term semantic memory (C), short-
term visual memory (D), prospective memory (E) and total memory (F) in
epilepsy and control groups.

There was no significant correlation analysis of crisis duration with working memory,
verbal semantic episodic memory, long-term semantic memory, short-term visual
memory, prospective memory and total memory in control and epilepsy groups. Data
represents mean + SEM n = 32 (epilepsy group); n = 41 (control group). According to

unpaired Pearson’s *p>0.05 was considered no significant.
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4. DISCUSSAO

A neuroinflamacéo pode ser desencadeada em resposta a diversos fatores,
como a presenca de agentes infecciosos, traumas, dano cerebral, isquemias ou
doencas cronico-degenerativas. Além disso, o papel da inflamacao cerebral esta
relacionado a doencas neuroldgicas, como a epilepsia. (VEZZANI et al., 2011).

Inicialmente, o estimulo nocivo promove a liberacdo de citocinas, entre as
quais podem ser citadas TNFa, IL-1B e IL-6, proteinas de potencial atividade pro-
inflamatéria liberadas no foco lesivo. Apés sua liberacdo, as citocinas possuem a
capacidade de atuar sobre a expressao e regulacdo génica das células microgliais
e astrocitos, ativando-as e aumentando a expressdo de receptores para estas
citocinas nas demais células do SNC. (ROGAWSKI e LOSCHER, 2004; VEZZANI
et al., 2011).

O TNF-a é produzido por diversos tipos celulares incluindo macréfagos,
monacitos e linfocitos. (BAUND e KARIN, 2001), e possui a capacidade de produzir
efeitos excitatorios na geracao e propagacéo da atividade epiléptica. (LUO et al.,
2010; VEZZANI et al., 2011). Além disso, apoOs a ligacdo do TNF-a aos seus
receptores, podem ser ativadas diferentes vias sinalizadoras, entre elas, a via
apoptética. (PARK e BOWERS, 2010).

Tutucuonglu et al. (2001) observou em pacientes com epilepsia multifocal e
do lobo temporal (ELT) um aumento da IL-18 em amostra de soro logo apos a crise
epiléptica de pacientes. Além disso, Haspolat et al. (2002) encontrou um aumento da
IL-18 no liquido cefalorraquidiano de pacientes com doenga febril ndo-convulsiva 6
horas ap6s a sua manifestacao.

A ativacao dos receptores nicotinicos em macrofagos foi relatado em estudos
onde observou-se uma reducdo significativa da liberacdo de citocinas pro-

inflamatorias, como TNF-q, IL-1B e IL-6, enquanto que a producdo de citocinas anti-
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inflamatorias, como IL-10, ndo foi alterada. (BOROVIKOVA et al., 2000; WANG et
al., 2003).

De acordo com Nizri et al., 2006, a reducao dos niveis de TNF-a e IL-18 em
cultura de linfécitos se deve a inibicdo da atividade da AChE. Inibidores da AChE
reduzem a proliferacdo de linfocitos e a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias,
atenuando a inflamacao através do aumento da concentracdo de ACh no espaco
extracelular (NIZRI et al., 2006). Além da via inflamatéria estar envolvida na
epilepsia, Bengzon et al. (2002) e Crespel et al. (2002) descrevem que a morte
celular pode ser desencadeada pelas crises epilépticas. Porém, o mecanismo exato
encontra-se ndo totalmente esclarecido.

De fato, os resultados deste estudo mostraram que pacientes com epilepsia
apresentaram elevados niveis de marcadores inflamatérios (TNF-a, IL138 e AChE),
assim como um aumento nos niveis do marcador de morte celular (caspase 3) e
dano ao DNA (Picogreen), sugerindo a participacdo das vias inflamatoéria e de morte
celular na epilepsia.

De acordo com Dodrill (1986), os pacientes epilépticos que apresentam crises
refratarias ao tratamento medicamentoso tendem a apresentar maiores
complicacBes cognitivas, psiquicas e sociais quando comparados a individuos sem a
doenca, sugerindo que quanto maior a frequéncia das crises, maior € a
probabilidade de comprometimento do funcionamento intelectual. Alguns sintomas
clinicos sdo capazes de interferir na qualidade de vida e rotinas diarias de pacientes
epilépticos. Entre estes sintomas destaca-se o prejuizo da memoria, considerado um
déficit cognitivo provocado pela epilepsia.

Memoéria e atencdo sdo processos interligados, sendo necessarios para
funcionamento do organismo e adaptacdo da vida cotidiana. A atencdo concentra
sua importancia em proporcionar a capacidade de selecionar - de todas as fontes de
estimulacdo fornecidas - somente a informacado que é Gtil ou importante para tarefas
ou acOes desempenhadas. (KANDEL, 2000).

A memoria constitui-se de redes neurais, as quais possuem grande

interdependéncia com as redes ligadas a atencdo. Desta forma, dificuldades com a



58

atencdo podem ser expressas como dificuldades de memoéria. (GALDUROZ e
SANTOS, 2006).

Além de a atencdo estar interligada com a memoria, outro importante
componente que se encontra interligado € o hipocampo, o qual tem sido considerado
a estrutura no desencadeamento da sindrome amnésica associada ao lobo temporal
mesial, observando-se uma correlacdo entre o grau de prejuizo e a magnitude do
comprometimento do hipocampo. (SCOVILLE e MILNER, 1957).

Segundo Portuguez (1998), a avaliacdo neuropsicologica evidencia a
alteracdo da memaria verbal ou ndo verbal nos pacientes com comprometimento de
estruturas  hipocampais no hemisfério dominante ou nao dominante,
respectivamente. Pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM)
frequentemente apresentam alteracdo de memoria, visto que o foco epileptogénico
esté localizado na area mais relacionada a funcées de memoria (hipocampo).

Um estudo realizado com 100 pacientes com epilepsia refrataria do lobo
temporal demonstrou que 70-80% apresentaram prejuizo cognitivo, com
comprometimento da memoria verbal ou visual. (HELMSTAEDTER et al., 2003).
Outro estudo comparando pacientes com epilepsia de lobo frontal (ELF) e epilepsia
de lobo temporal (ELT) mostraram prejuizos na memdaria prospectiva, contrariando a
hipétese inicial de que pacientes com ELT teriam um maior comprometimento na
memoria diaria. (CAHN-WEINER et al., 2009).

A funcdo da memodria prospectiva € muito utilizada no cotidiano, sendo
requisitada tanto em tarefas de curto prazo, como cuidar de desligar uma panela no
fogo; tarefas de longo prazo episddicas, como se lembrar de dar um recado a um
amigo, ou entdo, em tarefas de rotina, como tomar uma medicacdo diariamente em
um determinado horario (McDANIEL et al., 2009).

De fato, os resultados deste estudo demonstraram um declinio das memorias:
de trabalho, verbal episddico-seméantica, seméantica de longo prazo, visual de curto
prazo, prospectiva e total nos pacientes epilépticos. Além disso, uma analise de
correlacdo foi testada para investigar se o tempo de duracdo das crises esta

correlacionado com o prejuizo dos diferentes tipos de memdéria. No entanto, esta
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correlacdo mostrou-se nédo significativa, sugerindo que o prejuizo da memoria em
pacientes com epilepsia ndo esta correlacionado com o tempo de duracdo das
crises, mas sim com a condicdo epiléptica do paciente. Analisou-se também a
correlagdo da memoria com o marcador inflamatério AChE. No entanto, esta anélise
nao foi significativa, sugerindo que independentemente dos altos niveis de AChE em
pacientes epilépticos, estes ndo estao correlacionados com o prejuizo da memoria.

Outro fator relacionado a epilepsia, capaz de interferir de forma significativa
na vida de pacientes epilépticos € a depressdo. Esta comorbidade pode ser
decorrente da epilepsia, provavelmente devido a uma complexa interacdo entre
diversos fatores que podem estar associados.

Conceitua-se depressdo como uma doencga que se caracteriza por alteracdes
do humor e da atividade motora, alteragdes vegetativas, do ritmo circadiano, da
cognicdo e do comportamento. (ZORZETTO, 2009). Encontra-se classificada no
grupo das doencas afetivas, isto €, entre aquelas que tém uma evolucao ciclica,
onde se alternam periodos depressivos com fases de absoluta sanidade.
(MARRONI, 20086).

Quando comparado com a populacdo em geral, hd& uma maior frequéncia de
distarbios psiquiatricos em pessoas com epilepsia. A prevaléncia de qualquer
disturbio psiquiatrico varia de 19 a 48%, com diferencas acentuadas entre os tipos
de epilepsia considerados. (KANDRATAVICIUS et al., 2007).

Um estudo epidemiolégico de Blum et al.(2002), realizado nos Estados
Unidos, encontrou uma prevaléncia de 29% de depressdo em pacientes com
epilepsia comparado a 9% na populacdo geral. Kanner (2005) descreve que a
prevaléncia de depressdo é de 10 a 20% nos pacientes com crises controladas,
enguanto que em pacientes com epilepsia refrataria, esta prevaléncia varia entre 20
e 60%.

A depressao pode ser uma consequéncia da epilepsia, uma vez que fatores
bioldgicos, assim como as alteragbes quimicas e estruturais estdo envolvidas nos
circuitos do sistema limbico, responsaveis pela sede do processamento das

emocodes e do comportamento. (MARCANGELO et al., 2007). Desta forma, fatores
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ambientais que possam estar envolvidos no desenvolvimento de comorbidades
psiquiatricas, como a depressao na epilepsia, incluem o estigma social, a perda da
independéncia, as limitacbes legais (por exemplo: licenca para dirigir veiculos), entre
outras. (DE BOER et al., 2008).

Finalmente, os resultados encontrados neste estudo mostraram que do total
de pacientes epilépticos avaliados para o teste de depressao, 65,6% apresentaram
diferentes niveis de depressdo. Porém, uma analise de correlagdo mostrou-se néo
significativa quando comparado o tempo da duragdo das crises com a depressao,
sugerindo que independente do tempo da duracdo da crise epiléptica, a doenca € a
responsavel pelo desenvolvimento da depressédo (quadro depressivo). Além disso,
nao houve correlacdo significativa quando comparada a depressdo com O0sS
diferentes tipos de memoria, sugerindo a ideia de que a epilepsia é a responsavel

pelo desenvolvimento de diferentes quadros de depresséao e prejuizos de memoria.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados encontrados sugerem que o aumento dos niveis da AChE pode
estar relacionado com as crises epilépticas, disfuncdo cognitiva e sintomas
psicologicos. Além disso, o aumento na atividade da colinesterase também pode
estar associado a inflamacao no sistema nervoso através da producao de citocinas.
Estes eventos levam a ativacdo das caspases pela via apoptoética e culminam no
dano ao DNA. (llustracéo 4)

Desta forma, € importante considerar que a inibicdo da inflamacao cerebral e
a modulacédo colinérgica possam fornecer um novo padrdo para o desenvolvimento
de estratégias para o tratamento do prejuizo de memadria em pacientes epilépticos.
No entanto, sdo necessarios maiores estudos para o melhor entendimento desta

relacéo.
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llustracdo 4- Possiveis mecanismos responsaveis pela disfuncdo cognitiva e
epilepsia.

Apoprtosone

*Detalhamento: As crises epilépticas induzem a ativagdo microglial, consequentemente liberando
fatores inflamatérios (TNF-a e IL 1B) causando o dano neuronal. A injaria neuronal libera fatores
neurotoxicos (ativadores microgliais) que reativam a microglia, gerando um ciclo vicioso. Apés a
ligacdo do TNF-a ao seu receptor de morte (DR), ocorre a ativagéo de caspases executoras, como a
CASP 8, através da via extrinseca da apoptose. Da mesma forma, a IL-1p induz a apoptose através
da ativacdo da CASP 8. A caspase 8 também pode induzir a ativagcdo da via apoptotica intrinseca
através da clivagem da Bcl-2, contribuindo para a oligomerizacdo de Bax e Bak e iniciando os
eventos apoptoéticos mitocondriais. Estes eventos induzem um aumento da producdo de espécies
reativas e liberacdo de fatores apoptogénicos mitocondriais (como o0 citocromo c) ao citosol,
conduzindo a uma ativacdo da caspase 3 e dano ao DNA. Esses eventos podem resultar na
disfuncéo cognitiva observada neste estudo.

Fonte: Adaptado por BLOCK et al., (2007) BEN e ASSAYAG et al., (2010)
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Anexo A - Correlacédo da duracédo das crises com a depressao. *p>0.05

Dados ndo mostrados

Figura 6.
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Anexo B - Correlacdo da depressdo e memaria em grupos controle e epilepsia.

*n>0.05
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Anexo C- Correlacdo da acetilcolinesterase e memoria. *p>0.05

Figura 8.
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Anexo D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Pacientes com
Epilepsia

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Pacientes com Epilepsia

Titulo do projeto: AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA, E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

Pesquisador responsavel: médica e professora da neurologia, Dr2. Michele Rechia Fighera
Instituicdo/departamento: HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA/ CCS.

Telefone para contato: (55) 3220 8544; (55) 8124 9886 (Médica responsavel Michele Rechia
Fighera)

Local da coleta de dados: AMBULATORIO DE EPILEPSIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE SANTA MARIA.

Eu . residente na
n° . com telefone n°
, portador da carteira de identidade n° , aceito participar

do projeto de pesquisa do curso de Medicina da UFSM com o titulo: "Avaliagdo Neuropsicolégica
e dos Marcadores Inflamatérios nos Pacientes com Epilepsia”. Um estudo de caso controle.
Informo que fui esclarecido sobre o significado do projeto e que os dados fornecidos sobre minha
pessoa ou da pessoa a qual me responsabilizo de acordo com o Cdédigo Civil Brasileiro, ndo
serdo nomeados e identificados diretamente, mas faréo parte de um banco de dados coletivo, de
todos os participantes que tiveram suas informac6es coletadas. Dessa forma, os pesquisadores
do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos pacientes cujos dados seréao
coletados no ambulatério de epilepsia do HUSM, por meio de questionarios aplicados pelo
médico responsavel e os alunos do curso de medicina, sob sua orientac&o.

Concordam, igualmente, que estas informacdes seréo utilizadas Unica e exclusivamente para
execucao do presente projeto.

As informagfes somente poderdo ser divulgadas de forma anénima e serdo mantidas na sala
1445, do Dept® de Neuropsiquiatria, sob a responsabilidade da médica Michele Rechia Fighera.

Sei que ndo ha riscos a minha saude e que apenas irei fornecer informacdes a pesquisa,
sendo que isto nédo ira afetar diretamente meu tratamento. Fui esclarecido que esta pesquisa tem
0 objetivo de melhorar os conhecimentos sobre a minha patologia e a possibilidade de um
tratamento mais adequado.

A médica e professora Dr2 Michele Rechia Fighera é a orientadora do projeto e com ela
pPOSSO me comunicar caso necessario.

Minha imagem e dados pessoais ser8o reservados, sendo utilizados apenas com meu

expresso consentimento. Meu nome sera mantido em pleno sigilo e os resultados da pesquisa
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serdo usados apenas para fins cientificos (publicacdo em revistas médicas e provavelmente
apresentacéo em congressos).

Estou consciente de que esta pesquisa se justifica pelo apontamento de cientistas que
referem a importancia de conhecer os pacientes com epilepsia de sua comunidade, para melhor
comparar a eficacia dos tratamentos aplicados em Santa Maria com resultados de outros grupos
nacionais e internacionais, assim, em um futuro breve, caso necessario, melhorar a estrutura e
forma de atendimento e tratamento. Sei que esse levantamento de dados sera realizado através
da aplicacao de um questionario, e que ele ndo oferece riscos para mim.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram
lidas e explicadas verbalmente para mim, neste estudo.

Eu discuti com a médica Michele Rechia Fighera, sobre a minha decisédo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais os propésitos do estudo e as garantias de
confidencialidade (lido e anexado por escrito a este termo de consentimento que irei assinar) e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Por fim, declaro-me disposto a servir com meus dados médicos e afins que possam ser
relevantes neste projeto, que visa saber o conjunto de pessoas com epilepsia que se tratam no
Hospital Universitario de Santa Maria, reunindo informac¢des médicas e socioecondmicas que
possam ser Uteis, bem como os resultados desta pesquisa podem contribuir com a vida de

outras pessoas que sofrem do mesmo problema. Portanto, permito a publicagdo dos resultados.

Assinatura do/a Participante N. identidade(Cl)

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data: /| [
Endereco para contato: Ambulatério de Epilepsia - Hospital Universitario de Santa Maria, HUSM.
Faixa de Camobi, Km 9 — Campus Universitario. CEP: 97105-900
Santa Maria/RS — Brasil. Telefone: (55) 32208544 ou 32208427 (Dra. Michele Fighera)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de Acordo com a Resolucdo 196/1996 do

Conselho Nacional de Saulde
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Anexo E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os controles que

Participaram da Pesquisa

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os Controles que Participaram da
Pesquisa

Titulo do projeto: AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

Pesquisador responsavel: Médica e professora da neurologia, Dr2. Michele Rechia Fighera
Instituicdo/departamento: HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA/ CCS.

Telefone para contato: (55) 3220 8544; (55) 8124 9886 (Médica responsavel
Michele Rechia Fighera)

Local da coleta de dados: AMBULATORIO DE EPILEPSIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE SANTA MARIA.

Eu . residente na
n° . com telefone n°
, portador da carteira de identidade n° , aceito participar

do projeto de pesquisa do curso de Medicina da UFSM com o titulo "Avaliacdo Neuropsicoldgica
e dos Marcadores Inflamatérios nos Pacientes com Epilepsia." Um estudo de caso controle.
Informo que fui esclarecido sobre o significado do projeto e que os dados fornecidos sobre minha
pessoa ou da pessoa a qual me responsabilizo de acordo com o Cdédigo Civil Brasileiro, ndo
serdo nomeados e identificados diretamente, mas fardo parte de um banco de dados coletivo, de
todos os participantes que tiveram suas informac6es coletadas. Dessa forma, os pesquisadores
do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos participantes cujos dados
serdo coletados por meio de questionarios aplicados pelo médico responsavel e os alunos do
curso de medicina, sob sua orientacdo. Concordam, igualmente, que estas informacdes serdo
utilizadas Unica e exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informagBes somente
poderdo ser divulgadas de forma andnima e serdo mantidas na sala 1446, do Dept® de
Neuropsiquiatria, sob a responsabilidade da médica Michele Rechia Fighera.

Fui esclarecido que esta pesquisa tem o0 objetivo de melhorar os conhecimentos sobre a
epilepsia e a possibilidade de um tratamento mais adequado para 0s pacientes.

A médica e professora Dr2 Michele Rechia Fighera é a orientadora do projeto e com ela
POSSO me comunicar caso Necessario.

Minha imagem e dados pessoais serdo reservados, sendo utilizados apenas com meu

expresso consentimento. Meu nome serd mantido em pleno sigilo e os resultados da pesquisa
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serdo usados apenas para fins cientificos (publicacdo em revistas médicas e provavelmente
apresentacéo em congressos).

Estou consciente de que esta pesquisa se justifica pelo apontamento de cientistas que
referem a importancia de conhecer os pacientes com epilepsia de sua comunidade comparando
com o grupo controle para melhor comparar a eficacia dos tratamentos aplicados em Santa
Maria com resultados de outros grupos nacionais e internacionais, assim, em um futuro breve,
caso necessario, melhorar a estrutura e forma de atendimento e tratamento. Sei que esse
levantamento de dados serd realizado através da aplicacdo de um questionario, e que ele ndo
oferece riscos para mim.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
e explicadas verbalmente para mim, neste estudo.

Eu discuti com a médica Michele Rechia Fighera e/ou com as alunas Aline Kegler e Josi
Arend, sobre a minha decisdo em patrticipar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais os
propdsitos do estudo e as garantias de confidencialidade (lido e anexado por escrito a este termo
de consentimento que irei assinar) e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacéo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Por fim, declaro-me disposto a servir com meus dados médicos e afins que possam ser
relevantes neste projeto, que visa saber o conjunto de pessoas com epilepsia que se tratam no
Hospital Universitario de Santa Maria, reunindo informacdes médicas e socioecondémicas que
possam ser Uteis, bem como os resultados desta pesquisa podem contribuir com a vida de

outras pessoas que sofrem do mesmo problema. Portanto, permito a publicagdo dos resultados.

Assinatura do/a Participante N. identidade(Cl)

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data: /]
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Endereco para contato: Ambulatério de Epilepsia - Hospital Universitario de Santa Maria, HUSM.
Faixa de Camobi, Km 9 — Campus Universitario. CEP: 97105-900

Santa Maria/RS — Brasil.

Telefone: (55) 32208544 ou 32208427 (Dra. Michele Fighera)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de acordo com aresolucédo 196/1996 do

Conselho Nacional de Saude
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Anexo F- Termo de Confidencialidade

Titulo do projeto: AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA

Pesqusador responsavel: Prof: Dra Michele Rechia Figheira
Instituicdo/Departamento: UFSM/Departamento de Neuropsiquiatria

Telefone para contato: (55) 32208544, (55) 81249886 (Médica responsavel
Michele Rechia Figheira)

Local da coleta de dados: AMBULATORIO DE EPILEPSIA DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados através da ficha de
avaliacdo no Ambulatério de Epilepsia. Concordam, igualmente, que estas
informacdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para execucdo do presente
projeto. As informacdes somente poderdo ser divulgadas de forma anénima e
serdo mantidas na sala 1446, do Depto de Neuropsiquiatria, Centro de Ciéncias
da Saude, por 5 anos sob responsabilidade da médica Michele Rechia Figheira.
Apés este periodo, os dados serdo destruidos. Este projeto de pesquisa foi
revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFSM em
20/11/2012 com o numero CAAE 10554612.1. 0000.5346

Assinatura do pesquisador responsavel
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Identificac&o

1. SAME: 2. Idade | 3.Data:

4. Retorno n°: 5. Procedéncia:

6. Escolaridade:

7. Familiar: Renda R$

8. Informante: Escolaridade

Fornecimento de Informagdes

9. Paciente: ( ) 1. Informatudo. ( )2.Informa parcialmente. ( )3. Nao informa.

10. Acompanhante (grau de relagdo, p.ex:

() L.Informatudo. () 2.Informa parcialmente. () 3. Nao informa.

Caracterizacdo das crises

11. Com que idade ocorreu a 12 crise convulsiva:
1.()<28dias. 2. ()1 —-6meses.3.()6—-12meses. 4. ()1—-2anos.5.()2-5anos.

6.()6—10anos.7.()11-14anos. 8. () 14— 17 anos. 9. () 18 — 29 anos. 10. () 30 — 49 anos.

11. () 50 — 65 anos. 12. () >65 anos. 13. () N&o sabe informar.

12. Com relagéo as crises, ocorria perda da consciéncia:
1. () Sim. 2. () N&o. 3. () N&o sabe informar.

13. Antes da ocorréncia das crises, o paciente sentia (referia sentir) algum sintoma:
1. () Sim. 2. () Nao. 3. () Nao sabe informar.

Qual: 1.1. () Nausea e/ou vomito

1.2. () Cefaléia

Semiologia das crises parciais

14. Aura:

(' )1. Somato-Sensorial
Elementar

(' )3. Auditiva Elementar
Viscerosensorial

( )5. Cefalica

( )2.Visual

()4

(' )6. Vertigem

( )7. Confuséo Consciente ( )8. Sensacdo

de Queimor
(' )9. Experiencial

( )10. N&o

15. Presenca de
automatismos:

( )1.Sim

( )2. Néao

16. Automatismos
Gestuais:
()1.SimD
()2.SimE

( )3. Sim Bilateral
( )4. Nao

17.
Automatismos
Mastigatorios:
( )1.Sim

( )2.Néo
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)7. Confuséo Consciente
)8. Sensacao de Queimor

18. Presenca e tipo outras manif. 19.Automatismos 20. Desconexao: | 21. Distonia:
Motoras/Vegetativas: Hipermotores: ()1.Sim ( )1.SimD
( )1. Clonia Facial : ()11.D. ()12.E.|()1.SimD ( )2. Néo ( )2.SImE
() 1.3. Nao. ()2.SimE ( )3.Sim
( )2.Versé@o dacabeca :( )2.1.D ( )2.2. E | ( )3. Sim bilateral bilateral

( )2.3.Bil ( ( )4. Nao ( )4. Néo
)2.4..Néo
(' )3. Clonia MsSs: ()3.1.D ()3.2.E

( )3.3.Bil ()3.4.
N&o
( )4. Clonia Msls: ()41.D ()4.2.E

(1)4.3.Bil ()4.4.
N&o

Semiologia das crises parciais com generalizacéo

22. Aura: 23. Presenca de 24. Automatismos | 25.
( )1. Somato-Sensorial ( )2.Visual automatismos: Gestuais: Automatismos
Elementar ( )1.Sim ()1.SimD Mastigatorios:
(' )3. Auditiva Elementar ( )2. Nao ()2.SimE ( )1.Sim
(' )4. Viscerosensorial ( )3. Sim bilateral | ( )2. N&o
(' )5. Cefalica (' )6. Vertigem ( )4. Nao
(' )7. Confusédo Consciente
( )8. Sensacao de Queimor
(' )9. Experiencial ( )10. Nao
26. Presenca e tipo outras manif. 27. Automatismos 28. Desconexao: | 29. Distonia:
Motoras/Vegetativas: Hipermotores: ( )1. Sim ()1.SimD
( )1. Clonia Facial : ()1.1.D. ()1.2.E.|( )1.SimD ( )2.Néo ()2.SimE
( )1.3.Néo. ()2.SimE ()3.Sim
( )2.Versédodacabeca:( )2.1.D ( )2.2. E | ( )3. Sim bilateral bilateral

( )2.3.Bil()2.4. ( )4. Nao ( )4. Nao
N&o
( )3. Clonia MsSs: ()3.1.D ()3.2.E

()3.3.Bil (
)3.4..Néo
(' )4. Clonia Msls: ()41.D ()42.E

()4.3.Bil ( )4.4.
Nao

Semiologia das crises generalizadas

30. Aura: 31. Presenca de 32. Automatismos | 33.
( )1. Somato-Sensorial automatismos: Gestuais: Automatismos
( )2.Visual Elementar ( )1.sim ()1.SimD Mastigatorios:
(' )3. Auditiva Elementar ( )2.nédo ()2.SimE ( )1.Sim
(' )4. Viscerosensorial ( )3. Sim bilateral | ( )2. Nao
( )5. Cefalica (' )6. Vertigem ( )4. Nao
(
(
(

)9. Experiencial ( )10. Néo
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34. Presenca e tipo outras manif.

35.Automatismos 36. Desconexao: 37. Distonia:

Motoras/Vegetativas: Hipermotores: ( )1.Sim ()1.SimD
( )1. Clonia Facial : ()l1.D ()12.E |( )1.SimD ( )2.Néo ()2.SIimE
( )1.3..Néo ()2.SImE ()3.Sim
( )2.Versdo dacabeca :( )2.1.D ( )2.2. E | ( )3. Sim bilateral bilateral
()2.3.Bil ( )2.4. ( )4.Néo ( )4. Nao
N&o
(' )3. Clonia MsSs: ()3.1.D ()3.2.E
()3.3.Bil ()3.4.
N&o
( )4. Clonia Msls: ()41.D ()4.2.E
(1)4.3. Bil (
)4.4.N&o

Frequéncia/Duracédo das Crises

38. Frequéncia das crises parciais:
()1. Mais de 1 por dia.

39. Frequéncia das crises parciais com generaliza¢&o:
()1. Mais de 1 por dia.

()2. Menos de 1 por dia, porém mais de 1 | ()2. Menos de 1 por dia, porém mais de 1 por semana.

por semana.

()3. Menos de 1 por semana, porém mais do que 2 por més.

()3. Menos de 1 por semana, porém mais | ()4. Uma a cada més.

do que 2 por més.

()4. Uma a cada més.
()5. Uma a cada 3 meses.
()6. Uma a cada 6 meses.
()7. Uma a cada ano.

()8. N&o teve mais crises.
()9. Néo.

()5. Uma a cada 3 meses.
()6. Uma a cada 6 meses.
()7. Uma a cada ano.

()8. N&o teve mais crises.
()9. Néo.

40. Frequéncia das crises generalizadas:

()1. Mais de 1 por dia.

()2. Menos de 1 por dia, porém mais de 1 por semana.

()3. Menos de 1 por semana, porém mais do que 2 por més.
()4. Uma a cada més.

()5. Uma a cada 3 meses.

()6. Uma a cada 6 meses.

()7. Uma a cada ano.

()8. N&o teve mais crises.

()9. Néo.

41. Duragdo média atual das crises.
()1. <1 minuto

()2. 1-2 minutos

()3. 2 -5 minutos

()4. 5-10 minutos

()5. 10 - 30 minutos

()6. > 30 minutos = crise continua
()7. NA&o sabe informar.

()8. NA&o apresenta mais crises

42. Crise parcial: qual é a duragdo média das crises:

1. () < 1 minuto. 2.() 1 -2 minutos. 3. () 2 — 5 minutos.
4.()5-10 minutos. 5. () 10— 30 minutos.

6. () > 30 minutos = crise continua. 7. () Nao

43. Crise parcial com generalizacao: qual € a duragdo média das
crises:

1. () < 1 minuto. 2. () 1 -2 minutos. 3. () 2 — 5 minutos.
4.()5-10 minutos. 5. () 10 — 30 minutos.

6. () > 30 minutos = crise continua. 7. () Ndo

44. Crise generalizada: qual é duracao média das crises:
1. () < 1 minuto. 2. () 1 -2 minutos. 3. () 2 -5 minutos.
4.()5—10 minutos. 5. () 10 — 30 minutos.
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6. () > 30 minutos = crise continua. 7. () Nao

Outras Manifestacbes

45, Ap6s a crise acabar, 0 paciente apresenta algum sintoma:

()1. Sonoléncia.
()6. Parestesia.

()2. Confus&o mental.

()3. Amnésia. () 4.Paresia.
()7. Agitacdo psicomotora. ()8. Alteracéo visual/auditiva.

()5. Paralisia.

()9. Nao apresenta sintomas poés-crise.

()10 Né&o sabe informar.

46. Tempo de duracéo dos sintomas pos-crise:

1. () < 10 minutos.
24 horas.
6. () > 24 horas.

2. () < 30 minutos. 3. () <1 hora. 4.()1-2horas. 5()2-

7. () Nao apresenta sintomas pds-crise. 8. () Nao sabe informar.

47. Quais o0s sintomas ou
manifestacfes novas:

Sintomas motores:
()1. Ténicos
()2. Clénicos

()3. Tbnico-Clbnicos

()5. Mioclénicos
()6. Atdnicos

()11. Nausea e/ou vomito
()12. Cefaléia
()13. Paresia/paralisia/parestesia (sublinhar).

()7. Nao tem sintomas ou
manifestagbes novas

()9. Perda da consciéncia.
()10. Perda da consciéncia

()18. Nao

Alteracfes no EEG

48. Descargas
Interictais:
1. Exclusivamente
temporais
Anteriores/médios
()11
.Unilateral
( )1.2. Bilateral

2. Extratemporais +
temp

()21
.Unilateral

( )2.2. Bilateral

3. Temporais
Anteriores + pos
( )3.1.uni

49. Padréo Ictal:

( )1. Ativ. Theta Ritmica

( )2. Ativ. Beta Ritmica

( )3. Ativ. Delta Ritmica

( )4. Atenuagéo Local

( )5. Desc. Repetitivas

( )6. Interrupcéo de descargas

50. Extensdo das Descargas Interictais:

( )7. Inicio generalizado
( )8. Inicio com padréo indefinido ou
artefatos

51. M&xima Eletronegatividade:
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( )3.2. bil

VEEG

52. Descricdo da crise:

Neuropsicologia

53. Dominéncia: 54. Ap. Verbal: 55. QI estimado:

(' )1. Direita

( )2. Esquerda

56. Boston: 57. Mem. Ldgica I: 58. Mem logica Il

59. Fig. Rey Copia: 60. Fig. Rey Record: 61. Cubos: 62. Vocab.:
Medicagdes

63. Que medicacbes estd usando atualmente:

()1. Fenobarbital. ()2. Fenitoina. ()3. Carbamazepina. ()4. Acido Valproico. ()5.

Oxcarbazepina

()6. Topiramato. ()7. Lamotrigina. ()8. Vigabatrina. ()9. Clobazam. ()1o0.

Nitrazepam.

()11. Clonazepan. ()12 Diamox. ()13 Etoxin. ()14 Nao sabe informar.  ()15.

Outra

64. Qual foi a primeira medicacdo usada para controlar as crises:

1. () Fenobarbital. 2. () Fenitoina. 3. () Carbamazepina. 4. () Acido Valproico.

5. () Oxcarbazepina. 6. () Etoxin. 7. () Clobazan. 8. () Clonazepan. 9. () Diamox.
10. () Nitrazepan. 11. () Lamotragina. 12. () N&o sabe informar.

65. Que outras medicagdes ja utilizou, porém foram suspensas:

1. () Fenobarbital. 2. () Fenitoina. 3. () Carbamazepina. 4. () Acido Valpréico.

5. () Oxcarbazepina. 6. () Topiramato. 7. () Lamotrigina. 8. () Vigabatrina.

9. () Clobazam. 10. () Clonazepan. 11. () Nitrazepam. 12. () Diamox. 13. () Etoxin.
14. () Nao sabe informar.

66. Que medicacfes estd usando atualmente:

1. () Fenobarbital. 2. () Fenitoina. 3. () Carbamazepina. 4. () Acido Valproico.

5. () Oxcarbazepina. 6. () Topiramato. 7. () Lamotrigina. 8. () Vigabatrina.

9. () Clobazam. 10. () Nitrazepam. 11. () Clonazepan. 12. () Diamox. 13. () Etoxin.
14. () Nao sabe informar.
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67. Ja usou ou faz uso de medicamentos genéricos:
1. () Sim. 2. () Nao. 3. () N&o sabe informar.

68. Dose e

Fatores de risco

69. Apresentou
crises febris
simples:
1.()Sim. 2. ()
N&o. 3. () Nao
sabe informar.

72. Apresentou
crises febris
complicadas:
1.()Sim. 2. ()
N&o. 3. () Nao
sabe informar

75. Ja teve crise
epilética provocada
por febre:

2. () Nao.
Quantas: 1.1. () 1
1.2. () Menos de 3.
1.3. () Menos de 5.
1.4. () Mais de 5.
1.5. () N&o sabe
informar.

78. J4 sofreu
traumatismo
cranioencefalico
grave (lembrar
definicdo do termo,
confirmar no
prontuario):

1. () Sim. Com que

70. Ja foi submetido a cirurgia
neurolégica:

o sabe informar

73. Estad em tratamento para ou
possui outra doenga crénica:
1. () Doenca Cardiovascular.

cisticercos)
8. () Outra.

71. Em relagéo a idade gestacional do
paciente ao nascimento:

1. () RNPréT <37sem. 2. () RNAT. 3. ()
RNPGsT _42 sem. 4. () N&o sabe informar.

74. Em relacdo ao peso do paciente ao
nascimento:

1. () Menos de 1000g. 2. () 1000 — 1500g.
3. () 1500 - 2000g. 4. () 2000 — 2500g.

5. () > 2500g. 6. () Nao sabe informar.

76. Em relacéo ao escore de APGAR:

1. 1°minuto:......cceune..ee. 2.5°
MiNUEO: ... vvveeeeeeee, 3.10°
MINULO: ... iivieeeiennes

4. () Dados indisponiveis.

77. Em relacéo a intercorréncias no periodo
neonatal, o paciente apresentou:

1. () Asfixia neonatal.

2. () Sepse neonatal. Com meningite
neonatal: 2.1 () sim. 2.2 (') n&o.

3. () Infeccdo congénita do grupo TORCH.
4. () Ictericia neonatal.

5. () Tocotraumatismo.

6. () N&o teve intercorréncias.

7. () Nao sabe informar.

79. Ja teve outra doenca que necessitou
internacéo hospitalar:

2. () N&o. 3. () Nao sabe informar
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idade:.....cccoovveeeeennnn. 9. () Nao.

. 10. () Nao sabe informar.
2. () Néo.

3. () Néao sabe

informar.

80. Tem

diagnostico
confirmado de
alguma doenca ou
sindrome genética:

2. () Néo.
3. () N&o sabe
informar.

81. Possui exame de imagem demonstrando
les&o ou alteracao cerebral:

Neuroimagem

82. Critérios Hipocampo:

(
(

)1. Posicéo Medial em Relagéo a Corno Temporal
)2. Redondo; Aspecto Globular; Orientagdo Vertical
)3. Fissura Coroidal Vazia

)4. Fimbria Misplaced

). 5 normal

) 6. atrofico

83. Sulco Colateral:
( )1. Profundo e Verticalizado

(' )2. Penetrando na fissura coroidea vazia

(1)3. Normal

38. Giro Parahipocampal:

( )1. Reducéo da porcgéo adjacente a fissura
hipocampal

( )2. Normal

84. Subiculum:

(

)1. Anormal; Grosso

() 2. Normal

85. Outras patologias associadas:

1. ( ) Disgenesia

2. () alteracéo espessura subst cinzenta
( ) Esclerose

() Redugéo do pdlo temporal

( ) Cisto

() Alteracéo de sinal da sub branca
() displasia

() Perda da interface entre a sub.branca e
inzenta

.( ) Normal

) Atrofia de c. mamilar

) Atrofia hemisfério

) Fornix atrofiado

) encefalomalacea

3.
4,
5.
6.
7.
8.
Cc
9
1
1
1
1

0. (
1. (
2.(
3. (






