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A epilepsia € uma doenca neuroldégica que afeta em torno de 1% da
populacdo mundial, tendo consequéncias no ambito neurobiolégico, neuroquimico,
cognitivo e psicologico. Apesar do bom progndstico, o elevado niumero de pacientes
com epilepsia, que apresentam convulsdes refratarias aos medicamentos, reflete a
falta de um melhor entendimento dos distarbios excitotoxicos caracteristicos desta
doenca. A partir disto, o objetivo deste estudo foi investigar se existe uma
associacdo entre os marcadores apoptéticos e a via inflamatoria em individuos
epilépticos e naqueles sem a doengca. Amostras de sangue foram coletadas de
pacientes com epilepsia e posteriormente foram analisados os niveis de proteina
carbonil, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (INF-Y),
acetilcolinesterase (AChE), caspases (CASP8 e CASP3) e picogreen (PG). Os
resultados mostraram um aumento em todos os parametros bioquimicos analisados
no sangue de pacientes com epilepsia quando comparado aos controles. Além
disso, foi observada uma correlacdo positiva entre TNF-a com as caspases (8 e 3).
O IFN-Y correlacionou-se apenas com 0s niveis da caspase 3. A correlacdo entre os
parametros analisados com a gravidade das crises epilépticas e o tratamento com
farmacos antiepilépticos (FAEs) nao foi significativa, indicando que a administracéo
de medicamentos para controle das crises e melhora dos sintomas né&o influenciou
nos resultados obtidos. Dessa forma, os nossos dados sugerem que as crises
epilépticas podem induzir a geracdo de um ciclo vicioso entre neuroinflamacédo e
apoptose celular, induzindo ao estresse oxidativo e resultando no dano ao DNA nos
pacientes com epilepsia. Além disso, nds sugerimos que o uso de FAES que atuem
na via do TNF-a ou IFN-Y poderia representar uma terapia complementar no
tratamento dos pacientes epilépticos.

Palavras-chave: epilepsia, neuroinflamacao, fatores apoptéticos, dano ao DNA,
estresse oxidativo.
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Epilepsy is a neurological disease that affects around 1% of world population,
with neurobiological, neurochemical, cognitive and psychological consequences.
Despite the good prognosis, the high number of epilepsy patients who have
refractory seizures to medicine, reflects lack of a better understanding about
excitotoxic disorders characteristic of the disease. So, the aim of the study was to
investigate if there is an association between apoptotic markers and inflammation
pathway in epileptic subjects and those without the disease. Blood samples were
collected from subjects with epilepsy and were measured protein carbonyl, tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-Y), acetylcholinesterase
(AChE), caspases (CASP8 and CASP3) and picogreen (PG). The results showed an
increase in all analyzed biochemistry parameters from epilepsy subjects when
compared to healthy, suggesting that there is a relation between this disease with
apoptotic and inflammatory markers. Furthermore, there was a positive correlation
between TNF-a with CASP 8 and 3. IFN-Y was just correlated with caspase 3. The
correlation between analyzed parameters with seizure severity and antiepileptic
drugs (AEDs) treatment was not significant, indicating that medicine administration
and symptoms improve did not influence obtained results. So, our results suggest
that epileptic seizures can induce the creation of a vicious circle between
neuroinflammation and cell death, resulting in DNA damage in epilepsy patients.
Furthermore, we suggest that AEDs acting in TNF-a or IFN-Y pathway could
represent an adjunctive therapy in epilepsy patients treatment.

Keywords: epilepsy, neuroinflammation, apoptotic factors, DNA damage, oxidative
stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € um dos mais frequentes transtornos neuroldgicos graves,
atingindo cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo, 40 milhdes delas em paises
em desenvolvimento (HEANEY et al.,, 2002). Sua prevaléncia gira em torno de 5-
10/1.000, apresentando-se em geral, com uma distribuicdo bimodal: picos de
incidéncia no primeiro ano de vida e apds os 60 anos de idade (SANDER, 2003).

No Brasil, embora poucos sejam os estudos epidemioldgicos, a prevaléncia
esta aproximadamente entre 5.1 a 8.2/1.000 (GUERREIRO et al., 1999). Atualmente
€ considerada um problema de salde publica, devido as consequéncias
socioeconbmicas, organicas e psicolégicas que acarreta (BRADLEY et al., 2004).

O termo epilepsia abrange diversas sindromes, cuja caracteristica principal é
a recorréncia, nao provocada, de crises epilépticas (COSTA et al., 1998). As
manifestacdes clinicas da epilepsia iniciam abruptamente e sao altamente variaveis
na forma de apresentacédo: alteracdo da consciéncia, transtornos motores, sensitivos
e autondmicos (ELGER e SCHMIDT, 2008), que podem ser resultado dos processos
gue culminam em hiperexcitabilidade neuronal.

O substrato fisiopatolégico comum para todos os tipos de crises epilépticas é
o desequilibrio entre a neurotransmissdo excitatoria (glutamatérgica) e inibitoria
(GABAérgica) sobre os circuitos neuronais. Desta forma, uma reducdo na
propagacéo do impulso GABAérgico e aumento na transmisséo glutamatérgica pode
causar uma ativacdo supra-fisiologica dos seus receptores e, consequentemente,
um desbalancgo energético celular, estresse oxidativo e neuroinflamagéo, culminando
na morte neuronal (BENARROCH, 2010). Além disso, mutacbes nos canais
voltagem-dependente de sodio, potassio, cloreto e calcio podem resultar em
despolarizacdo acentuada ou repetitiva, contribuindo para a hiperexcitabilidade
neuronal e convulsdes (MCCORMICK e CONTRERAS, 2001; ARMIJO et al., 2002;
SINGH et al., 2002; MELDRUM e ROGAWSKI, 2007; FATTORE e PERUCCA, 2011;
VEZZANI et al., 2011).

Em relacdo a variabilidade das manifestacdes clinicas, estas se justificam
pelas diferentes regides envolvidas na hiperexcitabilidade neuronal, e a atual
classificacdo baseia-se em achados clinicos e eletroencefalograficos (MARCHETTI,



2001).

As epilepsias e as crises epilépticas sdo atualmente classificadas, em relacéo
a sintomatologia, em focais ou generalizadas (BERG et al., 2010). Nas primeiras, 0
tipo de crise é determinado pelo ponto de origem da descarga neural, a chamada
zona de origem ictal, e pelo seu grau de propagacao no cérebro. No entanto, nem
sempre a zona de origem ictal € a geradora das manifestacdes clinicas (zona
sintomatogénica), nestes casos tratando-se de um “cortex silencioso” (ROSENOW e
LUDERS, 2001). A fisiopatologia das crises generalizadas é diversa, caracterizando-
se por uma disfuncdo, geralmente de origem genética, dos circuitos tdlamo-corticais
(MCCORMICK e CONTRERAS, 2001). Quanto a etiologia, as epilepsias sao
classificadas atualmente como genéticas, estruturais/metabdlicas ou de causa
desconhecida (BERG et al., 2010). Estes termos vem substituir os antigos conceitos
de crises idiopaticas (sem lesdo estrutural cerebral associada), sintomaticas (com
lesdo estrutural associada) ou criptogénicas, cuja etiologia era presumivel, porém
nao diagnosticada.

O prognéstico geral para o controle das crises € bom: 70% dos pacientes
entram em remissao apos 5 anos do diagnostico (COCKERELL et al., 1997). Mesmo
assim, ha um aumento do risco de mortalidade tanto para a populacédo adulta quanto
a pediatrica (RAFNSSON et al., 2001).

1.2 Ainflamacao e o Sistema Nervoso

O sistema imune constitui-se de células e moléculas responsaveis pelo
reconhecimento de organismos invasores estranhos, impedindo sua disseminagao
(PARHAM, 2001). Neste sentido, evidéncias experimentais demonstram que o
sistema nervoso central (SNC) interfere na resposta imunologica e essa exerce
influéncia sobre este sistema, modulando-se reciprocamente (BUTTS e
STERNBERG, 2008). Dentre estas respostas imunoldgicas, esta a inflamacao, que
pode ser desencadeada por alguma leséo infecciosa, traumatica ou toxica (PERRY
et al., 1995) e caracteriza-se pelo recrutamento de células do sistema imune,
alteracdes da permeabilidade vascular, sensibilizacdo de terminacfes nervosas e

producdo de moléculas denominadas mediadores inflamatérios (WILLIAMS, 1983).



A atividade pro-inflamatéria constitui-se de uma série de linhagens celulares
atuantes conforme o estimulo ambiental celular onde se encontram. Proteinas
sollveis, as citocinas, sdo as responsaveis pela identificacdo deste ambiente, assim
como as células do sistema fagocitario, principalmente os macrofagos, sdo as
principais efetoras da resposta inflamatoria.

O encéfalo € envolto por um grupamento de células endoteliais
especializadas capazes de conferir protecdo através de uma barreira semipermeavel
e seletiva, a barreira hematoencefélica (BHE), que juntamente com os locais de
drenagem linfatica garante uma protecao diferenciada ao SNC. Consequentemente,
os mediadores pos-insulto encontrados no cérebro sdo majoritariamente sintetizados
por células do parénquima cerebral, células da BHE e do plexo cordide (VEZZANI e
GRANATA, 2005).

O recrutamento leucocitario periférico possui influéncia sobre a BHE. Quando
presente, o estimulo lesivo promove uma instabilidade nesta barreira mediante a
ativacdo de metaloproteinases (enzimas pertencentes a familia das proteases)
(ZHANG et al., 2010), permitindo o contato das células do sistema imune periférico
com o interior do encéfalo. O tecido cerebral lesionado libera mediadores
estimulando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-q,
favorecendo a expressdo de moléculas de adesdo e integrinas de membrana,
promovendo a adeséo leucocitaria e quimiotaxia da mesma populacdo celular. A
partir destas acdes, o0 resultado € o aumento da permeabilidade da BHE,
possibilitando a transmigracao da circulacéo periférica para o foco lesivo encontrado
no cérebro (VEZZANI et al., 2011).

Ao transpor a BHE, podem ser encontrados trés grupos celulares distintos: os
neurbnios, a macroglia e microglia. A macroglia é representada pelos
oligodentrocitos e astrocitos, responsaveis, respectivamente, pelas funcdes de
mielinizagéo axonal e regulagéo de permeabilidade da BHE (DA COSTA et al.,1998).
A microglia é representada pelos macrofagos residentes do SNC. Essas células
podem responder a estimulos ambientais e serem ativadas para a realizacdo de
suas atividades fagociticas (DA COSTA et al., 1998; VEZZANI e GRANATA, 2005;
CHOI e KOH, 2008; VEZZANI et al.,, 2011). Dentre os fatores que podem
desencadear a neuroinflamagéo, pode-se citar a presenca de agentes infecciosos,
traumas, dano cerebral, isquemias ou doencas cronico-degenerativas (VEZZANI et

al., 2011). Quando acontece um estimulo lesivo, ocorre a liberagdo de citocinas IL-



1B, IL-6 e TNF-a no foco lesivo. Estas sédo proteinas de importante atividade pro-
inflamatdria, que quando liberadas ativam as células microgliais e astrocitos atraves
da atuacdo sobre a expressao e regulacdo génica dessas células, aumentando a
expressdo de receptores para estas citocinas nas demais células do SNC
(ROGAWSKI e LOSCHER, 2004; VEZZANI et al., 2011). O objetivo do aumento da
expressao destes receptores é propiciar um maior numero de células ativas em um

curto periodo, otimizando a percepc¢ao do estimulo lesivo.

1.3 O papel da inflamagéo na epilepsia

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem a relacdo da inflamacao cerebral
(neuroinflamacdo) na epileptogénese e desenvolvimento das crises epilépticas
recorrentes (VEZZANI, 2005; VEZZANI et al, 2011). A utlizacdo de
quimioconvulsivantes ou estimulos elétricos sdo capazes de liberar ondas de
mediadores inflamatérios, conforme achados em modelo experimental de epilepsia
(VEZZANI et al., 2011). A influéncia da resposta inflamatoria na epilepsia foi
primeiramente observada em pacientes resistentes ao tratamento com drogas
antiepilépticas, visto que estes apresentaram uma importante reducédo do nimero de
crises apos o uso de anti-inflamatorios (RIIKONEN, 2004).

A resposta inflamatdria inicialmente produz mediadores capazes de promover
a expressdo de moléculas de adesdo necessarias para migracao leucocitaria atraves
da BHE. A ligacao destes componentes aos receptores dos astrocitos promove sua
ativacdo, eleva a sintese de glutamato e aumenta a excitabilidade neuronal,
favorecendo o desenvolvimento das crises. A presenca de crises epilépticas induz a
producdo de mediadores, iniciada pelas células do endotélio cerebral. Dentre estes
importantes mediadores pro-inflamatérios, podem ser citadas as citocinas,
receptores tipo Toll (TLR) e transdutores de sinal, responsaveis pela ativacdo do
fator de transcricdo nuclear Kappa B (NF-KB) (VEZZANI, 2005).

O NF-KB é um importante regulador de processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos (JANSSENS e TSCHOPP, 2006), como a resposta imune inata e
adquirida, participa dos processos de proliferacdo celular (BONIZZI e KARIN, 2004),



morte celular (SUN e LEY, 2008), neuroprotecdo e neurodegeneracao (O'NEILL e
KALTSCHMIDT, 1997; FRIDMACHER et al., 2003).

A inflamacédo pode também contribuir para o desenvolvimento das crises
epilépticas ou no estabelecimento do quadro de crises epilépticas recorrentes. Além
disso, a resposta inflamatoéria é capaz de promover a liberagdo de prostaglandinas,
atuar sobre o centro hipotalamico (ZETTERSTROM et al., 1998), e desta forma,
desenvolver a reacao febril, um dos cinco sinais da resposta inflamatoria (KUMAR,
2005).

A inflamacdo, mesmo quando periférica, é capaz de influenciar o
desenvolvimento das crises epilépticas. A resposta inflamatoria ao lipopolissacarideo
(LPS) de paredes de bactérias gram-negativas promove a ativacdo de receptores
tipo Toll, como TLR4, consequentemente induzindo a producéo da proteina HMGB1
(high mobile group box 1). O LPS é um potente ativador de astrocitos e microglia,
consequentemente favorecendo o desenvolvimento das crises através do aumento
da excitabilidade neural (MAROSO et al., 2010).

1.4 Citocinas e aregulacao da resposta inflamatéria

Os estimulos capazes de promover atividades celulares especializadas, por
exemplo, as sinapses nervosas das células neuronais, estdo relacionadas a
proteinas solUveis, as citocinas. Estas moléculas sdo secretadas por células do
sistema imune inato e adaptativo e possuem a capacidade de mediar diversas
funcdes celulares distintas (ABBAS et al., 2008). A presenca de agentes agressores,
patégenos, antigenos, traumas ou crises epilépticas podem desencadear a producéo
destas proteinas (VEZZANI, 2005).

1.4.1 Fator de Necrose Tumoral alfa

O TNF-alfa (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatéria produzida inicialmente
como uma proteina transmembrana, a pré6-TNF, que sofre clivagem liberando a
forma solavel do TNF-a (BRADLEY, 2008). Estimulos inflamatérios ou infecciosos,

principalmente por macrofagos e linfocitos, mas também por neutrdfilos, fibroblastos,



células do musculo liso (BALAKUMAR e SINGH, 2006), astrécitos e microglia
(KRONFOL e REMICK, 2000) séo os responséveis pela sua producao.

Apos ser produzido e liberado, o TNF-a ira ligar-se a receptores especificos
denominados TNFR1 e TNFR2, estimulando a transcricdo e producdo da enzima
IKK (IKB kinase), com consequente producdo do fator nuclear Kappa B (NF-KB).
Este fator, quando ativado, ira agir no nucleo da célula, induzindo a producéo de
proteinas envolvidas nas respostas inflamatoria e imunoldgica, responsaveis pelas
principais acdes biologicas do TNF-a.

O receptor mais abundante é o TNFR1, e a sua ocupacéo ativa cascatas que
podem levar a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo ou apoptose. As acdes
intracelulares do TNF-a sdo mediadas principalmente por este receptor, enquanto a
funcdo do TNFR2 é principalmente moduladora, potencializando a associacdo do
TNF com TNFR1 (ADERKA, 1996). De fato, o TNF-a pode induzir apoptose quando
se liga a TNFR1 nos neurdnios e microglia (BRIETZKE e KAPCZINSKI, 2008) e os
seus niveis séricos correlacionam-se com a gravidade das infec¢coes (BRADLEY,
2008).

Dentre as acdes biolégicas do TNF-a estdo o estimulo ao recrutamento de
neutréfilos e mondcitos, realizado através da ativacdo endotelial e promocao da
secrec¢ao de quimiocinas produzidas por macréfagos e células endoteliais.

No SNC, o TNF-a é capaz de ativar seus dois tipos de receptores, p55 e p75,
possibiltando a modulacdo da via de sinalizacdo celular (LOETSCHER,
STEINMETZ e LESSLAUER, 1991; MUKAI et al., 2009). Os receptores do tipo p55
tem sido implicados na ativacdo da morte celular programada, enquanto os
receptores p75 estdo associados com ativagdo do fator nuclear Kappa B (NF-KB)
(NATOLI et al., 1997; ZHUANG et al., 1999; SHENG et al., 2005).

A presenca das crises epilépticas acarreta na elevacdo de RNAm para esta
citocina nas regides do hipocampo, amidala e cértex piriforme, pré-frontal e parietal
(PLATA-SALAMAN et al., 2000; GODLEVSKY et al., 2002). Assim, o principal efeito
fisiologico do TNF-a é a promogéo e ativagao da resposta imune e inflamatéria
através do recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local da infecgcdo. De
acordo com estudos em modelos experimentais, 0 TNF-a demonstra um efeito dose-
dependente. Baixas concentracbes desta citocina (<10°M) sdo responsaveis por
desencadear uma inflamacgéo local e ativagdo de leucdcitos; uma dose mediana é

responsavel por desenvolver efeitos sistémicos, como a atuagcdo no eixo



hipotalamico, enquanto que altas concentracdes produzem o choque séptico,
contribuindo para a baixa resisténcia vascular e reducéo do débito cardiaco (ABBAS
et al., 2008).

1.4.2 Interferon-gama

O interferon-gama (INF-Y) é uma citocina inflamatdria envolvida nos
mecanismos de defesa, estabelecimento de processos inflamatérios e
autoimunidade, producdo de mediadores derivados de macréfagos, por exemplo, o
TNF-a, também atuando na regulagdo negativa da sintese de mediadores anti-
inflamatorios, como a IL-10 (EL-HASHEMITE et al., 2004).

E produzido pela subpopulacdo de linfocitos T auxiliares CD4+ (Th 2) e
linfocitos CD8+. A acdo do INF-Y ocorre através da interacdo desta citocina com as
subunidades a e B dos seus receptores de superficie celular, R1 e R2 (DARNELL et
al., 1994; DARNELL, 1998). O receptor R1 apresenta um sitio de ligacdo para o INF-
¥, enquanto o receptor R2 sinaliza este sitio de ligacdo, ativando as vias Janus
quinases (JAK1 e JAK2) e ativando os sinais de transcrigdo (DARNELL et al., 1994).

De acordo com estudos genéticos e imunohistoquimicos, o efeito proliferativo
ou citotoéxico do IFN-Y é determinado primariamente pela densidade de seus
receptores localizados na superficie celular (BERNABEI et al., 2003).

Dentre os papéis do IFN-Y durante a resposta celular, estdo inclusos a
proliferacdo celular, apoptose e interacdo leucdécitos-células endoteliais (BOEHM et
al., 1997). O IFN-Y sozinho possui a capacidade de induzir a apoptose em algumas
células, porém, geralmente, sua funcédo é sensibilizar as células para o receptor de
morte, induzindo a apoptose (CHAWLA et al., 2003).

A inducéo da apoptose através do INF-Y é lenta (24 a 48 h) e a sensibilizagédo
mediada por esta citocina requer um pré-tratamento de 1 a 2 dias, sugerindo o
envolvimento da inducdo de genes em ambos casos. De fato, varios genes pro-
apoptoticos, incluindo os que codificam caspase 8, TRAIL e FasL, tem sido
identificados como alvos de transcricdo de IFN-Y (SHUSTOV et al., 1998; XU et al.,
1998 ; SEDGER et al., 1999; RUIZ et al., 2000; SHIN et al.,, 2001; YANG et al.,,
2003).



1.5 Sistema Colinérgico Neuronal

A descoberta de uma nova via de controle da sintese de citocinas proé-
inflamatorias regulada pelo sistema nervoso autbnomo € a via colinérgica anti-
inflamatoria (PAVLOV e TRACEY, 2005; GALLOWITSCH e PAVLOV, 2007).

O sistema colinérgico é responsavel pela propagacdo do impulso nervoso em
sinapses neuronais e neuromusculares através da acdo do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) (KAWASHIMA e FUJII, 2003; TRACEY, 2007).

No neurbnio pré-sindptico, a ACh € sintetizada a partir de colina e acetil-
coenzima A. Esta reacdo é sintetizada através da enzima colina acetiltransferase
(ChAT-choline acetyltransferase) (SOREQ e SEIDMAN, 2001). O transporte de
colina, do meio extracelular para dentro da célula é desempenhado pelo
transportador de colina (CHT-high affinity choline transporter) (KAWASHIMA e FUJII,
2003). A ACh sintetizada € armazenada em vesiculas sinapticas pelo transportador
vesicular de ACh (VAChAT vesicular acetylcholine transporter) (PRADO et al., 2002).
Quando ocorrer a propagacdo do impulso nervoso, 0s potenciais de acao serao
responsaveis por liberar a ACh para a fenda sindptica, permitindo a ligagcdo a
receptores especificos expressos na membrana plasmatica da célula pés-sinaptica.

A hidrélise da ACh é executada pela enzima acetilcolinesterase (AChE), que
originara colina e acetato, regulando a concentracdo do transmissor na sinapse,
modulando, desta forma, a transmissao do impulso nervoso (SOREQ e SEIDMAN,
2001).

Os receptores de ACh podem ser divididos em dois tipos: nicotinicos e
muscarinicos. Os receptores nicotinicos (NnAChR) s&o canais idnicos ativados por
ligantes, formando estruturas homo e heteropentaméricas a partir de subunidades a,
B, v, 6 e/lou €. Os associados a proteinas do tipo G sdo denominados receptores
muscarinicos (MAChR). Cinco tipos deste receptor sdo conhecidos: M1 a M5
(SOREQ e SEIDMAN, 2001; PAVLOV e TRACEY, 2005; GWILT et al., 2007).

Os dois tipos de receptores estao distribuidos no sistema nervoso central e
periférico, porém, possuem diferentes localizacbes sinapticas e exibem variadas
funcdes na transmisséao colinérgica (PAVLOV e TRACEY, 2006).

A acdo anti-inflamatéria da acetilcolina (ACh) € desempenhada através da
supressao da producao de citocinas proé-inflamatérias (PRADO et al., 2002). Assim,

a acetilcolinesterase (AChE) emerge como uma importante contribuicdo no controle



das vias das respostas inflamatoéria e imune, mediada por receptores muscarinicos e
nicotinicos.

Estudos demonstram que a ativacdo dos receptores nicotinicos em
macrofagos reduziu significativamente a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias,
como TNF-qa, IL-1B e IL-6, enquanto que a producédo de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10, ndo foi alterada (BOROVIKOVA et al., 2000; WANG et al., 2003).
A inibicdo da atividade da AChE foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a e IL-13 em
cultura de linfocitos (NIZRI et al., 2006). Neste sentido, inibidores da AChE reduzem
a proliferac@o de linfocitos e a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, atenuando a
inflamacéo através do aumento da concentracdo de ACh no espaco extracelular
(NIZRI et al., 2006).

A via colinérgica anti-inflamatéria representa um mecanismo de resposta do
SNC a presenga de estimulos inflamatoérios. Este € mediado pela acdo do nervo
vago (TRACEY, 2007). O nervo vago é o maior constituinte da divisdo
parassimpatica do sistema nervoso autbnomo (GALLOWITSCH e PAVLOV, 2007).
Origina-se no tronco cerebral, percorrendo o pescoco, torax e abdémen dirigindo-se
para os Orgdos viscerais. Contém fibras que possuem componentes sensoriais
(aferentes) e motores (eferentes), responsaveis pelo controle das funcbes destes
orgdos (TRACEY, 2005; TRACEY, 2009). De acordo com evidéncias experimentais,
a ativacdo do nervo vago eferente diminui os niveis de TNF-a sistémico e também
de outras citocinas pro-inflamatorias, inibindo, desta forma, a resposta inflamatoria
(PAVLOV e TRACEY, 2006; ROSAS-BALLINA et al.,, 2008). Estas pesquisas
demonstram que para além das funcbes classicas de regulacdo do batimento
cardiaco e fungéo gastrointestinal, o nervo vago é também um regulador da resposta
inflamatoria (PAVLOV e TRACEY, 2006).

A IL-1B ou o LPS sao ativadores das fibras aferentes do nervo vago, as quais
servem de sensor para a inflamacédo (PAVLOV e TRACEY, 2005; GWILT et al.,
2007). A transmissao desta informagao ao sistema nervoso central estimula o nervo
vago eferente a produzir ACh (GWILT et al.,, 2007). Desta forma, a ACh induz a
inibicdo da sintese e liberacdo de citocinas proé-inflamatérias por macrofagos e
outras células produtoras de citocinas. Este processo somente € possivel atraves da
ativacao do receptor nAChR a7, o qual € expresso na membrana plasmatica destas
células do sistema imune (PARRISH et al., 2008). (Figura 1). Estudos demonstram

um importante papel deste receptor para os efeitos anti-inflamatorios do nervo vago.



A estimulacdo deste nervo torna-se ineficiente na supressdo dos niveis de
TNF-a em ratos knockout para o gene codificante para o receptor, enquanto que, em
ratos controle, esta resposta ndo é observada (PAVLOV e TRACEY, 2006).
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Figura 1- Via colinérgica anti-inflamatéria. Apdés 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
macroéfagos, a subunidade a7, consequentemente inibindo da liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias. Extraido de Ben Assayag et al. (2010).



1.6 Morte celular e Apoptose

Define-se morte celular como um processo que abrange uma sucesséo de
eventos a partir da acdo de agentes lesivos (KUMAR et al., 2008). A classificacédo
pode ser baseada nas diferencas de critérios: caracteristicas morfolégicas
(autofagia, necrose e apoptose), aspectos funcionais (fisiolégica ou patoldgica,
programada ou acidental), caracteristicas imunoldgicas (imunogénica ou nhao
imunogénica), ou aspectos enzimaticos (com ou sem acdo de nucleases ou
proteases, como caspases, catepsinas e outras) (GRIVICICH, REGNER e ROCHA,
2007; KUMAR et al., 2008; KROEMER et al., 2009).

A célula em apoptose é fragmentada e sofre o processo de endocitose por
células vizinhas e especializadas. Porém, antes deste processo, ocorrem algumas
alteracdes morfoldgicas, dentre elas, o citoplasma torna-se mais denso, a cromatina
torna-se condensada e ocorre a formacdo de corpos apoptoéticos (WYLLIE et al.,
1981; BOLETI et al., 2008).

A apoptose é uma modalidade de morte celular comum aos estados
fisiol6gicos e patoldgicos. Em situacdes fisioldgicas a apoptose elimina células que
ja cumpriram sua funcdo e também contribuem para manutencdo do numero de
células nos tecidos. No entanto, em condi¢cdes patolégicas a apoptose possui a
funcdo de eliminar células danificadas geneticamente ou células com lesdes
irreparaveis (KUMAR et al., 2008).

Estimulos exégenos, agindo em receptores de membranas e/ou enddégenos,
gerados apos diferentes agressdes podem desencadear a apoptose. A inducéo de
modificacdes funcionais e morfolégicas caracteristicas do processo sdo induzidas
por proteases, onde sdo encontradas as principais representantes, as caspases.
Estas enzimas possuem um residuo de cisteina no sitio ativo e clivam substratos
que possuem residuos de acido aspartico em sequéncias especificas (GRIVICICH,
REGNER e ROCHA, 2007).

As caspases podem ser divididas em dois grupos funcionais: as que
participam diretamente da apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10) e as que estéo
envolvidas na inducédo da inflamacao (caspases 1, 4, 5, 11, 12 e 14) (CHEN et al.,
1998).



As caspases envolvidas na apoptose séo divididas de acordo com a estrutura
e funcéo de seus pré-dominios. As caspases ativadoras ou iniciadoras (caspases 8,
9 e 10) possuem um pro-dominio funcional grande e ativo. E onde ocorre a
associacdo com proteinas adaptadoras como Apaf-1 (fator 1 de ativacdo de
proteases de apoptose) e FADD (dominio de morte associado a Fas). As caspases
efetuadoras ou executoras possuem pro-dominios pequenos ou inexistentes, sendo
estes responsaveis pela clivagem de substratos (GRIVICICH, REGNER e ROCHA,
2007; KUMAR et al., 2008)

As caspases ativadoras irdo ativar as caspases executoras, amplificando os
sinais de morte, ativando mais caspases ativadoras e/ou irdo interagir com outras
moléculas, principalmente proteinas reguladoras e estruturais, clivando-as e
favorecendo a morte celular. Sdo inativadas proteinas do citoesqueleto, proteinas
reparadoras de DNA, proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 e ativadores
transcricionais como NF-KB (KUMAR et al., 2008).

As caspases podem ser ativadas através de duas principais vias: via
extrinseca ou via de morte mediada por receptor e via intrinseca ou mitocondrial
(Figura 2).

A via extrinseca da apoptose é iniciada quando os ligantes de morte
extracelulares interagem com seus respectivos receptores presentes na superficie
da membrana plasmatica. Os grupos de receptores pertencem a familia do fator de
necrose tumoral (TNF), enquanto que entre os ligantes de morte encontram-se o
TNF-a e FasL. Quando o ligante Fas-L interage com o receptor Fas na superficie
celular, ha a formacé&o de trimeros que irdo se ligar, no citoplasma da célula, a uma
proteina adaptadora denominada FADD. Forma-se assim, um complexo molecular
que se liga a pré-caspase 8, com consequente formagdo de um complexo
denominado DISC. Neste complexo ira ocorrer a ativacdo da pro-caspase 8, com
consequente ativacdo da caspase 3 efetora, culminando na morte celular
(BOATRIGHT e SALVESEN, 2003).

Alguns estudos observaram a presenca de processos degenerativos e morte
neuronal apds crises epilépticas em diferentes modelos experimentais e apds status
epilepticus (SE) em humanos (HONCHAR, OLNEY e SHERMAN, 1983; TURSKI et
al., 1983; LIU et al., 1994; FUJIKAWA, 1996; PEREDERY et al., 2000; MEN et al.,
2000).



De fato, Henshall e colaboradores mostraram um aumento da expressao da
caspase 3 no neocértex de pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT),
sugerindo o envolvimento da via apoptotica nesta doenca (HENSHALL et al., 2000).

A via intrinseca esta envolvida com a mitocondria. A mitocondria tem um
papel essencial na ativacdo da via apoptotica e morte celular (SCHINZEL et al.,
2005), sendo uma fonte de proteinas pré e anti-apoptética, assim como de citocromo
c. Nesta via, o citocromo c liberado da mitocondria para o citosol liga-se ao fator 1 de
ativacdo de proteases (Apaf-1), formando um complexo denominado apoptossomo,
e ativando a caspase 9. Assim, é iniciada a cascata da caspase citocromo c
dependente. A caspase 9 ativa a caspase 3, causando ativacdo em cascata das
outras caspases (CHEN et al., 1998). Em ambas as vias, a ativacdo da caspase 3 é
0 ponto crucial e irreversivel do fenbmeno de morte celular. Neste estagio ndo ha
mecanismos que possam reverter a apoptose (HENGARTNER, 2000).

Neste contexto, alguns estudos mostraram um aumento na liberagdo do
citocromo c, Apaf-1 e ativacdo das caspases 9 e 3, com subsequente fragmentacao
do DNA no hipocampo de ratos apés SE, sugerindo a ativacdo da via intrinseca
(TURSKI et al., 1983; LEITE, BORTOLOTTO e CAVALHEIRO, 1990). Entretanto,
HENSHALL (2007) observou a ativacao das vias extrinseca e intrinseca da apoptose
apos crises epilépticas no cérebro de ratos.

Os canais de anions voltagem-dependente (VDAC) sdo canais que controlam
a permeabilidade da membrana externa da mitocéndria. Encontram-se superpostos
aos canais ANT (Adenine Nucleotide Transferase) que estdo situados na membrana
interna, formando assim, os poros de permeabilidade transicional. Devido a
permeabilidade controlada, apenas moléculas pequenas, de até 5 KD conseguem
passar por estes canais. Moléculas maiores, dentre elas os fatores apoptogénicos
(ex: citocromo c) ficam isoladas no espacgo intermembranas. Estes fatores, na
presenca de sinais apoptoéticos séo liberados no citoplasma, podendo assim, ativar
as caspases (ANAZETTI e MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007;
KUMAR et al., 2008). As proteinas da familia Bcl (B Cell Lymphoma) exercem o
importante papel na transducao do sinal apoptotico por regular a permeabilidade da
membrana mitocondrial ao citocromo c¢. Podem ser divididas em dois grupos: pro-
apoptéticas como Bax e Bak e antiapoptoticas como Bcl-2 e Bel-xl (SUGAWARA et
al., 2004).



As proteinas da familia Bcl possuem dominios homologos do tipo BH
(Baculovir Homologue). As proteinas Bcl-2 e Bcl-xI possuem quatro dos dominios
BH (BcIBH4), sendo consideradas estabilizadoras de membranas. Ja as proteinas
Bax e Bak compartilham trés dominios BH (BcIBH3) enquanto, as Bid, Bad, Bod,
Bim e Puma compartilham um Unico dominio (BclBH1), sendo consideradas assim,
desestabilizadoras da membrana, aumentando a permeabilidade e induzindo a
liberacdo de moléculas pro-apoptoticas (GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007).

Existem dois mecanismos para explicar a maneira como Bax e Bak provocam
a liberacdo dos fatores apoptogénicos: o primeiro € a permeabilizacdo seletiva da
membrana externa mitocondrial. Esta acontece quando Bax e Bak oligomerizam-se,
ocorrendo a formacédo de canais especificos para a passagem do citocromo ¢ para o
citoplasma. A regulacdo de canais ja existentes € o segundo mecanismo proposto.

Os poros de permeabilidade transicional permitem a difusdo nao seletiva de
moléculas pequenas através da membrana mitocondrial interna, e também sé&o
responsaveis por assegurar a manutencdo do gradiente eletroquimico definido como
AWYm (delta-fi mitocondrial — potencial de membrana interna mitocondrial). Quando
ocorre a abertura destes poros, a membrana mitocondrial externa é danificada,
liberando, inespecificamente, os fatores apoptogénicos. Porém, a insercdo de Bax
na membrana mitocondrial causa a saida do citocromo c e a dissipagao do A¥Ym,
levando a perda das funcées mitocondriais (GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007).

Alguns estudos indicam que o SE convulsivo em humanos pode resultar em
dano neuronal por ativagdo de mecanismos moleculares envolvendo a rota
apoptotica (DEGIORGIO et al., 1999; LANSBERG et al., 1999; MEN et al., 2000). De
fato, alguns estudos mostram que tanto o aumento da expressao e translocacéo da
proteina pro-apoptética Bax, como a ativacdo da caspase 3, um mediador chave na
morte celular por apoptose foram observados apos SE induzido por cainato
(HENSHALL, CHEN e SIMON, 2000).

O ativador de caspase derivado da mitocéndria (SMAC) é outro exemplo de
molécula também liberada por estimulos apoptéticos. Esta molécula é capaz de
impedir a acdo das IAPs (familia de proteinas inibidoras da apoptose) que atuam
através dos mecanismos de prevencdo a ativacdo de pro-caspases e inibindo a
atividade das que se encontram ativadas (SUGAWARA et al., 2004).



A caspase 3, além de promover a ativacdo da cascata de caspases, cliva o
inibidor de endonuclease ICAD, promovendo a liberacdo da DNAse ativada por
caspase (CAD), ou inativa a enzima reparadora de DNA (PARP). Desta forma, a
caspase 3 acarreta a quebra do DNA, consequentemente, impedindo a
sobrevivéncia celular (SUGAWARA et al., 2004).

O fator indutor de apoptose (AlF), além de ativar diretamente a caspase 9, €
ativador de endonucleases (enzimas que possuem a capacidade de clivar o0 DNA)
possivelmente através da ativacdo das caspases 3 e 7. Quando liberados no
citoplasma, o AIF e as endonucleases podem migrar diretamente para o nucleo,
induzindo a fragmentacdo do DNA com subsequente fragmentacdo da cromatina,
tornando-se importante no processo de apoptose por via independente das
caspases (GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007).

Desta forma, as andlises quantitativas da caspase 8 (iniciadora) e caspase 3
(executora) (HENSHALL et al., 2000), podem ser importantes indicativos de morte
celular programa na epilepsia.

O tecido celular sofre mudancas em razdo de determinados processos
fisiologicos e patoldgicos, e estas mudancas séo, geralmente, estimadas através da
mensuracao do conteido de DNA (HUNZIKER, 1992). A gquantificacdo dos &cidos
nucléicos € um passo crucial em muitas aplicacdes diagndsticas e bioldgicas.
Diversos ensaios estdo disponiveis para quantificacdo do DNA solavel, porém
poucos sdo especificos e sensitivos para DNA dupla fita como o picogreen (PG)
(VITZTHUM et al., 1999). Este método de quantificacdo apenas emite fluorescéncia
guando se liga com o DNA dupla fita, diferenciando-se da maioria de outros ensaios
onde a afinidade pelo DNA e RNA diminuem suas especificidades (HA et al., 2011).

Embora sejam induzidas de maneiras independentes, as vias intrinseca e
extrinseca da apoptose podem estar correlacionadas. A atuacéo dos ligantes FAS e
TNF-a aos seus respectivos receptores de morte ativam a pro-caspase 8, a qual
cliva a proteina Bid, provocando sua translocacédo para a mitocondria, resultando na
saida do citocromo c. Dessa forma, o sinal de morte amplifica-se e 0 processo
iniciado extrinsecamente € difundido, envolvendo a atuagcdo dos mecanismos
mitocondriais (KUMAR et al., 2008).
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Figura 2- Vias de ativagdo da apoptose. A via extrinseca é ativada através da
interacdo ligante receptor na superficie da membrana plasmatica, formacdo de
proteinas adaptadoras que irdo ativar a pro-caspase 8, que por consequéncia ativa a
caspase 3. A via intrinseca da apoptose é ativada através da mitocondria, onde
proteinas pro-apoptoéticas Bax e Bak se oligomerizam, com consequente liberagédo
do citocromo c 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. Extraido de Andrade et al. (2011).




1.7 Espécies Reativas de Oxigénio e Apoptose

As lesdes ocasionadas pelos radicais livres e/ou espécies reativas de
oxigénio (EROs) também podem induzir a morte celular por apoptose (Figura 3).

Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis e reativas, que contém
um numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. Como a maioria dos
radicais livres sado derivados do metabolismo do oxigénio, usa-se o termo “Espécies
Reativas de Oxigénio” para denomina-los (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
Essas EROs s&o formadas durante o metabolismo normal, por processos
enzimaticos e ndo enzimaticos, e, quando ha um aumento na sua producao, causam
danos a lipidios, proteinas e &cidos nucléicos celulares (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 1989).

As enzimas e as proteinas podem ser atacadas pelos EROs gerados nos
diversos processos metabdlicos. As EROs podem atacar os residuos de
aminoacidos (especialmente prolina, arginina, lisina e treonina) para produzir grupos
carbonila (DEAN et al.,, 1997; MAISONNEUVE et al., 2009), os quais podem ser
quantificados por espectrofotometria (LEVINE et al., 1990). O principal indicador e
marcador de oxidacdo protéica é a determinacdo do conteudo de proteina
carbonilada (BEAL, 2002; MAISONNEUVE et al., 2009).

As alteracdes provocadas pelas EROs modificam a atividade biolégica das
macromoléculas, especialmente das enzimas, podendo alterar a sua atividade
catalitica, devido a desorganizagdo estrutural. As células que apresentarem as
membranas danificadas ficam sujeitas a citolise, apoptose e prejuizo no transporte
ativo de substéncias (PILKA et al., 2009).

A proteina carbonilada pode ser gerada também através da clivagem
oxidativa das proteinas por um sistema de a-amidacéo ou por oxidacdo das cadeias
laterais de glutamato. Também, os grupos carbonilados podem ser introduzidos nas
proteinas por uma reacdo secundaria das cadeias laterais nucleofilicas de cisteina
(Cis), histidina (His) e lisina (Lis) com aldeidos produzidos durante a peroxidagéo
lipidica (como o malondialdeido, entre outros). Além disso, derivados carbonilados
reativos (cetoaminas, cetoaldeidos) gerados como uma consequéncia da reacao de
acucares redutores, ou seus produtos de oxidacdo com residuos de Lis das
proteinas (reacdes de glicacdo ou glicooxidacdo) com a eventual formacdo de

produtos finais de glicacdo-lipoxidacdo avancados, podem levar a formacédo de
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grupos carbonilados (DALLE-DONNE et al., 2003; STADTMAN, 2004; PILKA et al.,
2009). O mecanismo da carbonilacdo ainda ndo estid totalmente esclarecido,
entretanto 0s mais aceitos sdo um aumento no numero de espécies oxidantes; um
decréscimo nos scavengers dessas espécies (GALVANI et al., 2008); um aumento
na susceptibilidade dessas proteinas a oxidacdo e um decréscimo na remocéo das
espécies oxidadas (DAVIES, 2000).

A modificacdo oxidativa das proteinas por EROs implica na progressao de
varias patologias humanas como as doencas cardiacas (CORREA et al., 2008),
neoplasias (BATTISTI et al., 2008) e epilepsia (FREITAS, 2009).

Apbs episodios convulsivos, o dano tecidual é capaz de gerar espécies
reativas (ER), podendo ocasionar a morte neuronal (LIANG, HO e PATEL, 2000);
ERAKOVIC et al., 2001; KANEKO et al., 2002) e com o fato de o cérebro possuir
uma alta concentracao de acidos graxos poli-insaturados, essas ER sdo capazes de
afetar a expressao de proteinas funcionais de membrana e receptores (MAES et al.,
1999; LIANG, HO e PATEL, 2000). Além disso, sob estimulos apoptoticos, o ligante
TNF-a é capaz de elevar a concentracdo intracelular de EROs (GRIVICICH,
REGNER e ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008) contribuindo para a ativacdo da
cascata apoptotica.
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Figura 3- Inducdo da apoptose pelo aumento da geracdo de ERO intracelular.
Quando ERO aumentam no interior da célula ocorre o estresse oxidativo, alteracdes
nas membranas mitocondriais, dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial,
liberacdo dos fatores apoptogénicos para o citoplasma, culminando com a ativagao
da cascata das caspases e apoptose. Adaptado de Andrade et al. (2011).

Sabendo-se que, as caspases 8 e 3 sdo marcadores apoptoticos envolvidos
no dano ao DNA e podem ser ativadas através da ligacdo do TNF-a a seus
receptores e pelo INFy, assim como a proteina carbonil € uma medida inespecifica
de dano oxidativo, torna-se importante a medida destes parametros para a
compreensao das vias apoptoéticas na epilepsia. Dessa forma, a investigagdo desta
cascata pode auxiliar na melhor compreensdo da patologia e, portanto, fornecer
conhecimento para o desenvolvimento de novas medidas terapéuticas mais eficazes

e seguras para 0s pacientes epilépticos.



1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo Geral

Investigar se existe uma associacdo entre a via inflamatoria e apoptotica, bem
como, um envolvimento do dano oxidativo nas amostras sanguineas de pacientes
com epilepsia tratados no setor de Neurologia do Hospital Universitario de Santa

Maria (HUSM), comparando com individuos saudaveis.

1.8.2 Objetivos Especificos

Determinar os niveis séricos do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interferon gama (INF-Y) e acetilcolinesterase (AChE) nos pacientes epilépticos,
comparando com os individuos saudaveis;

Determinar a ativacdo das caspases 8 e 3 no soro dos pacientes epilépticos,
comparando com os individuos saudaveis;

Investigar os possiveis danos ao DNA através do teste picogreen em amostra
plasmatica dos pacientes epilépticos, comparando com os individuos saudaveis;

Avaliar as concentracdes plasmaticas de proteina carbonilada nos pacientes
epilépticos, comparando com os individuos saudaveis;

Avaliar uma possivel associacdo entre a média do numero de crises com 0s
parametros bioquimicos analisados no estudo;

Avaliar uma possivel associacao entre os farmacos utilizados pelos pacientes
epilépticos com os parametros bioquimicos analisados no estudo;

Analisar a correlagdo entre os marcadores inflamatérios AChE, TNF-a e INF-Y
com os marcadores de morte celular, caspase 8 e caspase 3 em pacientes

epilépticos.



3 DISCUSSAO

O papel da inflamacao e do dano oxidativo cerebral est& relacionado a diversas
doencas neuroldgicas, e particularmente, ao mecanismo fisiopatolégico da epilepsia
(GRIFFIN, 2006; VEZZANI et al., 2011; MAO et al., 2013). Além disso, autores
descrevem que as crises epilépticas podem conduzir a morte neuronal (BENGZON
et al.,, 2002; CRESPEL et al., 2002), porém, o mecanismo exato da morte celular a
partir das crises epilépticas ndo esta bem esclarecido.

Os resultados deste estudo mostraram que pacientes com epilepsia
apresentaram elevados niveis de proteina carbonilada, marcadores inflamatérios
(AChE, TNF-a e IFN-y), assim como, um aumento nos niveis de caspases (8 e 3) e
dano ao DNA nas amostras sanguineas de pacientes com epilepsia.
Interessantemente, ndés encontramos uma correlagdo significativa entre o0s
marcadores inflamatérios e apoptéticos nos pacientes com epilepsia, mas ndo com
IFN-Y e CASP 8. Os dados também mostraram uma auséncia de correlacdo com 0s
niveis de marcadores de estresse oxidativo, inflamatdrios e apoptéticos com a
gravidade das crises epilépticas e com o0 uso dos farmacos antiepilépticos (FAES),
sugerindo que a intensidade das crises ou 0 uso de medicamentos ndo influenciam
nos niveis dos marcadores analisados. Desta forma, nossos resultados mostram,
pela primeira vez, evidéncias clinicas de um circulo vicioso entre inflamacéo e a via
apoptotica, conduzindo ao dano do DNA nos pacientes epilépticos.

Embora o papel do sistema colinérgico na epilepsia permaneca
desconhecido, alteracdes na atividade da enzima AChE sugerem que este sistema
possa contribuir para a regulacdo das respostas imune na epilepsia. A funcao
principal da AChE é a hidrolise da Ach (KAWASHIMA e FUJII, 2000), conhecida por
possuir propriedades anti-inflamatorias e de supressdo da producdo de citocinas
pré-inflamatérias (BOROVIKOVA et al., 2000; KAWASHIMA e FUJII, 2003).

De acordo com Nizri et al. (2006), inibidores da AChE reduzem a secrecao de
citocinas pré-inflamatérias, entre elas, IL-13, TNF-a e IFN-y, consequentemente
atenuando a inflamacéo através do aumento de ACh nos espacos extracelulares. Os
dados deste estudo mostraram um aumento na atividade da enzima AChE em
amostra sanguinea dos pacientes com epilepsia, sugerindo que este aumento na

atividade enzimética pode levar a um decréscimo dos niveis de ACh, contribuindo



para o estado inflamatério. Além disso, hipéteses sugerem que a enzima AChE
possa antagonizar a sinalizagdo colinérgica vagal a nivel de macréfagos
(BOROVIKOVA et al., 2000; KAWASHIMA e FUJII, 2003), ativando o sistema
inflamatorio e eventos apoptéticos.

Nesse contexto, estudos mostram que TNF-a e INF-Y produzem um efeito
excitatorio na geragéo e propagacao da atividade epiléptica (LUO et al., 2010;
VEZZANI et al.,, 2011). O TNF-a é capaz de aumentar a excitabilidade neuronal
através da ativacdo de seus receptores (MCCOY e TANSEY, 2008), induzindo
diretamente a excitotoxicidade através da ativacdo dos receptores NMDA (ZOU e
CREWS, 2005). Apés a ligacdo do TNF-a, seus receptores podem ser
internalisados, levando a ativacdo de caspases executoras através da via extrinseca
da apoptose (MICHEAU e TSCHOPP, 2003; SKELDON et al., 2014). Da mesma
forma, o IFN-y pode induzir a apoptose através da ativacdo da caspase 8 (YANG et
al., 2003; SIEGMUND et al., 2005).

A caspase 8 combinada a sua capacidade de induzir a apoptose pela via
extrinseca, também pode induzir a ativacdo da via apoptética intrinseca através da
clivagem da Bcl-2, iniciando os eventos apoptoticos mitocondriais. Estes eventos
induzem um aumento da producdo de espécies reativas e liberacdo de fatores
apoptogénicos mitocondriais (como o citocromo c¢) ao citosol, conduzindo a uma
ativacdo da caspase 3 e dano celular (BUDIHARDJO et al., 1999). De acordo,
nossos dados mostram um aumento do TNF-a e IFN-y, assim como a ativacdo das
caspases (8 e 3) e dano ao DNA no sangue dos pacientes com epilepsia.

Interessantemente, n0s observamos uma correlagdo significativa entre os
marcadores inflamatorios e apoptéticos nas amostras sanguineas de pacientes com
epilepsia. Estes resultados mostram a existéncia de uma forte associagcdo entre
inflamagéo e apoptose, propondo a existéncia de um ciclo vicioso entre esses
eventos e que esses marcadores possam sinalizar a presenca da doenga, mesmo
ndo tendo relacdo com a intensidade das crises epilépticas. De fato, ndo foi
observado uma correlacdo entre os niveis de proteina carbonil, marcadores
inflamatorios (TNF-a e IFN-Y) e apoptoticos (Caspases 8 e 3) com a gravidade ou
tempo de duracdo das crises ou o uso de farmacos antiepilépticos. De fato, Luo et
al. (2010) ndo encontraram diferenga nos niveis de IFN-Y entre os grupos de animais
gue desenvolveram completamente as crises epilépticas apds o estimulo elétrico

com aqueles que apresentaram crises parcialmente, indicando que as mudancgas



nos niveis do IFN-Y ndo estavam associadas a gravidade da epilepsia. Da mesma
forma, Mao et al. (2013) mostraram um aumento nos niveis de interleucina 17A nos
pacientes epilépticos comparando com controles saudaveis, sem nenhuma
correlagdo com a duracgéo ou tipo de crise ou com o uso de FAEs. Outros autores
também mostraram que ndo houve diferenga estatistica entre os niveis dos
marcadores oxidativos e inflamatdrios quando comparados aos pacientes epilépticos
tratados e néo tratados (PEKER et al., 2009; MAO et al., 2013), sugerindo que 0 uso
de FAEs néo interferem na medida destes marcadores.

Dessa forma, nossos dados e aqueles mencionados anteriormente sugerem
gue o aumento dos niveis de TNF-a e IFN-Y¥ podem ser o resultado das crises
epilépticas e ndo a causa direta das convulsdes. De acordo, estudos mostram que o
IFN-Y e TNF-a produzem um efeito excitatério na geracéo e propagacdo das crises
epilépticas, assim como, eles podem ter um papel fundamental nas sindromes
epilépticas (LUO et al., 2010; VEZZANI et al., 2011).

Finalmente, nossos dados sugerem que as crises epilépticas desregulam o
potencial intrinseco celular, induzindo ao aumento de sinais pro-inflamatorios. Esta
cascata de eventos pode ativar as caspases tanto pela via apoptética extrinseca
guanto intrinseca e resultar no dano ao DNA, criando um ciclo vicioso entre
neuroinflamacdo e apoptose celular. Portanto, é plausivel propor que o0s niveis
aumentados de TNF-a, IFN-¥ e AChE resultam na ativacdo da via apoptética e
aumento na producdo de espécies reativas, consequentemente, causando dano ao
DNA nos pacientes com epilepsia (Figura 3). Além disso, nds sugerimos que 0s
eventos detectados neste estudo podem contribuir, parcialmente, com a
patofisiologia da epilepsia, e que o uso de farmacos que possam agir na via do
TNFR ou na acdo do IFN-Y poderia representar uma terapia complementar no

tratamento dos pacientes epilépticos.
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EPILEPSIA

Ativacédo da

microgli .
crogha Ativadores

microgliais

Cyt.c ee Iar
Apoptosome l
- =

Figura 4- Esquema da via apoptdtica na epilepsia. As crises epilépticas induzem
a ativacao microglial, consequentemente liberando fatores inflamatoérios (TNF-a e
INF-Y), causando o dano neuronal. A injuria neuronal libera fatores neurotéxicos
(ativadores microgliais) que reativam a microglia, gerando um ciclo vicioso. ApGs a
ligacdo do TNF-a ao seu receptor de morte (DR), ocorre a ativacdo de caspases
executoras, como a CASP 8, através da via extrinseca da apoptose. Da mesma
forma, o IFN-y induz a apoptose através da ativacdo da CASP 8. A caspase 8
também pode induzir a ativacdo da via apoptética intrinseca através da clivagem da
Bcl-2, contribuindo para a oligomerizacdo de Bax e Bak e iniciando os eventos
apoptoticos mitocondriais. Estes eventos induzem um aumento da producdo de




espécies reativas e liberacdo de fatores apoptogénicos mitocondriais (como o
citocromo c) ao citosol, conduzindo a uma ativacdo da caspase 3 e dano ao DNA.
Adaptado de Block et al. (2007) e Ben Assayag et al. (2010).
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