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RESUMO

AVALIACAO DO POLIMORFISMO DA Alal6ValMnSOD E DOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS NO DEFICIT COGNITIVO NA EPILEPSIA

AUTORA: Josi Arend
ORIENTADORA: Michele Rechia Fighera

A epilepsia é uma condicdo neuroldgica crbnica, caracterizada por crises epilépticas
recorrentes que podem ocasionar alteracbes neuroquimicas, cognitivas e
psicoldgicas. Os mecanismos de agdo associados a epilepsia podem envolver varios
fatores, entre eles, os inflamatoérios, oxidativos e genéticos. Estudos mostram que
mutagbes genéticas, como o polimorfismo do nucleotideo Unico da superoxido
dismutase manganés (MnSOD Alal6Val SNP), estdo associadas a algumas doencas
neuroldgicas, assim como com a modulacao das vias inflamatorias e oxidativas. Além
disso, estudos relatam o envolvimento da MnSOD Alal6Val SNP em doencas
metabdlicas, como a obesidade e a dislipidemia. Entretanto, pouco se sabe sobre a
relacédo do polimorfismo da MnSOD Alal6Val com a epilepsia, bem como a influéncia
da mutacdo genética nos parametros cognitivos, inflamatérios, de estresse oxidativo
e glicolipidico. Inicialmente, pacientes com epilepsia e individuos saudaveis foram
recrutados para participar deste estudo. A avaliagdo neuropsicolégica foi realizada em
ambos 0s grupos por meio de testes cognitivos. Em um primeiro momento, os
marcadores inflamatérios, apoptéticos e dano do DNA foram medidos em amostras
de sangue. Também foram analisados os parametros glicolipidicos, como niveis
séricos de colesterol total (CHO), LDL, HDL, triglicerideos (TG) e glicose (GLU). Os
dados descritos neste trabalho revelaram que os pacientes com epilepsia, quando
avaliados quanto as funcbes cognitivas, apresentaram prejuizo na orientacdo
témporo-espacial, memdéria, atencéo, linguagem e funcées executivas em relacao ao
grupo controle. Além disso, observou-se uma correlacdo significativa da duracéo das
crises epilépticas com a linguagem oral e resolucdo de problemas. Foi observado
ainda um aumento nos escores de depresséo entre 0s pacientes com epilepsia em
relacdo aos controles. Uma correlacdo negativa da depressdo e a funcdo de
orientacdo témporo-espacial foi encontrada nos pacientes. Os pacientes também
apresentaram elevados niveis de TNF-a, IL1 e AChE, tal como um aumento nos
niveis da caspase 3 (CASP-3) e dano ao DNA (Picogreen), sugerindo a participacao
das vias inflamatérias e apoptoticas na epilepsia. Os niveis de CHO, LDL, TG e GLU
foram significativamente mais elevados nos pacientes com epilepsia do que o grupo
controle, enquanto que nos niveis de HDL n&o foram encontradas diferengas entre os
grupos testados. A analise estatistica mostrou que houve uma correlacdo negativa
entre os niveis de CHO total vs. linguagem total; TG vs. memoaria verbal semantica,
TG vs. memoria prospectiva; TG vs. memoria total; e GLU vs. atencdo total. As
correlagbes de CHO, LDL, TG, GLU, HDL com outras tarefas do teste
neuropsicolégico ndo apresentaram correlagdes. Em relagdo aos resultados do
segundo manuscrito, foi avaliada a relagao do polimorfismo da Alal6vValMnSOD com
os testes neuropsicolégicos, do mesmo modo que com os parametros glicolipidicos,
oxidativos e inflamatérios de pacientes com epilepsia comparando com controles



saudaveis. As analises estatisticas mostraram a associacéo do polimorfismo MnSOD
Alal6Val com o défict cognitivo, incluindo apraxias, percepc¢ao, atencéo, linguagem,
funcdes executivas, memorias semantica de longo prazo, visual de curto prazo,
prospectiva e total em pacientes com epilepsia com gendétipo VV em comparagéo ao
grupo controle. Comparados aos controles e pacientes com genoétipo AA e AV, 0s
pacientes com genotipo VV exibiram niveis mais altos de TNF-a, IL-13, IL-6 e maior
ativacdo das CASP -1 e -3 e dano ao DNA. Os presentes achados também mostraram
uma maior atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e acetilcolinesterase
(AChE) nos pacientes com gendtipo VV. Nao foram encontradas alteracdes no perfil
glicolipidico ou correlagéo entre os marcadores testados com os testes cognitivos
guando comparados ao polimorfismo da Alal6ValMnSOD. Este estudo evidencia um
perfil neuropsicolégico distinto entre pacientes com epilepsia e individuos saudaveis.
Além disso, os achados sugerem que as alteracdes neuropsquiatricas podem estar
relacionadas com as vias inflamatoérias, apoptéticas e ao perfil glicolipidico. Os
resultados também sugerem que o polimorfismo na MnSOD Alal6Val pode ter uma
relacdo com a piora no desempenho dos testes cognitivos, bem como com a piora no
perfil inflamatério e oxidativo, sugerindo a influéncia dos fatores genéticos na
fisiopatologia da epilepsia.

Palavras-chave: Testes neurocognitivos. Polimorfismo da MnSOD Alal6Val.
Epilepsia. Marcadores oxidativos. Dano ao DNA.



ABSTRACT

EVALUATION OF Alal6vValMnSOD POLYMORPHISM AND BIOCHEMICAL
PARAMETERS IN COGNITIVE DEFICIT IN EPILEPSY

AUTHOR: Josi Arend
ADVISOR: Michele Rechia Fighera

Epilepsy is a chronic neurological condition, characterized by recurrent epileptic
seizures that can cause neurochemical, cognitive and psychological changes. The
mechanisms of action associated with epilepsy can involve several factors, including
inflammatory, oxidative and genetic factors. Studies show that genetic mutations, such
as the single nucleotide polymorphism of manganese superoxide dismutase (MNnSOD
Alal6Val SNP) are associated with some neurological diseases, as well as with the
modulation of inflammatory and oxidative pathways. In addition, studies report the
involvement of MNnSOD Alal6Val SNP in metabolic diseases, such as obesity and
dyslipidemia. However, little is known about the relationship between MnSOD
Alal6Val polymorphism and epilepsy, as well as the influence of genetic mutation on
cognitive, inflammatory, oxidative and glycolipidic parameters. Initially, patients with
epilepsy and healthy individuals were recruited to participate in this study.
Neuropsychological assessment was performed in both groups using cognitive tests.
At first, inflammatory, apoptotic markers and DNA damage were measured in blood
samples. Glycolipid parameters were also analyzed, such as serum levels of total
cholesterol (CHO), LDL, HDL, triglycerides (TG) and glucose (GLU). The data
described in this study revealed that patients with epilepsy, when assessed for
cognitive functions, showed impairment in the temporal-spatial orientation, memory,
attention, language and executive functions in relation to the control group. In addition,
we observed a significant correlation between the duration of epileptic seizures and
oral language and problem solving. An increase in depression scores was observed
among patients with epilepsy compared to controls. A negative correlation between
depression and the temporal-spatial orientation function was found in the patients.
Patients also had high levels of TNF-a, IL1B and AChE, as well as an increase in
caspase 3 levels (CASP-3) and DNA damage (Picogreen), suggesting the participation
of inflammatory and apoptotic pathways in epilepsy. The levels of CHO, LDL, TG and
GLU were significantly higher in patients with epilepsy than the control group, whereas
in HDL levels, no differences were found between the groups tested. The statistical
analysis showed that there was a negative correlation between the levels of total CHO
vs. total language; TG vs. semantic verbal memory; TG vs. prospective memory; TG
vs. total memory; GLU vs. total attention. Correlations of CHO, LDL, TG, GLU, HDL
with other tasks of the neuropsychological test showed no correlations. Regarding the
results of the second manuscript, the relationship between the polymorphism of
Alal6ValMnSOD with neuropsychological tests was evaluated, as well as with the
metabolic, oxidative and inflammatory parameters of patients with epilepsy, compared
with healthy controls. Statistical analyzes showed the association of the MnSOD
Alal6Val polymorphism with the cognitive deficit, including apraxias, perception,
attention, language, executive functions, long-term semantic memories, short-term
visual, prospective and total memory in patients with epilepsy with VV genotype in
comparison to the control group. Compared to controls and patients with AA and AV



genotype, patients with the VV genotype exhibited higher levels of TNF-a, IL-18, IL-6
and greater activation of CASP -1 and -3 and DNA damage. Our findings also showed
a greater activity of the superoxide dismutase (SOD) and acetylcholinesterase (AChE)
enzymes in patients with the VV genotype. This study shows a distinct
neuropsychological profile between patients with epilepsy and healthy individuals. In
addition, the findings suggest that neuropsychiatry alterations can be related to
inflammatory, apoptotic pathways and the glycolipid profile. Our results also suggest
that the MnSOD Alal6Val polymorphism may be related to the worsening performance
of cognitive tests, as well as to the worsening of the inflammatory and oxidative profile,
suggesting the influence of genetic factors on the pathophysiology of epilepsy.

Keywords: Neurocognitive tests. MnSOD Alal6Val Polymorphism. Epilepsy.
Oxidative markers. DNA damage.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, esta descrita a revisdo de literatura sobre os temas
abordados nesta tese.

Os resultados que fazem parte deste trabalho estdo sob a forma de artigos
cientificos, os quais se encontram no item ARTIGO 1 e MANUSCRITO 1. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se nos
respectivos artigos e manuscritos e representam a integra deste trabalho.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO da tese apresentam interpretacées e
comentarios gerais sobre os manuscritos cientificos contidos neste trabalho.

O item REFERENCIAS refere-se somente as referéncias dos autores citados
nos itens INTRODUGAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta tese.

O item ANEXOS referem-se ao questionario clinico utilizado neste estudo, aos
testes neuropsicoldgicos aplicados, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e o Termo de Confidencialidade.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os paises do terceiro mundo apresentaram um crescimento
na expectativa de vida, principalmente devido a uma melhora nas condicdes
econdbmicas (GARRITANO et al.,, 2012). Entretanto, observa-se um progressivo
aumento de pacientes com doencas cronicas, causando um impacto importante sobre
o sistema de saude e previdenciario (GARRITANO et al., 2012). Dessa forma, as
doencas cronicas tornaram-se um problema para os sistemas de saude, devido aos
altos custos investidos no cuidado terapéutico dessa populacao e por serem uma das
principais causas de incapacidade (BELDA-LOIS et al., 2011).

Uma dessas doencas cronicas é a epilepsia, uma doenca neuroldgica
caracterizada por uma predisposicdo persistente do cérebro em gerar crises
epilépticas e consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas e sociais
(FISHER, 2015). A epilepsia é considerada uma condi¢éo clinica que envolve crises
epilépticas recorrentes, que também causam distirbios comportamentais ou
perceptuais episodicos devido a atividade elétrica neuronal excessiva, periddica e
hipersincrénica dos neurbnios (ANTONIUK, 2011). Um processo epileptogénico
continuo pode prejudicar irreversivelmente o cérebro, causando mudancas cognitivas
persistentes e déficits intelectuais globais (HERMANN et al., 2010). Os déficits de
memodria, atencdo e linguagem sdo algumas das queixas cognitivas mais relatadas
em pacientes com epilepsia (VAN RIJCKEVORSEL, 2010), enquanto a depresséo &
a comorbidade psiquiatrica mais frequente (HERMANN; SEIDENBERG; BELL, 2000).
Além das alteracbes cognitivas e psiquiatricas, evidéncias sugerem o envolvimento
da via inflamatdria na fisiopatologia da epilepsia (VEZZANI et al., 2011). As citocinas,
como o TNF-a e a IL-1B, sdo produzidas durante a atividade epiléptica (CHOI, 1988),
e podem contribuir para a morte neuronal e a apoptose (VEZZANI et al., 2008). Além
da inflamacéo, os niveis elevados de lipideos e glicideos também parecem estar
envolvidos no comprometimento cognitivo na epilepsia e na populacdo em geral
(HERMANN et al., 2017). De fato, os estudos mostram que a modificagéo do estilo de
vida e a terapia com estatinas reduziram o0 processo aterosclerdtico e,
consequentemente, o risco vascular em pacientes epilépticos (SIERRA-MARCOS et
al., 2015; STONE et al., 2014).

Em relacdo as espécies reativas, o cérebro € mais susceptivel ao dano

oxidativo, dado que € rico em &cidos graxos poliinsaturados sensiveis a oxidagéo e
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possui alto consumo de O2, assim como € relativamente pobre em defesas
antioxidantes. Dessa forma, durante as crises epilépticas, pode ocorrer um aumento
na producdo e liberacdo de espécies reativas e uma reducdo nas defesas
antioxidantes, resultando no comprometimento da permeabilidade neuronal e dano
celular (FRANTSEVA et al., 2000). Uma das principais defesas celulares ao dano
oxidativo € um grupo de oxiredutases conhecido como superoxido dismutases
(SODs), que catalizam a dismutagédo do Oz em Oz e H202 (FUKAI; USHIO-FUKAI,
2011).

Existem 3 isoformas de SODs, entre elas é possivel citar a SOD mitocondrial
dependente de manganés (MnSOD). Essa enzima contém um gene com 5 éxons e
esta localizada no cromossoma 6025 (ROY et al., 2006). Um dos mais comuns
polimorfismos da MnSOD ¢é devido a substituicdo da alanina 16 (GCT) com a valina
(GTT), resultando no polimorfismo Alal6Val. Essa mutacdo pode refletir em uma
reducao funcional da enzima a nivel mitocondrial, o que implicaria em uma eficiéncia
diminuida da MnSOD (DUARTE et al., 2010).

Um estudo realizado por Sutton et al. (2005) mostrou que a Ala-MnSOD teve
uma maior efetividade (30%-40%) em relacdo a mutacédo Val-MnSOD no controle da
geracdo de Oz mitocondrial. Dessa forma, a mutacdo poderia interferir na
funcionalidade da enzima em controlar o estado redox da célula e, assim, afetar o
funcionamento cerebral (KEATING et al., 2006), contribuindo para algumas doencas
neurolégicas, como a epilepsia.

Embora alguns estudos descrevam a relacdo do estresse oxidativo e
inflamac&o com as crises epilépticas, escassos trabalhos enfatizaram seus estudos
em investigacdes a respeito da associacdo do polimorfismo genético da MnSOD
Alal6Val na epilepsia. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi (1) avaliar o perfil
neurocognitivo e depressivo na epilepsia e sua relacdo com o0s parametros
glicolipidicos, apoptéticos e inflamatérios; (2) correlacionar esses marcadores com o
resultado dos testes neurocognitivos; (3) investigar a relacdo do polimorfismo da
Alal6ValMnSOD com os testes neurocognitivos nos pacientes; (4) investigar o papel
do polimorfismo Alal6ValMnSOD e sua associagdo com marcadores oxidativos e
inflamato6rios em pacientes com epilepsia; e (5) correlacionar esses marcadores e o

perfil cognitivo com o polimorfismo Alal6ValMnSOD nos participantes com epilepsia.
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A intencdo € compreender melhor os mecanismos dessa doenca e agregar
conhecimento para que, no futuro, novas maneiras de diagnéstico e tratamento

possam ser consideradas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a relagdo do polimorfismo da Alal6ValMnSOD com as funcdes
neuropsicoldgicas, parametros inflamatorios, apoptoéticos e estresse oxidativo, bem
como do metabolismo glicolipidico e dano ao DNA em pacientes com epilepsia do

Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).

1.1.2 Objetivos especificos

a) descrever as caracteristicas da populacdo em estudo em relacdo a idade,
sexo e fatores associados e frequéncia de crises;

b) investigar as funcdes cognitivas (memodria, orientacdo témporo-espacial,
atencdo, percepcao, linguagem, praxias e funcdes executivas) através do
teste Neupsilin em pacientes com epilepsia e em individuos saudaveis;

c) avaliar o potencial intelectual dos pacientes com epilepsia através do teste
Matrizes Progressivas Escala Geral (A, B, C, D e E) e em individuos
saudaveis;

d) avaliar os sintomas depressivos em pacientes com epilepsia e em individuos
saudaveis através da Escala de Hamilton;

e) analisar os marcadores metabdlicos colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos
e glicemia de jejum em pacientes com epilepsia e em individuos saudaveis;

f) analisar se existe relacdo na alteracdo das funcbes cognitivas com o
genatipo da Alal6ValMnSOD;

g) investigar o envolvimento do polimorfismo Alal6Val MnSOD em pacientes
com epilepsia e em individuos saudaveis, assim como a relacdo desse
polimorfismo com os marcadores:

— inflamatérios: TNF-a, IL1-B, Interferon-gama (INF-y);
— acetilcolinesterase (AChE);

— apoptéticos: caspases 1- 8 - 3;
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— dano ao DNA (teste picogreen);
— estresse oxidativo: proteina carbonil, TBARS e atividade da superoxido
dismutase;

- metabolicos: colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos, glicemia de jejum.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 VISAO GERAL

A epilepsia é definida como um conjunto de disfungdes neuroldgicas
caracterizadas pela predisposicdo duradoura em gerar crises epilépticas. Suas
conseqguéncias sao neurobiolégicas, cognitivas, psicologicas e sociais (FISHER et al.,
2005; FISHER et al., 2014). Em média, 65 milhdes de pessoas em todo o0 mundo sao
diagnosticadas com epilepsia, sendo que 80% dessas vivem nos paises em
desenvolvimento (NGUGI et al., 2010; THURMAN et al., 2011). Estima-se que,
globalmente, 2,4 milhdes de pessoas sédo diagnosticadas com epilepsia a cada ano
(WHO, 2015).

Clinicamente, as crises epilépticas sdo altamente varidveis na forma de
apresentacao: alteracdo da consciéncia, transtornos motores, sensitivos, psiquicos ou
autonémicos, ou de comportamento inapropriado, podendo ser resultado dos
processos que culminam na hiperexcitabilidade neuronal. A variabilidade de
manifestacdes clinicas justifica-se pelas diferentes regifes cerebrais envolvidas e a
atual classificacdo baseia-se em achados clinicos, de imagem e
eletroencefalograficos (BERG et al., 2010).

Segundo a literatura, a epilepsia do lobo temporal (TLE) é o tipo de epilepsia
focal mais prevalente em adultos, além de ser também a de maior indice de
refratariedade ao tratamento farmacoldgico (ENGEL JR., 2001). Além disso, muitos
pacientes com TLE sofrem com comorbidades cognitivas e comportamentais, tais
como ansiedade, depressao e déficits de memoaria, que podem ser consequéncias das
alteracdes morfologicas e funcionais no lobo temporal decorrentes das crises
epilépticas (MARCANGELO; OVSIEW, 2007).

Aléem das comorbidades cognitivas, a epilepsia também apresenta
consequéncias econémicas uma vez que a produtividade no trabalho é diretamente
afetada (ALLERS et al., 2015). No periodo de 1980 a 2003, foram registrados 32.655
Obitos decorrentes de epilepsia no Brasil (FERREIRA; SILVA, 2009). Além disso, as
pessoas com epilepsia sdo, muitas vezes, sujeitas a discriminacdo, uma vez que a
falta de informacgbes leva a atitudes negativas acerca da doenca (HICKS; HICKS,
2005).
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2.2 CONCEITOS E DEFINICOES

A epilepsia € uma doenca caracterizada pela predisposi¢cdo duradoura em gerar
crises epilépticas. A crise epiléptica é definida como uma ocorréncia transitoria de
sinais e/ou sintomas devido a atividade neuronal excessiva e anormal no cérebro.
Fendbmenos anormais subitos e transitorios, tais como altera¢cdes da consciéncia ou
eventos motores, sensitivos/sensoriais, autondmicos ou psiquicos involuntérios,
fazem parte desses sinais e/ou sintomas (FISHER et al., 2005).

Para configurar-se o quadro de status epilepticus (SE), as crises epilépticas
apresentam-se como crises continuas, de aproximadamente 5 minutos ou mais, de
atividade convulsiva clinica ou eletroencefalogréfica, ou da repetida atividade
convulsiva sem recuperacdo entre as crises. O SE é considerado uma emergéncia
meédica e esta associado com uma alta morbidade, mortalidade e risco significativo de
déficit cognitivo (BROPHY et al., 2012; YACUBIAN; KOCHEN, 2002).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A epilepsia € uma alteracéo neuroldgica prevalente, compreendendo diferentes
sindromes e condi¢bes, abrangendo 0,6-1,5% da populacdo mundial (BELL;
NELIGAN; SANDER, 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo sdo portadoras de epilepsia e
cerca de 80% dos individuos acometidos encontram-se em paises de baixa e média
renda (LABOISSIERE, 2017). No mundo, héa cerca de 2,4 milhdes de novos pacientes
epilépticos a cada ano, dos quais pelo menos 50% comecam na infancia e
adolescéncia (TUTANC et al., 2015). No Brasil, os estudos epidemiolégicos sobre
epilepsia sdo limitados. Isso pode estar relacionado a dificuldade inerente de
classificacdo das crises epilépticas, bem como ao acesso da maioria da populacdo
mais carente ao diagnostico e tratamento (SANDER, 2003). Apesar disso, estima-se
que a prevaléncia brasileira da doenca seja de 1,4% da populacdo em geral
(FERREIRA; SILVA, 2009).

2.4 EPILEPTOGENESE

O processo de epileptogénese ocorre quando ha um desequilibrio entre os

mecanismos de excitagdo e inibicdo sinaptica, com consequente produgdo de um



22

estado de hiperexcitabilidade e hipersincronia (Figura 1) (PITKANEN et al., 2015).
Eventos iniciais, tais como predisposicdo genética, traumas e infec¢des, poderiam
levar ao inicio da epileptogénese, envolvendo alteragBes estruturais e funcionais,
favorecendo a geragédo de crises espontaneas recorrentes (PITKANEN; LUKASIUK,
2011). Esse processo conduz a um desequilibrio entre a excitacdo e inibicdo neuronal,
resultando em hiperexcitabilidade de uma populacdo especifica de neurdnios
cerebrais (DELORENZO; SUN; DESHPANDE, 2005). Embora a epileptogénese
concentre diferentes caracteristicas, como morte neuronal e inflamacdo, seus

mecanismos nao estdo completamente elucidados (CHANG; LOWESTEIN, 2003).

Figura 1 - Epileptogénese
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Fonte: Pitkénen et al. (2015).

Nesse interim, define-se epileptogénese da seguinte forma:

a) previamente, a epileptogénese era considerada como a representacdo do
periodo latente, o qual era definido como o tempo entre o insulto e a
ocorréncia da primeira crise ndo-provocada;

b) mais recentemente, com base em varias observacdes experimentais e
clinicas, considera-se que a epileptogénese se estende além do periodo
latente, que ainda € definido como o tempo da leséo precipitante e a primeira

crise clinica. No entanto, as observacbes de que crises subconvulsivas
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podem ter ocorrido antes da primeira convulséo clinica e que a frequéncia e
a gravidade das crises aumentam progressivamente ao longo do tempo

indicam que a epileptogénese pode continuar indefinidamente.

2.5 TIPOS DE CRISES EPILEPTICAS

Em todas as revisbes terminologicas realizadas até o presente pelas
Comissfes da International League Against Epilepsy (ILAE), presumia-se que a
classificacdo deveria ser constantemente revisada para refletir, de forma clara, todos
0S avanc¢os obtidos na pesquisa basica e clinica em epilepsia, permitindo, assim, sua
incorporacao na prética clinica. Desse modo, em paralelo ao avan¢o das pesquisas
na area da epileptologia, a Comisséo da ILAE de Classificacdo e Terminologia 2013-
2017, recentemente revisou a classificacdo e desenvolveu uma nova proposta para a
classificacdo das crises epilépticas. A nova proposta tem como objetivo tornar mais
facil e preciso o diagndstico e a classificacdo das crises, e espera-se que essa nova
versao seja mais completa (FISHER et al., 2017).

De acordo com a nova proposta, a reclassificacdo das crises baseia-se em trés
caracteristicas principais: o local de origem das crises, o0 nivel de “consciéncia” durante
uma crise e, por fim, em outras caracteristicas da crise (como os sintomas e 0s
movimentos) (FISHER et al., 2017).

Em relacdo a etiologia, a epilepsia dividia-se em trés categorias: a epilepsia
genética, em que um defeito genético contribui diretamente para a epilepsia, o melhor
exemplo séo as canalopatias; a epilepsia estrutural/metabdlica, a qual é o resultado
secundario de uma condicdo causada por distarbio estrutural e/ou metabdlico
cerebral, como a malformacao cerebral, infeccdo, tumor, acidente vascular cerebral,
trauma, entre outros; e a epilepsia com etiologia desconhecida, onde a natureza do
fator etiologico ndo é reconhecido e identificado até o0 momento (BERG et al., 2010;
SCHEFFER et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2 - Classificac@o operacional da ILAE 2017 para os tipos de crises epilépticas
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/ Classificacao dos Tipos de Crises da ILAE 2017
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classificacdo de 2010. Ainda em 2013, foi langado um novo relatorio da Comissdo da
ILAE sobre classificacao e terminologia das epilepsias (SCHEFFER et al., 2013), que
foi revisado em 2017 (Figura 3) (SCHEFFER et al., 2017). Nesse documento, alguns
termos foram revisados ou mais bem definidos e a epilepsia passou a ser classificada
em: genética (a epilepsia que é diretamente resultante de um defeito genético
conhecido ou presumido), estrutural (epilepsia em que uma lesao estrutural é visivel
na neuroimagem e concordante com os achados eletroclinicos, sugerindo uma
relacdo direta entre a lesdo e a epilepsia), metabolica (defeito metabdlico com
sintomas sistémicos que levam também ao desenvolvimento de epilepsia),
imunoldgica (epilepsia em que ha evidéncia de um processo autoimune ocasionando
inflamacé&o do sistema nervoso central), infecciosa (epilepsia desencadeada por um
processo infeccioso, como neurocisticercose, toxoplasmose, HIV) e desconhecida (a

causa da epilepsia ndo pode ser determinada) (SCHEFFER et al., 2017)
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Figura 3 - Esquema diagnostico para a classificacdo das epilepsias. Os tipos de
crises denotam o inicio das crises epilépticas
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Fonte: Scheffer et al. (2017).
2.6 TRATAMENTO DA EPILEPSIA

Nos ultimos anos, houve um desenvolvimento nos estudos a respeito da
fisiopatologia, caracteristicas e prognostico da epilepsia (TRINKA; KALVIAINEN,
2017). O tratamento inicial da doenca é o medicamentoso (Quadro 1) (PUTIGNANO
et al., 2017), sendo a estratégia mais utilizada para o controle de grande parte dos
diferentes tipos de crises epilépticas (PERUCCA; TOMSON, 2011). Os principais
mecanismos de acdo das drogas antiepilépticas sdo o bloqueio dos canais de sodio
ou calcio voltagem-dependente, reducdo da atividade glutamatérgica e aumento da
inibicdo mediada pelo GABA (WHITE; SMITH; WILCOX, 2007). Estudos indicam que
aproximadamente 70% dos pacientes obtém sucesso no tratamento. No entanto, na
faixa de 25-30% dos pacientes sado refratarios, ou seja, continuam a ter crises apesar
do tratamento com medicamentos anticonvulsivantes (ASHRAFI et al., 2017).
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Quadro 1 - Principais anticonvulsivantes e mecanismos de acao

Principais
anticonvulsivantes

Mecanismo de acéo

Carbamazepina

Blogueio dos canais de sédio voltagem-dependente

Clobazam Liga-se aos receptores GABA-A
Etossuximida Bloqueio dos canais de calcio
Fenitoina Blogueio dos canais de sodio voltagem-dependente

Fenobarbital

Prolongamento da abertura dos canais de cloreto e receptores
GABA-A

Gabapentina

Ligacdo a canal Ca®

Efeito atribuido a biotransformacao hepatica de suas moléculas em

Primidona ,
fenobarbital
Bloqueio dos canais de sodio voltagem-dependente, modulagao
Topiramato negati\(a dos capa?s de calcio tipo—_LZ z_:ttivagéo da conduténcia do
potéssio, potencializacdo da acao inibitdria GABAérgica, além de
antagonismo a receptores glutamatérgicos
Lamotrigina Inibe dos canais de sédio voltagem-dependentes
Vigabatrina Inibe irreversivelmente a GABA-transaminase (GABA-T)

Se liga a um local especifico no tecido cerebral dos roedores: a
proteina 2A da vesicula sinaptica, o que diminuiria a liberacdo de
neurotransmissores excitatatorios

Levetiracetam

Fonte: Dados extraidos de Brasil (2013).

2.7 MECANISMO DE ACAO ENVOLVENDO A NEUROTRANSMISSAO GABA E
GLUTAMATO

Estudos sugerem o envolvimento do sistema glutamatérgico (KHAN et al.,
2000) e sistema gabaérgico (GABA) (COSTA-LOTUFO et al., 2002) na manutencao
e/ou propagacao da epilepsia.

A neurotransmissao sinptica excitatoria no sistema nervoso central € mediada
principalmente pelo neurotransmissor glutamato, o qual € armazenado em vesiculas
sinapticas e liberado por exocitose calcio-dependente (HERTZ et al., 1999). O
glutamato desempenha sua acéo através da ativacéo dos receptores glutamatérgicos,
0S quais estdo localizados nas membranas pré-sinapticas e pos-sinapticas. Os
receptores glutamatérgicos podem ser ionotropicos (ativados por NMDA, AMPA ou
cainato) ou metabotrépicos (acoplados a proteina G). Em um processo patolégico,
como é o estado epiléptico, ocorre a liberacdo de glutamato, ativando os receptores
de NMDA, levando a necrose neuronal (MELDRUM; GARTHWAITE, 1990).

O sistema gabaérgico tem como principal neurotransmissor inibitério o GABA.
Assim como o glutamato, o GABA é armazenado em vesiculas sinapticas e liberado

para o meio extracelular de modo calcio-dependente, onde ativa seus receptores. Os
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receptores gabaérgicos séo divididos em trés tipos, conforme as propriedades
farmacoldgicas, bioquimicas e eletrofisioldgicas: GABA-A e GABA-C séo ionotrépicos;
e 0 GABA-B metabotropico (COOPER et al., 1991). Os receptores GABA-A possuem
sitios de ligagdo para barbitaricos e benzodiazepinicos, entre outros, atuando, dessa
forma, como agonistas na transmissao inibitoria, sendo que alguns desses farmacos
sao utilizados na clinica durante processos convulsivos (COSTA-LOTUFO et al.,
2002).

2.8 INFLAMACAO NA EPILEPSIA

A inflamacdo na epilepsia € desencadeada por alteracées da homeostase do
organismo, como leséo, infeccdo, exposicdo a contaminantes e estimulos nocivos,
que por sua vez sdo responsaveis pela liberacdo e sintese de mediadores
inflamatorios e citocinas (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012).

Com o objetivo de remover o estimulo nocivo e de reparar o tecido, leucdcitos
se infiltram no tecido danificado onde a inflamacdo aguda é uma resposta imediata a
leséo tecidual ou infeccdo. Todavia, a inflamacé&o crénica € um processo de resposta
inflamatoria, a qual causara prejuizo ao organismo ao destruir tecidos e promover
resposta em excesso no que diz respeito ao reparo tecidual. A longa duragédo da
inflamag&o contribui para o desenvolvimento de doengas em diferentes tecidos
(MEDZHITOV, 2008).

O processo inflamatorio no tecido nervoso, conhecido como a neuroinflamacéo,
permite compreender a relacéo entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
imune. Trata-se de uma resposta molecular e celular complexa a diferentes tipos de
lesbes desencadeadas por patdgeno, ou proteinas intracelulares, em funcédo da
exposicdo a um ambiente com complicacfes, entre elas: neurotoxicidade, hipoxia,
estresse oxidativo, baixo suporte energético, etc. (GLASS et al., 2010).

Existem divergéncias na inflamacdo e na neuroinflamacdo quanto a
sinalizacdo, ou seja, de tipos de celulares atuantes e de altera¢des histomorfologicas,
de transcriptoma (regulagdo de genes) (FILIOU et al., 2014). Na neuroinflamacéo,
células gliais, como astrocitos e a micréglia (O'CALLAGHAN; SRIRAM; MILLER,
2008), séo consideradas células de resposta imune inata que promovem resposta de
morte celular ou sobrevivéncia no SNC. Essas células sdo responsaveis por produzir

e secretar citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-
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6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e anti-inflamatorias, como interleucina-10 (IL-
10). Por outro lado, na inflamacao, atuam leucocitos, como mondcitos, macrofagos e
neutrofilos (CARSON; THRASH; WALTER, 2006; LU et al., 2014).

Nos estudos das doencgas neurodegenerativas, a pesquisa acerca da
neuroinflamacéo é uma area crescente (Figura 4). Contudo, ainda ndo é uma area
bem esclarecida, dada a dificuldade em classificar a neuroinflamacédo como causa ou
consequéncia no desenvolvimento de doencas neuroldgicas (ELLWARDT; ZIPP,
2014; O'CALLAGHAN; SRIRAM; MILLER, 2008).

Figura 4 - Neuroinflamag&o desencadeada pela epilepsia
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2.9 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que se liga em dois receptores, 0
TNFR-1 e o TNFR-2, que, além de diferirem no peso molecular, variam na afinidade,
estrutura molecular e expressdo. O receptor TNF-1 (TNFR1) é expresso ha maioria
dos tipos celulares e é ativado por TNF soltvel (solTNF) ou TNF transmembranar

(tmTNF). Enquanto que o receptor TNF-2 (TNFR2) é expresso principalmente por
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microglia e células endoteliais, sendo preferencialmente ativado por tmTNF (IDRISS;
NAISMITH, 2000; MCCOY; TANSEY, 2008).

O TNF-a é liberado e sintetizado pela micréglia, sendo que no SNC ambas
formas de TNF-a sdo biologicamente ativas. Os astrocitos e neurdnios também séo
capazes de produzir esta citocina pro-inflamatéria (IDRISS; NAISMITH, 2000). A
elevacao da forma soluvel de TNF-a é considerada um marcador de lesdao aguda e
cronica, ou seja, um indicativo da neuroinflamacao na fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas, como doenca de Parkinson (PD), doenca de Alzheimer (AD),
esclerose lateral amiotréfica e acidente vascular cerebral isquémico (MCCOY;
TANSEY, 2008).

O TNF-a também desencadeia um desequilibrio na neurotransmissao
excitatoria e inibitéria ao alterar a expressdo de receptores glutamatérgicos e
GABAérgicos. O TNF-a diminui a expressao de receptores GABA A e aumenta a
expressdo de receptores AMPA na membrana plasmatica ao promover a sua
endocitose (MCCOY; TANSEY, 2008). A morte neuronal ocorre quando 0s aumentos
de niveis de TNF-a induzem excitotoxicidade glutamatérgica (ZHU et al., 2010).

Além de estimular a producao de diferentes mediadores inflamatorios, o TNF-
a pode também formar espécies reativas de oxigénio (CHU et al., 2013). Estudos
demonstram que, assim como a IL-18, o TNF-a possui propriedades
neuromoduladoras, sendo, dessa maneira, capaz de aumentar a excitabilidade
neuronal através de diferentes efeitos na neurotransmissdo mediada por TNFR1.
Além disso, de acordo com Plata-Salaman et al. (2000) e Godlevsky et al. (2002), a
presenca das crises epilépticas pode acarretar na elevacdo de RNA mensageiro
(RNAmM) para essa citocina em diferentes regides cerebrais: hipocampo, amigdala,
cortex piriforme, pré-frontal e parietal. As consequéncias da a¢do do TNF-a, nas crises
epilépticas e processos inflamatorios através da neurodegeneracéo/neuroprotecao,
parece depender de seus niveis no cérebro e também de qual tipo de receptor esta
predominantemente ativado (DARDIOTIS et al., 2012). Contudo, enquanto o TNFR1
é descrito como um fator pro-ictogénico, o TNFR2 desempenha um papel anti-
ictogénico (BALOSSO et al., 2013).

2.10 INTERLEUCINA-1 BETA (IL-1B)
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A IL- 18 é uma das citocinas pro-inflamatorias mais estudas e esta relacionada
com resposta autoimune e de diversas doencas de inflamacéo local e sistémica
(DINARELLO, 1997; DINARELLO, 2009). E capaz de ativar a transcricdo de genes
relacionados a resposta inflamatoria, como ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e fosfolipase
A2. O trabalho da IL-1B ocorre na maioria das células e de forma sinérgica com outra
citocina pro-inflamatéria, geralmente o TNF-a (DINARELLO, 2009).

A sintese de IL-1 B ocorre na presenga de moléculas relacionadas a patégenos
e moléculas associadas ao dano celular. Sua producéo € a partir da sintese de um
precursor que é processado a molécula ativa através da enzima caspase-1. A
microglia € a principal origem de IL-1p em ambiente nocivo no SNC, porém, astrécitos
e macrofagos infiltrantes também sdo capazes de sintetizar e secretar essa citocina
(MABUCHI et al., 2000; PEARSON; ROTHWELL; TOULMOND, 1999).

O desenvolvimento de doencas neudegenerativas agudas e cronicas ocorre
apartir da contribuicdo da IL-1B, que promove a excitotoxicidade, lesdo neuronal
causada por hemorragia, hipoxia/isquemia e crises epilépticas ou acumulo
extracelular de 3-amiloide, que ativa a microglia a produzir IL-18 (SIMI et al., 2007).

Na epilepsia, observa-se o papel da IL-1B na epileptogénese, sendo essa um
alvo farmacoldgico no tratamento da epilepsia (DE SIMONI et al., 2000; DUBE et al.,
2004). A IL-113 é considerada um mediador central, ndo apenas por sua habilidade em
regular outras citocinas inflamatérias, tais como IL-6 e TNF-a, mas também por ser a
primeira citocina a ser liberada sob condi¢des patoldgicas (Figura 5) (BOUTIN et al.,
2003).

Uma forte ativacdo do complexo IL-1B/IL-1RI em células gliais e neuronais foi
observada em andlise de amostras cerebrais de pacientes com epilepsia do lobo
temporal com esclerose hipocampal (RAVIZZA; VEZZANI, 2006). Além disso, com
relacdo aos efeitos da IL-1B, na transmissdo sinaptica, houve um aumento da
excitabilidade neuronal e um decréscimo no limiar das crises epilépticas no hipocampo
e também em regides susceptiveis as crises (VEZZANI et al., 1999). Dessa maneira,
a IL-1pB é classificada como uma molécula pro-convulsiva, sendo que inibidores dessa
via podem vir a tornarem-se anticonvulsivantes de grande valor terapéutico (VEZZANI
etal., 2011).

Figura 5 - Envolvimento de citocinas no processo inflamatério
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2.11 INTERLEUCINA-6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6) é descrita como uma proteina-chave no sistema nervoso
central, devido a evidéncias ndo somente na neuroinflamacdo, mas em diversas
outras patologias do sistema nervoso (SPOOREN et al., 2011). Possui um importante
papel regulatério sobre as imunidades inata e adaptativa, sendo sintetizada
principalmente através de células dendriticas, astrocitos, células microgliais, células
endoteliais, entre outros (NAVA-CASTRO et al., 2018). A funcéo biologica da IL-6
ocorre através da ligacdo a seu receptor IL-6R, contudo, € necessario um
recrutamento adicional de outros receptores de proteinas para induzir as vias de
sinalizacdo (ERTA; QUINTANA; HIDALGO, 2012).

Da mesma forma que IL-18 e TNF-a, a IL-6 é rapidamente produzida pelas
células gliais durante a crise epiléptica (Figura 6) (VEZZANI et al., 2008). Além disso,
a presenca dessas crises induz a um rapido aumento de RNAm de IL-6 em diferentes
regides do hipocampo, consequentemente aumentando também a producdo de
RNAmM para o receptor de IL-6 (IL-6R) na regido hipocampal. Em modelos
experimentais utilizando-se o &acido cainico e indugcdo por estimulos elétricos,
observou-se uma elevacdo na expresséo da citocina IL-6 e seu receptor (IL-6R) em
células gliais (KALUEFF et al., 2004; VEZZANI et al., 2002). Essa observacéo

experimental demonstra que a IL-6 é capaz de contribuir para o inicio das crises
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epilépticas, bem como € estabelecido o efeito neurotoxico e pro-convulsivante dessa
citocina (CAMPBELL et al., 1993; JONAKAIT, 2007; KALUEFF et al., 2004; SAMLAND
et al., 2003).

Figura 6 - Producao da IL-6 através de diferentes células cerebrais
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Fonte: Adaptado de Erta, Quintana e Hidalgo (2012).

2.12 SISTEMA COLINERGICO NEURONAL

Uma nova via de controle da sintese de citocinas pro-inflamatorias, a qual é
regulada pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), foi chamada de via colinérgica anti-
inflamatoria (Figura 7). A acdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) se da em fungéo
do sistema colinérgico ser o responsavel pela propagacdo do impulso nervoso em
sinapses neuronais e neuromusculares (KAWASHIMA; FUJII, 2003; TRACEY, 2007).
No neurénio pré-sinaptico, a ACh é sintetizada a partir de colina e aceti-coenzima A,
sob a acédo da enzima colina acetiltransferase (SOREQ; SEIDMAN, 2001). O

armazenamento da ACh ocorre em vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular
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de ACh (VAChT - vesicular acetylcholine transporter), sendo um importante
neurotransmissor excitatorio no cérebro. A hidrolise da ACh é desempenhada pela
enzima acetilcolinesterase (AChE) (PRADO et al., 2002), enquanto o trajeto da colina
do meio extracelular para dentro da célula é desempenhado pelo transportador de
colina (KAWASHIMA; FUJII, 2003).

Figura 7 - Sinapse colinérgica
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Os receptores de ACh podem ser divididos em dois tipos: nicotinicos e
muscarinicos. Os receptores nicotinicos (nAChR) s&o canais idnicos ativados por
ligantes, formando estruturas homo e heteropentaméricas a partir de subunidades a,
B, v, © e/lou €. Os associados as proteinas do tipo G sdo denominados receptores
muscarinicos (MAChR) (SOREQ; SEIDMAN, 2001).

O mecanismo de resposta do SNC a presenca de estimulos inflamatoérios pode
ser representado pela via colinérgica, que, por sua vez, € mediado pela acao do nervo
vago (TRACEY, 2007), sendo o maior constituinte da divisdo parassimpatica do
sistema nervoso autbnomo (PAVLOV et al., 2007). O nervo vago contém fibras que
possuem componentes sensoriais (aferentes) e motores (eferentes) responsaveis
pelo controle das fungdes dos oOrgdos. Tal nervo origina-se no tronco cerebral,
percorrendo 0 pescocgo, o térax e o abdémen, dirigindo-se para os 6rgaos viscerais

(TRACEY, 2005, 2007). Segundo pesquisas realizadas, o nervo vago eferente,
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guando ativado, diminui os niveis de TNF-a sistémico e também de outras citocinas
pré-inflamatérias, inibindo, entdo, a resposta inflamatéria (PAVLOV; TRACEY, 2006;
ROSAS-BALLINA et al., 2008).

Os ativadores das fibras aferentes do nervo vago, como a IL-1 ou o LPS,
servem como uma espécie de sensor para a inflamacdo (GWILT; DONNELLY;
ROGERS, 2007; PAVLOV; TRACEY, 2006). A informacdo que é transmitida ao
sistema nervoso central estimula o nervo vago eferente a produzir ACh (GWILT,;
DONNELLY; ROGERS, 2007). Assim sendo, a indugcdo a inibicdo da sintese e a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias por macréfagos e outras células produtoras
de citocinas é realizada pela ACh. Um importante papel desse receptor tem sido
demostrado em estudos para os efeitos anti-inflamatérios do nervo vago. A
estimulacdo desse nervo torna-se ineficiente na supressao dos niveis de TNF-a em
camundongos knockout para o gene codificante para o receptor, enquanto que, em

camundongos controle, essa resposta ndo é observada (PAVLOV; TRACEY, 2006).

2.13 ESPECIES REATIVAS

As lesBes ocasionadas pelos radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio
(EROs) também podem induzir a morte celular por apoptose. Os radicais livres séo
moléculas altamente instaveis e reativas que contém um numero impar de elétrons
em sua ultima camada eletrénica. Como a maioria dos radicais livres sdo derivados
do metabolismo do oxigénio, usa-se o termo “Espécies Reativas de Oxigénio” para
denomina-los (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Essas EROs séo formadas durante
0 metabolismo normal por processos enzimaticos e ndo enzimaticos e, quando ha um
aumento na sua producdo, causam danos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos
celulares (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1989). As enzimas e as proteinas podem ser
atacadas pelos EROs gerados nos diversos processos metabolicos. 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
guais podem ser quantificados por espectrofotometria (LEVINE et al., 1990). Um dos
marcadores de oxidacdo proteica € a determinacdo do conteudo de proteina
carbonilada (MAISONNEUVE et al., 2009).

As alteracdes provocadas pelas EROs modificam a atividade biolégica das

macromoléculas, especialmente das enzimas, podendo alterar a sua atividade
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catalitica devido a desorganizacdo 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-amidacé&o ou por oxidac&o 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 peroxidacédo lipidica
(como o malondialdeido, entre outros). Além disso, derivados carbonilados reativos
(cetoaminas, cetoaldeidos) gerados como uma consequéncia da reacdo de acucares
redutores, ou seus produtos de oxidagdo com residuos de Lis das proteinas (reacdes
de glicac&o ou glicooxidac&o) com a eventual formacao de produtos finais de glicacéo-
lipoxidacdo avancados, podem levar a formacdo de grupos carbonilados (DALLE-
DONNE et al., 2003; PILKA et al., 2009; STADTMAN, 2004). O mecanismo da
carbonilacdo ainda ndo esta totalmente esclarecido, porém, os mais aceitos sdo um
aumento no namero de espécies oxidantes; um decréscimo nos scavengers dessas
espécies (GALVANI et al., 2008); um aumento na susceptibilidade dessas proteinas a
oxidacao; e um decréscimo na remocao 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). ApoOs episodios
convulsivos, o dano tecidual € capaz de gerar espécies reativas (ER), podendo
ocasionar a morte neuronal (ERAKOVIC et al., 2001; KANEKO et al., 2002; LIANG;
HO; PATEL, 2000) e, com o fato de o cérebro possuir uma alta concentracao de acidos
graxos poli-insaturados, essas ER sé@o capazes de afetar a expressado de proteinas
funcionais de membrana e receptores (LIANG; HO; PATEL, 2000; MAES et al., 1999).
Além disso, sob estimulos apoptoticos, o ligante TNF-a é capaz de elevar a
concentracdo intracelular de EROs (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; KUMAR
et al., 2008), contribuindo para a ativacdo da cascata apoptotica.

As células humanas apresentam um mecanismo de defesa celular para
combater a intensa producdo das EROs provenientes de diversas fontes. Esse
mecanismo € denominado sistema de defesa antioxidante e atua na prevencao e no
reparo fisico e quimico dos diversos sistemas orgéanicos (VALKO et al., 2007). Esse

sistema € composto principalmente pela acdo cooperativa de trés principais enzimas
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antioxidantes: a SOD, o sistema glutationa GSHPx/GSHR e catalase (CAT), além de
um sistema de antioxidantes ndo-enzimaticos (vitaminas A, C, E e D, e glutationa
reduzida) (HALLIWELL, 1999).

Em relagcéo a localizagdo dessas enzimas antioxidantes, a SOD é encontrada
no citosol ou no meio extracelular (Cu/ZnSOD) e na mitocéndria (MnSOD), enquanto
o sistema glutationa GSHPx/GSHR e CAT estéo presentes no citosol e peroxissomos,
respectivamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A CAT (EC1.11.1.6) é uma enzima tetramérica, formada por quatro
subunidades idénticas de 60.000 Da, contendo um unico grupo ferroprotoporfirina por
unidade, e tem uma massa molecular de aproximadamente 240.000 daltons (Da)
(MATES, 2000). Encontra-se enclausurada no peroxissoma que € a principal organela
responsavel pela desintoxicacdo celular e pela oxidacdo de 4cidos graxos de cadeia
longa, fonte inesgotavel de peroxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio.
Participa da converséo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que 0s
dois caminhos mais utilizados para estudo de sua atividade referem-se a medida do
decaimento na concentragdo de H202 e da geragdo do oxigénio (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

A SOD (EC1.15.1.1) € uma metaloenzima que desempenha importante papel,
ja que catalisa a dismutacdo do radical superéxido em peroxido de hidrogénio e
oxigénio molecular. O H202, por sua vez, é degradado pela CAT ou GSHPX,
resultando em &agua e Oz Existem trés classes de SOD, dependendo de sua
localizacdo e do metal componente: SOD1, SOD2 e SOD3. A SOD1 é uma enzima
citosdlica dependente de cobre e zinco (CuzZnSOD) e é encontrada no citoplasma,
compartimentos nucleares e lisossomos de células de mamiferos (ZELKO; MARIANI,
FOLZ, 2002).

Ja a SOD2 é uma enzima mitocondrial dependente de manganés (MnSOD) e
€ encontrada somente em mitocondrias de células aerdbicas (SEIZI, 2003; GALECKA
et al., 2008). Varios estudos tém demonstrado a relevancia da MnSOD como agente
protetor da doenca cardiovascular. A atividade da MnSOD é diretamente induzida pela
presenca de colesterol LDL oxidado (ox-LDL), EROs e fumo, o qual contém varias
substancias oxidantes em sua composi¢cdo (KINSCHERF et al., 1997; MARAGON et
al., 1997). Aléem disso, existem evidéncias indicando que a superexpressdo da
MnSOD inibe, in vitro, a oxidacao da LDL pelas células endoteliais humanas (FANG

et al., 1998). Nagara et al. (2001) realizaram estudos com compostos miméticos da
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MnSOD e demonstram que essa enzima impede a ativacao e agregacao plaquetaria,
gue é também estimulada pela hiperglicemia e hipercolesterolemia.

E a SOD3 é uma enzima extracelular dependente de cobre e zinco: é a mais
recente descoberta dessa familia de enzimas, possui um peso molecular de 135.000
Da e uma das suas caracteristicas é a alta afinidade pela heparina. Além disso, a
SOD3 foi primeiramente detectada em plasma humano, linfa, ascites e fluido
cerebroespinhal e o padrdo de expressédo dessa enzima é altamente restrito a células
e tecidos especificos, em que a sua atividade pode exceder a da SOD1 e MnSOD
(ZELKO; MARIANI, T. J.; FOLZ, 2002).

A lesdo do DNA mitocondrial, causada pelo estresse oxidativo, merece
destaque pelo fato da mitocéndria ser a principal fonte de espécies reativas (ERs). Por
essa razdo, o DNA esta exposto a altos niveis de ERs, promovendo muta¢des nos
genes das proprias enzimas antioxidantes. Em resposta a hipercolesterolemia,
macrofagos, linfécitos e células musculares lisas liberam citocinas a circulacéo
sistémica, induzindo a ativacdo da cascata inflamatdria que promove dano oxidativo
intracelular e mutagdo génica, especialmente da MnSOD (DEDOUSSIS et al., 2008;
FORTUNATO; TARANTO, 2007).

2.14 POLIMORFISMO DO GENE DA SUPEROXIDO DISMUTASE DEPENDENTE
DE MANGANES MnSOD (Alal6ValMnSOD)

Embora alguns estudos descrevam a relacdo do estresse oxidativo e
inflamac&o com AVE, escassos trabalhos enfatizaram seus estudos em investigacoes
a respeito da associacao do polimorfismo genético da MnSOD Alal6Val na doenca
neurovascular. A MnSOD é uma molécula homotetramétrica composta por tetrameros
de aproximadamente 23 quilodaltons (kDa) por subunidade. E uma enzima
antioxidante considerada como primeira linha de defesa codificada por um gene
nuclear e € encontrada na sua forma ativa na matriz mitocondrial (BRESCIANI et al.,
2013; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O gene da MnSOD esta localizado no cromossomo 6025, possui 5 éxons e 4
introns (existe apenas uma copia desse gene) e a sua proteina € sintetizada no citosol
e modificada pés-transcripcionalmente dentro da mitocéndria (SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1997; WISPE et al., 1989). Por ser produzida no citosol, tal

enzima precisa ser carregada para o interior da mitocondria. Esse processo é
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coordenado por uma sequéncia peptidica sintetizada e presente no inicio da proteina
MnSOD, ainda inativa, conhecida como Mitochondrial Target Sequence (MTS).
Quando a MnSOD entra na mitocondria, a regido MTS é clivada por lisossomas
tornando-se ativa e funcional.

Um dos polimorfismos mais estudados do gene da MnSOD ocorre nessa
sequéncia. Esse é genericamente denominado Alal6Val, que se origina por uma
mutacé&o estrutural na regido génica que codifica a sequéncia MTS, foi detectado um
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP, single nucleotide polymorphism). Essa
mutacdo provoca a substituicio de uma citosina por uma timina na sequéncia
codificadora, convertendo o cédon GCT (alanina) para GTT (valina) (WISPE et al.,
1989; ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002). Trés genotipos sdo descritos no polimorfismo
da MnSOD: AA, AV e VV (ROSENBLUM; GILULA; LERNER, 1996).

A substituicdo da Alanina por Valina (polimorfismo Alal6Val) mostra que o alelo
Val (V) afeta a conformacéo da sequéncia da proteina imatura da MnSOD, a qual é
sintetizada e esta presente no citosol, dificultando o transporte e a entrada da mesma
para o interior da mitocdndria, onde a enzima sera cortada e se tornara ativa. Essas
dificuldades fazem com que individuos portadores do alelo V tenham uma menor
eficiéncia enzimética da MnSOD do que os que possuem o alelo Ala (A), (SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1997).

O alelo Ala apresenta uma estrutura proteica do tipo a-hélice, que permite o
seu eficiente transporte do citosol para a mitocondria (Quadro 2). A valina variante
(Ala/Val ou Val/Val) parece apresentar uma estrutura -hélice pregueada, dificultando,
assim, o seu transporte para o espac¢o mitocondrial e, dessa forma, reduzindo a sua
atividade antioxidante (BOHNI; DAUM; SCHATZ, 1983). Estima-se que o alelo A-
MnSOD Alal6Val é capaz de gerar uma enzima 30-40% mais eficiente que o alelo V-
MnSOD Alal6Val e essa diferenca na eficiéncia enzimética pode levar a riscos de
disfuncbes e doencas associadas ao estresse oxidativo (BRESCIANI et al., 2013;
ASCENCIO-MONTIEL et al., 2013).

Quadro 2 - Estruturas e caracteristicas dos genotipos do Polimorfismo Alal6Val Mn-SOD

Alelo Gendtipo Aminoécido Estrutura da proteina Eficiéncia enzimética
A AA Alanina Alfa-Hélice 40% maior
AN AV Alanina/Valina Helicoidal Intermediaria
\% \AY% Valina Beta-Lamina Baixa
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Fonte: Da autora (2020).

Estudos prévios sugerem que esse polimorfismo da MnSOD esta associado a
patologias cuja etiologia € induzida por dano oxidativo, como a aterosclerose (HIROI
et al., 1996). Kakko et al. (2003) investigaram a associa¢do entre o genotipo VV ao
espessamento da carétida. A capacidade antioxidante de portadores VV poderia estar
diminuida, levando por consequéncia ao aumento no estresse oxidativo.

Essa mutacdo pode refletir em uma reducédo funcional da enzima em nivel
mitocondrial, o que implicaria em uma eficiéncia diminuida da MnSOD (COLLINSON
et al, 2006), sendo que, segundo Peacock e Morris (2006), a Ala-MnSOD demonstrou
uma maior efetividade no controle da geracdo de Oz mitocondrial em relacdo a
mutac&o Val-MnSOD.

Corroborando com esses achados, Gottlieb et al. (2005) observaram que
individuos com DM2 apresentavam uma maior frequéncia do alelo V da MnSOD, bem
como maiores niveis de ox-LDL. Fujimoto et al. (2008) encontraram uma associacao
com o gendtipo AA no aumento da atividade mitocondrial da MnSOD, protegendo os
macrofagos da apoptose induzida pelo ox-LDL, diminuindo o processo inflamatorio e
reduzindo os riscos de infarto agudo do miocardio e das doencas vasculares.

Dedoussis et al. (2008), em seus estudos, verificaram que homens de meia
idade com genotipo VV apresentavam elevados niveis de ox-LDL quando comparados
com 0s outros gendtipos (AA e AV). Ainda, Montano et al. (2009) encontraram uma
maior frequéncia do genoétipo VV em individuos obesos. Os autores estimaram uma
razao de chance 1,5 vezes maior de individuos VV serem obesos do que individuos
AAe AV (RC=1,551, 95% IC: 1.010-2.380). Também, Isbir et al. (2008) demonstraram
que pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com o genoétipo VV apresentaram
menores niveis pré e pds-operatérios da atividade da MnSOD e maior liberacdo de
citocinas pro-inflamatoérias como a IL-6.

Ademais, Duarte et al. (2010) verificaram que individuos VV apresentavam um
maior nivel de marcadores de estresse oxidativo e reducéo na atividade das enzimas
antioxidantes em pacientes hipercolesterolémicos. Corroborando com os dados, Bica
et al. (2010) também demonstraram uma associacdo do gendtipo VV com a
hipercolesterolemia e cancer de mama com maior potencial metastatico. Enquanto
gue Montano et al. (2009) encontraram em individuos obesos uma maior frequéncia

do gendtipo VV, mostrando a razdo de chance (RC) para obesidade. Esses resultados
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sugeriram que um aumento dos niveis do anion O2e-, devido a baixa eficiéncia do
genatipo V-SOD2, pode afetar as vias metabolicas contribuindo para obesidade.

O gendtipo VV também estd associado as complicacbes cardiacas e
microvasculares, como na diabetes e indicadores bioquimicos associados ao risco
cardiometabolico (JONES et al., 2010; TIAN et al.,, 2011). Montano et al. (2012)
observaram em linfécitos de pacientes portadores do genétipo VV a prevaléncia de
niveis elevados na producdo de citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y),
quando comparados com os linfécitos dos demais genétipos (AA e AV). Bairova et al.
(2014) observaram fatores de risco relacionados a hipertenséo e as diferencas étnicas
entre caucasianos e mongois e demonstraram que os adolescentes caucasianos
apresentavam elevados niveis de malondialdeido (MDA) para A-MnSOD Alal6Val
SNP, enquanto que os adolescentes mongois apresentavam niveis reduzidos de
antioxidantes totais para V-MnSOD Alal6Val (Figura 8).

Figura 8 - Eficiéncia do transporte da MnSOD na mitocdndria de acordo com o genétipo
Alal6ValMnSOD
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Fonte: Bresciani et al. (2013).

Ha diferenca da disponibilidade da MnSOD na mitocondria de acordo com o
gendtipo homozigoto Alal6Val. O alelo Ala apresenta uma estrutura proteica que
permite 0 seu eficiente transporte do citosol para a mitocondria aumentando a
dismutacéo do Oz — em H202 (A). O alelo Val afeta a conformacdo na sequéncia da
proteina imatura da MnSOD, sintetizada no citosol, dificulta o transporte da mesma
para o interior da mitocéndria, tornando a enzima menos eficiente e diminuindo as
defesas antioxidantes (B) (criado por PASCOTINI et al., 2018).

2.15 MORTE CELULAR E APOPTOSE

O processo gque abrange uma sucesséo de eventos a partir da acdo de agentes
lesivos denomina-se morte celular (KUMAR et al., 2008). A célula em apoptose é
fragmentada e sofre o processo de endocitose por células vizinhas e especializadas.
Todavia, antes desse processo ocorrer, algumas alteracdes morfoldgicas ocontecem,
como é o caso da cromatina, que se torna condensada, enquanto o citoplasma torna-
se mais denso (BOLETI et al., 2008; WYLLIE; BEATTIE; HARGREAVES, 1981). Sua
classificacdo vai de acordo com as diferencas de critérios, como: aspectos

enzimaticos (com ou sem acdo de nucleases ou proteases, cOomo caspases,
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catepsinas e outras); caracteristicas imunologicas (imunogénica ou ndo imunogénica);
aspectos funcionais (fisiolégica ou patologica, programada ou acidental); ou
caracteristicas morfologicas (autofagia, necrose e apoptose) (GRIVICICH; REGNER,;
ROCHA, 2007; KROEMER et al., 2009; KUMAR et al., 2008).

Como a apoptose € uma modalidade de morte celular comum aos estados
patoldgicos e fisiologicos, em condi¢cdes patologicas, a apoptose possui a funcdo de
eliminar células danificadas geneticamente ou células com lesbes irreparaveis;
enquanto que, em situacgdes fisioldgicas, elimina células que ja cumpriram sua funcao
e também contribuem para manutencdo do nimero de células nos tecidos (KUMAR
et al., 2008).

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos exdégenos agindo em
receptores de membranas ou enddégenos gerados apés diferentes agressbes. As
caracteristicas do processo a inducdo de modificacdes funcionais e morfolégicas sao
induzidas pelas proteases, dentre as quais sdo encontradas as caspases. Essas
enzimas possuem um residuo de cisteina no sitio ativo e clivam substratos que
possuem residuos de &cido aspartico em sequéncias especificas (GRIVICICH,;
REGNER; ROCHA, 2007).

Em relacdo a divisdo das caspases, as mesmas se dividem em dois grupos
funcionais: as que participam diretamente da apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10)
e as que estdo envolvidas na inducdo da inflamagéo (caspases 1, 4, 5, 11, 12 e 14),
sendo as mesmas ativadas através de duas principais vias: via extrinseca ou via de
morte mediada por receptor e via intrinseca ou mitocondrial (CHEN et al., 1998). Além
disso, as caspases envolvidas na apoptose séo divididas de acordo com a estrutura e
funcdo de seus pro-dominios. As caspases efetuadoras ou executoras possuem proé-
dominios pequenos ou inexistentes, sendo responsaveis pela clivagem de substratos.
enguanto que as caspases ativadoras ou iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) possuem
um proé-dominio funcional grande e ativo (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007,
KUMAR et al., 2008).

De fato, pesquisas mostram um aumento da expressado da caspase 3 no
neocoértex de pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT), sugerindo o
envolvimento da via apoptética nessa doenca (HENSHALL; CHEN, J.; SIMON, 2000).
Sabe-se que o papel da mitocondria € essencial na ativacdo da via apoptotica e na
morte celular, bem como uma fonte de proteinas pro e anti-apoptotica (SUGAWARA

et al., 2004). Além de promover a ativagdo da cascata de caspases, a caspase 3 cliva
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o inibidor de endonuclease ICAD, promovendo a liberacdo do DNA (se ativada por
caspase (CAD), ou inativa a enzima reparadora de DNA (PARP). Desse modo, a
caspase 3 acarreta a quebra do DNA e, consequentemente, impede a sobrevivéncia
celular (SUGAWARA et al., 2004).

Além de ativar diretamente a caspase, o fator indutor de apoptose (AIF) é
ativador de endonucleases (enzimas que possuem a capacidade de clivar o DNA).
Quando liberado no citoplasma, o AIF e as endonucleases podem migrar diretamente
para o nucleo, induzindo a fragmentacdo do DNA (GRIVICICH; REGNER; ROCHA,
2007). Analises quantitativas da caspase 8 (iniciadora) e caspase 3 (executora)
podem ser importantes indicativos de morte celular na epilepsia (HENSHALL; CHEN,
J.; SIMON, 2000). Em razé&o dos processos fisioldgicos e patoldgicos, o tecido celular
sofre mudancas e essas mudancas sdo, geralmente, estimadas através da
mensuracao do conteudo de DNA (HUNZIKER, 1992).

Existem diversos métodos, porém poucos sao especificos para DNA dupla fita,
como o picogreen (PG) (VITZTHUM et al., 1999). Esse método de quantificagcdo
apenas emite fluorescéncia quando 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).

A via extrinseca é ativada por moléculas, tais como CD95L, que se ligam aos
seus receptores de morte na superficie celular e, por meio de moléculas adaptadoras
FADD, ira recrutar moléculas pro-caspase 8, resultando na sua ativacdo. A via
intrinseca é ativada por sinais intracelulares que convergem na mitocéndria e, por
meio de membros da familia Bcl-2, modifica a permeabilidade da membrana
mitocondrial, fazendo com que essa organela libere moléculas, tais como citocromo ¢
e Smac/DIABLO. Na Figura 9, o citocromo c ir4 se associar a proteina adaptadora
Apaf-1 e ativar moléculas pré-caspase 9. As duas vias de ativacdo irdo culminar em
uma rota comum de execucdo de apoptose, por meio da ativacdo de pro-caspase 3,

finalmente ativando a caspase 3.

Figura 9 - Vias extrinseca e intrinseca de apoptose
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Fonte: Hengartner (2000).
2.16 EPILEPSIA: INFLAMA(}AO E MEMORIA

Disturbios de memodria e inflamagcéo em pacientes com epilepsia sédo bastante
frequentes na literatura. Um namero expressivo de individuos que sofreram lesdes
adquiridas do tecido cerebral, como acidente vascular ou traumatismo, desenvolvera
epilepsia apos certo periodo de tempo. Nesses casos, admite-se que a lesdo induz
uma reorganizacdo dos circuitos cerebrais que, com o tempo, transforma-se em um
foco gerador de descargas epilépticas (SILVA; CABRAL, 2008).

A epileptogénese tem em comum a indu¢ao quimica ou elétrica de um sistema
elétrico que perdura por varias horas. O desiquilibrio metabolico acompanhado da
liberagdo macica de substancias excitatorias ocorre em funcdo das crises
prolongadas, resultando na lesdo de estruturas cerebrais sensiveis, como, por
exemplo, o hipocampo. Essa lesdo é caracterizada pela morte celular. A fase
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chamada latente € o periodo variavel de recuperacao, as redes neuronais tornam-se
epileptogénicas, isto €, capazes de gerar crises (PITKANEN et al., 2006).

Todo esse processo da epileptogénese pode estar diretamente ligado a déficits
cognitivos como na memoria. Em um estudo realizado com 100 pacientes com ELT
refrataria, ficou comprovado que 70% a 80% destes apresentavam comprometimentos
mneésticos verbal ou visual. Os déficts de memaria episodica, neste estudo (sistema
que permite o resgate de eventos com rétulo temporal), foram os mais evidentes
(HELMSTAEDTER et al., 2003). Para Blume (2003), a presenca de prejuizos da
memoria € comum nos individuos com ELT, principalmente quando a zona epiléptica
se encontra em ambos os lados temporais ou quando se localiza no lobo temporal

para a linguagem.

2.17 EPILEPSIA E FUNCOES NEUROCOGNITIVAS

Nas areas cientificas, clinica e aplicada, a neuropsicologia estuda a
organizacao cerebral dos processos cognitivos-comportamentais e de suas alteracdes
na presenca de lesdo ou disfuncdo cerebral (ARDILA; ROSSELI, 2007). Na area
cientifica, tem como principal objetivo a andalise e a investigacdo da organizacao
cerebral, além da inclusdo de pesquisas com o0 objetivo de aprimoramento das
técnicas de avaliacdo neuropsicologica. Na area clinica, sua funcdo € avaliar e
diagnosticar individuos com danos cerebrais, levando em consideracéo a relacdo do
comportamento, dos pensamentos humanos das emoc¢des com o0 cérebro.
(BARBIZET; DUIZABO, 1985; GIL, 2002; HEBBEN; MILBERG, 2002).

Na area aplicada, trabalha com reabilitacdo em casos de patologias do sistema
nervoso. As areas clinica e aplicada incluem os processos de avaliacdo e reabilitacao
neuropsicolégica (LABOS et al.,, 2008). A aplicacdo de testes especificos para
mensuracao dos resultados e analise qualitativa do desempenho do paciente, a fim
de relacionar os prejuizos observados no funcionamento cognitivo com possiveis
disfuncdes cerebrais, € conhecida como avaliagdo neuropsicolégica (LEZAK, 2005).
Sua funcao é o diagnoéstico, tratamento e progndstico das sindromes epilépticas, visto
que pacientes com epilepsia, frequentemente, apresentam queixas cognitivas
(HOMMET et al., 2006).

De acordo com Dodson (1991), pacientes com epilepsia apresentam um risco

trés vezes maior de apresentar prejuizos cognitivos quando comparados a individuos
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sem problemas neurologicos. Algumas das queixas cognitivas comumente relatadas

por pessoas com epilepsia estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Prejuizos cognitivos frequentemente relatados por pessoas com epilepsia

PREJUIZOS COGNITIVOS
Esquecimento do caminho em lugares conhecidos
Dificuldades na realizacéo de calculos mentais
Esquecimento do nome de pessoas préoximas
Dificuldades para fixar um namero de telefone
Dificuldade em prestar atencdo em um discurso ou noticiario
Dificuldade para compreender algo que escutou ou leu
Dificuldade para aprender algo novo
Pensamento lentificado
Dificuldade no seguimento de instrucfes
Esquecer aniversarios, compromissos e datas

Fonte: Adaptado de Baker, Taylor e Hermann (2009).
2.18 ORIENTACAO TEMPORO-ESPACIAL

Geralmente as avaliagcbes neuropsicologicas se iniciam com tarefas de
orientacdo témporo-espacial operacionalizadas por perguntas que verificam se o
paciente tem nocdo da data e do dia em que se encontra. Isso porque sua perda pode
indicar um prejuizo cognitivo genérico e complexo. Em lesdes focais, a perda de
orientacao témporo-espacial pode estar associada a um disturbio visuo-espacial, mas
também a um estado semicomatoso (coma), que ocasiona um quadro confusional.
Nos quadros degenerativos, essa perda esta associada a um declinio cognitivo geral
ou com predominancia em uma funcao, tal como a memaria (FONSECA et al., 2009).

Mesmo sem ser um distlrbio que ocorre isoladamente, € um bom indice de
quadro demencial. Pode ser também uma prova que contribui para dissociar quadros
focais, tal como o derrame, daqueles degenerativos e a deméncia, do tipo Alzheimer.
Por exemplo, um paciente com dificuldades em reconhecer caminhos, mas sem
nenhuma dificuldade em saber onde vive, provavelmente tem um disturbio especifico
mais frequente em lesdes focais. J& quando ambas as dificuldades séo simultaneas,
€ importante realizar uma avaliagdo neuropsicolégica mais detalhada e demorada,
acompanhada por exames neurologicos para descartar ou comprovar um quadro
degenerativo (FONSECA et al., 2009). Assim, a orientacdo témporo-espacial nédo
constitui um sistema neural simples e independente dos demais, mas requer recursos

atencionais visuais, de raciocinio e memoaria (FONSECA et al., 2009).
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2.19 MEMORIA

Funcdes congnitivas importantes como a memoria estao relacionadas ao lobo
temporal. A memoria pode ser definida como a aquisicéo, a formacéo, conservacéao e
a evocagao de informagdes (IZQUIERDO, 2011).

E possivel considerar, nos seres humanos, dois sistemas qualitativamente
diferentes de armazenamento da informacéo, que sdo normalmente designados como
memoria declarativa ou explicita e n&o-declarativa ou implicita, conforme
esquematizado na Figura 10 (PURVES, 2005).

Figura 10 - Principais categorias qualitativas da memadria humana

Meméria humana
Declarativa MNao-Declargtiva
[acessivel 4 cansofncia) (geralmente ndo acessivel & consciénoa)
Episddios Palavras o Histdna Habilidades Associagies Dicas
da vida Seus motoras de
diaria significados Prirming

Fonte: Adaptada de Purves (2005).

A memoria declarativa refere-se ao armazenamento do material que esta
disponivel a consciéncia, podendo ser verbalizado (expresso mediante a linguagem),
enguanto que a memoria ndo-declarativa se refere aquela meméria nao disponivel a
percepcado consciente, pelo menos ndo de forma detalhada, estando associada a
comportamentos, habitos e habilidades (KANDEL et al., 2000).

A memodria declarativa ou explicita (ou ainda consciente) € a memoaria para
eventos, fatos e/ou musicas, todos os varios fragmentos do conhecimento que se
adquire durante uma vida de experiéncia e aprendizado (BUENO; OLIVEIRA, 2004).
Estes sédo faceis de formar e de esquecer, sendo o “registro explicito” de uma

experiéncia prévia individual (GIL, 2002). Aquelas relacionadas a eventos dos quais
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se participa ou a que se assiste sdo denominadas episddicas, enquanto que as de
conhecimentos gerais sdo denominadas semanticas (IZQUIERDO, 2002).

A memoria ndo-declarativa ou implicita € o tipo de memoria evidenciavel
apenas através do desempenho em tarefas didrias e apresenta acesso nao-
consciente ao seu conteudo. Estd associada aos comportamentos, habitos e
habilidades (KANDEL et al., 2000).

A melhora da capacidade de detectar ou identificar palavras ou objetos pouco
depois de ter contato com eles chama-se de ativacéo (priming). As dicas de priming
estdo incluidas, ainda, nesse tipo de memadria. Pesquisas mostraram que ativacao €
um fenébmeno de memoria distinto e inconsciente, cuja funcdo € aprimorar a
percepcao de estimulos recentes, sem que se tenha, necessariamente, consciéncia
da melhora da velocidade ou eficacia da percep¢édo (SQUIRE; KANDEL, 2006).

Embora ainda seja bastante debatido por neuropsicélogos e neurobidlogos, a
memoria declarativa ou memdéria explicita pode ser subdividida de acordo com o
tempo de armazenamento das informacdes em memadria imediata, memoria de curto
prazo e memoria de longo prazo. No priming, assim como na memoria de
procedimentos, ndo se distingue uma memoria de curto prazo (IZQUIERDO, 2002).

Pode-se falar de memorias declarativas de acordo com suas subdivisbes em:

a) memoria imediata (registro sensorial): consiste na capacidade de manter na
consciéncia uma informagdo ou experiéncias em andamento, durante
poucos segundos (LUNDY-EKMAN, 2004);

b) memodria de curto prazo: é a capacidade de reter uma informacdo por
segundos, minutos ou poucas horas, ou seja, refere-se ao sistema de
memoéria com capacidade de poucos itens e que decai rapidamente com o
tempo (BUENO; OLIVEIRA, 2004);

c) memoria de longo prazo: permite a conservacao duravel das informacdes,
podendo durar horas, meses, décadas ou pela vida inteira, possibilitando o
aprendizado e a consolidacéo das informacdes (MAGILA, 2004). Em relacao
a epilepsia, esta reconhecido na literatura que distdrbios da memoria se
relacionam as altera¢cdes anatdmicas ou funcionais de regides do cérebro
associadas a memoria ou, entdo, sdo decorrentes de disturbios da

ansiedade, depresséo e atencédo (MAGILA, 2004).
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2.20 ATENCAO

Entre todas as funcbes, a atencdo constitui aspecto central na avaliagao
neuropsicolégica, dado que ela influencia de maneira determinante todos os outros
dominios cognitivos, inclusive a funcéo executiva (MESULAM, 2000).

Os componentes mais aceitos para definir a atencao sdo: a atencao dividida, a
atencao alternada, a atencéo sustentada e a atencéo seletiva (STRAUSS et al., 2006).
A atencdo pode ser divida para o desempenho de duas atividades. Também pode
ocorrer a alternancia do foco atencional, ou seja, desengajar o foco do estimulo para
engajar em outro e assim sucessivamente. A atencao sustentada é referida como a
capacidade de manter o foco atencional em determinado estimulo ou sequéncia de
estimulos durante o periodo de tempo necessario para o desempenho de atividades.
Na atencdo seletiva, determinados estimulos sdo privilegiados em detrimento de
outros estimulos que sao distratores na execucao da tarefa (LEZAK et al., 2004; LIMA,
2005).

Os diferentes componentes sdo importantes para a funcéo executiva, visto que
organizam e selecionam a percepc¢ao para a acdo em situacdes que estdo fora de
rotina, além de conduzirem comportamentos complexos, ndo automaticos e
direcionados a uma meta (MESULAM, 1981, 1990).

As funcbes descritas acimas sdo consideradas cognitivas, pois estédo
envolvidas na percepcdo da informacdo, processamento e expressao da acao,
diferindo das funcdes executivas que sao funcdes de niveis superior responsaveis

para o controle metacognitivo e dire¢do da experiéncia mental (LEZAK et al., 2004).

2.21 PERCEPCAO

Percepcéo € a capacidade de associar as informacdes captadas pelo sistema
sensorial a memoria e a cogni¢do a fim de construir uma representacédo interna do
mundo externo e orientar o comportamento (LENT, 2004). A avaliacdo das funcdes
perceptivas engloba atividades de discriminacdo, capacidade de sintese visual,
reconhecimento, reproducao de figura e orientacdo. A primeira atividade envolve a
discriminagdo entre estimulos simples, como formas geométricas, angulos, cores,

faces ou objetos familiares.
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A capacidade de sintese visual é avaliada através da apresentacéo de objetos
familiares fragmentados. O reconhecimento de estimulos visuais familiares € avaliado
por atividades que requerem a nomeacéo de objetos reais ou identificagdo de objetos
em forma distorcida ou oculta (HOWIESON; LEZAK, 1992). O c6rtes humano possue
trés sistemas perceptuais bem desenvolvidos: o visual, o auditivo-visual e o
somestésico. Um sistema muito importante para o homem é o de reconhecimento de
faces, isso porque, sendo o homem um animal essencialmente social, reconhecer a
face de seu interlocutor é o primeiro passo para a comunicagdo, ou, o caso de uma
face que identifica um estranho ou um inimigo, a ndo comunicacdo e a fuga
(FONSECA et al., 2009).

2.22 LINGUAGEM

A linguagem, seja ela verbal, escrita ou gestual como funcéo cortical superior &
uma forma de transmissdo de informacdes entre interlocutores, que favorece a
adaptacao do individuo ao ambiente. Sua capacidade é de simbolizar pensamentos,
sendo eles simples ou complexos, concretos ou abstratos (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSEL, 1997; KIRSHNER, 2002; LENT, 2001; MARRONI; PORTUGUEZ, 2002).

O hemisfério cerebral esquerdo é dominante para a linguagem na maioria dos
seres humanos, pois neles estdo presentes areas especificas para articulacéo e
compreensao da linguagem, o giro frontal inferior (area da Broca) e o giro temporal
superior (area de Wernicke) (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 1997).

Os aspectos da linguagem situados no hemisfério esquerdo envolvem
mecanismos de compreensédo auditiva, escrita e ainda um sistema Iéxico semantico.
Ja o hemisfério cerebral direito esta envolvido na orientacdo para o contexto néo
linguistico e prosddia. Caracteriza-se pelo rapido reconhecimento de padrdes visuais
pela facilitacdo da leitura e auxilio na integracao das frases durante o discurso (LENT,
2001). Distarbios da linguagem, como as afasias, podem comprometer as
capacidades de expresséo, repeticdo, nomeacdo e compreensdo da linguagem
(HOWIESON; LEZAK, 1992).

No contexto das epilepsias, a esfera mais investigada na linguagem € a
capacidade de nomeacao. Disturbios de linguagem em pacientes com epilepsia do
lobo temporal sdo muito frequentes e as crises tém origem no hemisfério dominante
para a linguagem (HARLEY, 2008; SPRINGER; DEUTSCH, 1993)
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Segundo estudo de Oyegbile et al. (2004), prejuizos da linguagem,
especificamente a capacidade de nomeacdo, sdo mais comumente observados em
pacientes com ELT a esquerda do que nos pacientes ELT a direita. No entanto, a
associacao da laterizacao do foco epileptogénico com disturbios da linguagem, mais
especificamente a nomeacéao, ainda ndo esta totalmente esclarecida.

De acordo com pesquisadores, pacientes com ELT a esquerda com linguagem
dominante & esquerda apresentam piores escores em tarefas que envolvem
capacidade de nomeacdo. Entretanto, existem estudos que apontam para uma
indiferenciacdo da capacidade de nomeacdo em funcdo da lateralizacdo da zona
epileptogénica (MAYEUX et al., 1980; RASPALL et al., 2005; SCHEFT et al., 2003).

2.23 FUNCOES EXECUTIVAS

O conceito de funcdes executivas (FE) € amplo e com muitas definicdes na
literatura. Dois aspectos centrais e ndo excludentes sdo comumente encontrados e
enfatizados. Um deles refere-se a definicdo das FE envolvendo o controle de um
conjunto de funcdes cognitivas superiores. O segundo aspecto traz a idéia de controle
da execucdo de tarefas durante certo periodo para alcancar objetivos futuros
(ROYALL et al., 2002).

Quando se tem um objetivo, seja ele simples ou complexo, sdo planejadas
acoes e esse plano de acéo envolve uma linha de tempo que é representada por uma
hierarquia de sub-objetivos os quais requerem cada um diferentes a¢des. Conforme
Gazzaniga et al. (2008), séo essenciais para um plano de agao de trés componentes:

a) identificar o objetivo e desenvolver subobjetivos sensatos;

b) analisar as consequéncias ao se optar por uma ou outra acao;

c) determinar o que é necessario para atingir os subobijetivos.

Pacientes com disfuncdes executivas geralmente convivem com falhas no
comportamento voltado a um objetivo. Em resumo, atingir uma meta requer
flexibilidade e coeréncia na tomada de decisdo e monitoramento constante dos
subobjetivos (GAZZANIGA et al., 2008).

Individuos com lesdes ou disfungcbes do lobo frontal podem ter
comprometimento da habilidade de planejar uma sequéncia coerente de ac¢des que
visa consequéncias futuras e no controle de impulsos espontaneos que permita atingir
objetivos (CAPILLA et al., 2004).
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2.24 PRAXIAS

Praxias sdo as habilidades dirigidas a execucdo gestual. Diferentes
movimentos compdem um gesto, de forma que a praxis se refere a um processo de
execucdo de um ou uma seérie de movimentos. As dificuldades gestuais séo
denominadas apraxias. Os pacientes com apraxia podem néo apresentar dificuldades
motoras, mas, ao realizar uma a¢do, como pegar uma xicara de cha ou se vestir,
podem ter muita dificuldade (FONSECA et al., 2009).

LesBes do sistema nervoso central, dependendo da area acometida, podem
acarretar alteracdes motoras, sensitivas e alteracdes praxicas, entre outras. A
interferéncia, em qualquer uma das etapas para a realiza¢cdo dos movimentos, pode
levar a varios tipos de apraxia, 0 que podera ter déficts desde a iniciativa para o ato
motor até o planejamento e execucdo do mesmo (FONTANARI, 1989; PLATZ,
MAURITZ, 1995; VAN HEUGTEN et al.,, 1998). Segundo as caracteristicas, as

apraxias podem ser classificadas em varios tipos, conforme descritas no Quadro 4.

Quadro 4 - Tipos de apraxias frequentemente encontradas

Dinamica Mielocinética

* realizagao de trés gestos * imitar pregar um prego

» bater na mesa com a palma e com o | «imitar cortar um papel

dorso da méo Da marcha

Ideomotora * marcha

* cumprimento militar * subir escadas

* dar adeus De vestir

Ideatéria * reconhecimento do préprio corpo com ordem simples
* simular escovar os dentes « teste das luvas e dos anéis

» simular acender a vela Agnostica

Construtiva * reconhecimento de objetos familiares

» desenho espontéaneo * reconhecimento de objetos pelo seu formato
» desenho com molde

Fonte: Adaptado de Vaz, Fontes e Fukujima (1999).
2.25 EPILEPSIA E DISLIPIDEMIA

As crises epilépticas sdo decorrentes da descarga excessiva e sincronizada da
rede neural. Sua forma de surgimento pode ser espontaneamente ou desencadeadas
por situacbes como: alteracdes vasculares, disturbio eletrolitico, entre outras
(SCORZA et al., 2006).
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As manifestacbes clinicas dependem das regides envolvidas, podendo o
paciente apresentar crises motoras generalizadas até um simples sinal motor focal
(SCORZA et al., 2006; BLUME et al., 2001). Para Wasterlain e Treinam (1989), as
crises podem ser observadas em muitas doencas que, direta ou indiretamente,
envolvem o sistema nervoso, incluindo as desordens do metabolismo, carboidratos,
aminoacidos, lipidios, desequilibrios ibnicos e eletroliticos, intoxicacdes, tumores ou
traumas encefalicos ou ainda da elevagdo da temperatura corporal. Estudos sugerem
que pacientes em tratamento com determinadas drogas antiepilépticas apresentam
um risco maior de desenvolver deslipidemia (MANTEL-TEEUWISSE et al., 2001).
Nesse sentido, as dislipidemias sdo classificadas de acordo com os dados
laboratoriais (niveis séricos de colesterol e triglicerideos) e conforme a etiologia.

Na classificacdo laboratorial, pode-se classificar a dislipidemia como:
hipercolesterolemia isolada, ou seja, o colesterol total (CT) acima de 240 mg/dL e/ou
do LDL para niveis maiores que 160 mg/dL; hipertrigliceridemia isolada - aumento dos
niveis de triglicerideos (TG) acima de 200 mg/dL; hiperlipidemia mista - aumento dos
niveis de CT associado ao aumento dos niveis de TG, a diminuicdo isolada do
colesterol HDL abaixo de 40 mg/dL, ou, por fim, a associacdo desses fatores. A
classificacdo etiologica subdivide-se em dislipidemias primarias, que tém origem
genética, e as secundarias, que podem ser causadas por outras doencas ou utilizacéo
de medicamentos (XAVIER et al., 2013).

Niveis elevados de triglicerideos e colesterol, por exemplo, podem ser
responsaveis pela disfuncdo endotelial, a qual aumenta a permeabilidade da camada
intima a lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo das mesmas no espaco
subendotelial. Essa retencao induz a oxidagao das particulas de LDL, formando o LDL
oxidado (LDLox), 0 qual € nocivo ao endotélio e colabora para a producao de espécies
reativas (SKILTON et al., 2007).

Os macréfagos sao células endoteliais ou células musculares lisas
responsaveis pelas espécies reativas de nitrogénio e oxigénio. Sua responsabilidade
€ a oxidacao do colesterol LDL, formando o LDLox (ALBERTINI; MORATTI; DE LUCA,
2002; GAUTIER; JAKUBZICK; RANDOLPH, 2009). O LDLox provoca a expressao de
moléculas de adesao leucocitaria na superficie endotelial e essas sao responsaveis
pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a parede arterial (LEVITAN; VOLKOV;,
SUBBAIAH, 2010). O espaco subendotelial € ocupado pela migracdo dos mondcitos,

onde se diferenciam em macrofagos, que por sua vez captam o LDLox através de
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receptores especificos, ativando os linfécitos T e promovendo a secre¢ao de citocinas
pré-inflamatérias que causam uma maior ativacdo de macréfagos, ativacéo vascular
e inflamacéo, estimulam a proliferacdo das células musculares lisas e a sintese de
coldgeno, as quais se agregam as células espumosas, completando a formacao da
placa ateromatosa (BERG et al., 2009; CHARAKIDA et al., 2009).

2.26 MEMORIA E DISLIPIDEMIA

Doencas cardiovasculares ou seus fatores de risco podem predispor a doencas
cerebrovasculares e, consequentemente, declinio cognitivo por compartilharem a
mesma fisiopatologia. Isso se deve ao fato de que o cérebro é um dos principais
orgaos afetados devido a sua extrema dependéncia do sistema cardiovascular, tanto
pela necessidade de eliminacao do calor e eliminacdo de seus produtos metabdlicos,
da mesma maneira que pelo suplemento de energia constante, necessaria para seu
bom funcionamento (COHEN; GUNSTAD, 2010).

A base do desenvolvimento de deméncias, segundo alguns estudos
epidemioldgicos, evidenciam os fatores vasculares como um risco em funcédo de
reduzir a perfusdo cerebral e, assim, comprometer a eliminacdo dos produtos
metabdlicos e o suplemento de oxigénio e glicose. Consequentemente, as deméncias,
entre elas, a doenca de Alzheimer, podem estar associadas a hemodinamica
microvascular do cérebro (DE LA TORRE, 2002). Em seu estudo, Harrison et al.
(2014) encontraram associacao entre os modelos de risco cardiovasculares e medidas
globais cognitivas de memoria, fun¢des executivas, raciocinio, linguagem, velocidade
de processamento da informacdo e habilidade viso construtora, sugerindo que
qualquer reducao dos fatores de risco vasculares pode diminuir o risco de declinio
cognitivo ou deméncia na terceira idade. No estudo de Dregan, Stewart e Gulliford
(2012), esses autores associaram os fatores de risco cardiovascular com uma piora
das fungdes cognitivas, entre elas, a memoria. Em outro estudo realizado por Dregan
et al. (2013), os autores associaram o risco cardiovascular e o declinio cognitivo em
adultos acima de 50 anos.

Em seus estudos, Crichton et al. (2014) e Reis et al. (2013) demonstraram
associacao entre os componentes ideais de saude cardiovascular e desempenho nos
testes neuropsicolégicos. Quanto mais indicadores de saude cardiovascular eram

atingidos, melhores os resultados das avaliagdes da cogni¢cdo. Assim sendo, a
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combinacéo entre fatores de risco cardiovascular, estilo de vida e fatores genéticos
podem ser preditores de risco de deméncia, independente do modelo de risco
cardiovascular utilizado (ROSSETTI et al., 2015).

2.27 DEPRESSAOQ E EPILEPSIA

Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico dos Transtornos Mentais (DSM-
V), varios transtornos estéo incluidos na categoria dos transtornos depressivos (TD),
cujos sintomas em comum sao humor triste e irritdvel, acompanhado de alteracGes
somaticas e cognitivas (APA, 2015).

Cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo séo afetadas pelos transtornos
depressivos. Em doze meses, nos Estados Unidos, a prevaléncia de TD € de
aproximadamente 7%, com diferencas nas faixas etarias, sendo 3 vezes mais
frequente nas mulheres (APA, 2015).

Dentre os transtornos depressivos, o transtorno depressivo maior (TDM) é o
mais representativo, seus sintomas incluem humor deprimido, alteracdo do sono e
apetite, acentuada diminuicao do interesse, sentimentos de inutilidade, pensamentos
recorrentes de morte, agitacdo ou retardo psicomotor e capacidade cognitiva
diminuida (APA, 2015). O transtorno depressivo (TD), de acordo com o ponto de vista
psicoldgico, tem relacdo com perdas (pessoa, emprego, etc.) (DALGALARRONDO,
2000).

Os transtornos neurocognitivos (TNCs), também incluidos no DSM-V,
manifestam sua principal caracteristica: a relacdo do déficit primario com a funcéo
cognitiva. Doengas como Parkinson e Alzheimer s&o exemplos de doenga que levam
aos TNC (APA, 2014).

Dentro dos transtornos psiquiatricos, os transtornos de humor sdo os mais
comuns nos pacientes com epilepsia (GAITATZIS et al., 2004), com prevaléncia de
17,4%, em comparacdo a 10,7% da populacdo em geral (TELLES-ZENTENO et al.,
2007). Epilepsia e depressdo tém alta associacdo, maior que em outras doencas
cronicas; além disso, tem pior resposta farmacoldgica as drogas antiepilépticas, pior
prognéstico ao tratamento cirdrgico assim como mais efeitos colaterais, existindo
ainda uma associacdo do aumento do risco de suicidio - em comparagcdo com 0s

individuos com epilepsia sem depressao (CRAMER et al., 2004).
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Um estudo populacional descreveu que existe 3,7 vezes mais histéria de
depressao entre pacientes com epilepsia precedendo a primeira crise epiléptica (CE),
0 que leva a crer que existe um mecanismo fisiopatolégico comum entre epilepsia e
depressao, de forma que uma doenca potencializaria o desenvolvimento da outra
(KANNER, 2003).

Embora evidéncias crescentes sugerem que variagbes genéticas ou
polimorfismos na MnSOD podem afetar significativamente as respostas individuais em
varias patologias, até o momento, poucos estudos sobre esse polimorfismo foram
realizados na epilepsia (BRESCIANI et al., 2013; CHEN et al., 2008; JONES et al.,
2010). Devido as evidéncias que envolvem o polimorfismo MNnSOD em diferentes tipos
de doencas, seria de grande importancia investigar se 0 polimorfismo
Alal6ValMnSOD esté relacionado a epilepsia e as alteragdes neuropsiquiatricas.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

O artigo 1, intitulado “Depressive, inflammatory, and metabolic factors
associated with cognitive impairment with epilepsy” foi publicado na revista Epilepsy &
Behavior e encontra-se ajustado de acordo com as normas da revista.

O artigo 2, intitulado “MnSOD Alal6Val polymorphism in cognitive dysfunction
in patients with epilepsy: A relationship with oxidative and inflammatory markers” foi
publicado na revista Life Sciences e encontra-se formatado de acordo com as normas
da MDT.
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Purpose: The purpose of this study was to examine the cognitive function and depressive traits most frequently
associated with the clinical assessment of patients with epilepsy and if these clinical parameters are linked to gly-
colipid levels and inflammatory and apoptotic markers.
Methods: Patients with epilepsy (n = 32) and healthy subjects (n = 41) were recruited to participate in this
study. Neuropsychological evaluation was performed in both groups through a battery of cognitive tests. Inflam-
matory markers, apoptotic factors, and deoxyribonucleic acid (DNA) damage were measured in blood samples.
Additionally, the metabolic markers total cholesterol (CHO), low-density lipoprotein (LDL), high-density lipopro-
tein (HDL), triglyceride (TG), and glucose (GLU) levels were analyzed.
Results: Statistical analyses showed that patients with epilepsy presented decreased scores in memory, attention,
language, and executive function tests compared with the control group. Analysis revealed that there was nega-
tive correlation in epilepsy for seizure duration vs. oral language (R = —0.4484, p < 0.05) and seizure duration
vs. problem solving (executive functions) (R = —0.3995, p < 0.05). This was also observed when comparing de-
pression with temporal-spatial orientation (TSO) (R = —0.39, p < 0.05). Furthermore, we observed a higher de-
pression score in patients with epilepsy than in the healthy ones. Statistical analyses showed higher
acetylcholinesterase (AChE) (p < 0.05), interleukin 1(3 (IL-1p3, p < 0.001), and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) (p < 0.001) levels compared with those in the control group. Moreover, patients with epilepsy had sig-
nificantly higher serum levels of caspase 3 (CASP 3) (p < 0.001) and Picogreen (p < 0.001) compared with the
control subjects. Regarding the metabolic markers, higher glycolipid levels were observed in the patients with
epilepsy (CHO < 0.05%, LDL < 0.0001*, TG < 0.05%, GLU p < 0.05). High-density lipoprotein levels were not signif-
icant. The patients with epilepsy had significant correlation when comparing total language with TNF-at (R =
—04, p <0.05), praxes with CASP 3 (R = —0.52, p<0.01), total CHO with total language (R = —0.48, p <
0.05), TG with semantic memory (R = —0.54, p <0.05), TG with prospective memory (R = —0.2165, p <
0.02), TG with total memory (R = —0.53, p< 0.02), and GLU with total attention (R = —0.62, p < 0.002).
Conclusion: This study supports the evidence of a distinct neuropsychological profile between patients with ep-
ilepsy and healthy subjects. Furthermore, our findings suggest that inflammatory pathway, glycolipid profile, and
depressive factors may be associated with cognitive dysfunction in patients with epilepsy.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Epilepsy is a clinical condition that involves recurrent epileptic sei-
zures. Epileptic seizures cause episodic behavioral or perceptual distur-
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activity of neurons located predominantly in the cerebral cortex.
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These episodes can also occur because of the absence of toxic-metabolic
conditions or fever [ 1]. The understanding of epilepsy involves the study
of the possible cognitive functions affected and associated factors. Nev-
ertheless, many studies have reported cognitive alterations despite still
differing in several points [2].

A continuous epileptogenic process can irreversibly damage the
brain, causing persistent cognitive changes and global intellectual defi-
cits [3]. Memory, attention, and language deficits are some of the most
reported cognitive complaints in adult patients with epilepsy [4],
while depression is the most frequent psychiatric comorbidity [5].In ad-
dition to cognitive and psychiatric deficiencies, evidence suggests the
involvement of the inflammatory pathway in the pathophysiology of
epilepsies [6,7]. Cytokines, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-
«) and interleukin 1f3 (IL-1f3), are produced during epileptic activity
[7], thus contributing to neuronal death and apoptosis [8]. In addition
to inflammation, metabolic markers also appear to be involved in cogni-
tive impairment in epilepsies. Several inflammatory and metabolic pa-
rameters have shown to be associated with cognitive impairment and
dementia in the general population [9]. In fact, studies have shown
that changes in lifestyle and statin therapy reduce the atherosclerotic
process and, consequently, vascular risk in patients with epilepsy [10-
12]. Unfortunately, the association of these factors is rarely examined
inrelation to cognition in epilepsy and is generally viewed as potentially
modifiable risk factors for cognitive impairment and dementia. There-
fore, our objectives were to (1) evaluate the neurocognitive profile of
patients with epilepsy compared with healthy subjects and its relation
to depression scores, (2) investigate the neuropsychological status in
patients with epilepsy and its association to inflammatory and apopto-
sis markers as well as glycolipid levels that have been related to abnor-
mal cognitive function in the general population, and (3) correlate these
markers with cognitive status in the participants with epilepsy.

2. Materials and methods
2.1. Study population

Seventy-three subjects were selected and divided into two groups:
the group with epilepsy (n = 32) and the control group (n = 41). All
patients and controls were evaluated using a questionnaire to deter-
mine clinical history. We prospectively recruited 32 patients diagnosed
as having epilepsy from June 2013 to July 2015 at our institution. Forty-
one healthy, sex-matched volunteers were included as healthy controls.
Neurologists with experience in epilepsy revised the diagnostic criteria.
Afterwards, the patients and healthy subjects received a protocol num-
ber as well as neuropsychological evaluation through a battery of cogni-
tive tests. Blood samples were identified with the protocol number of
each individual. Inflammatory markers, apoptotic factors, deoxyribonu-
cleic acid (DNA) damage, IL-1f3, TNF-q, acetylcholinesterase (AChE) ac-
tivity, caspase 3 (CASP 3), and Picogreen (PG) were measured in the
blood samples. Furthermore, the metabolic markers total cholesterol
(CHO), low-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL),
triglyceride (TG), and glucose (GLU) were also evaluated.

The local institutional review boards at the affiliated institutions of
the authors approved the study protocol. Informed consent was ob-
tained from all of the subjects and their legal surrogates. The work de-
scribed was carried out in accordance with The Code of Ethics of the
World Medical Association (Declaration of Helsinki).

2.2. Group with epilepsy

Among the 43 subjects with the disease, 32 (focal crises: n = 18 and
generalized crises: n = 14) were selected through the following exclu-
sion criteria: subjects under 12 years of age, history of autoimmune,
liver, kidney, and inflammatory diseases, allergic response, immune de-
ficiency disorders, diabetes, psychiatric illness, malignancy, severe cog-
nitive impairment, or systemic or central nervous system (CNS)

infection 2 weeks prior to sample collection. Two experienced neurolo-
gists [13] diagnosed the epilepsy according to the 2010 International
League Against Epilepsy (ILAE) Classification. All patients were evalu-
ated for seizure frequency and duration using seizure diaries [14]. Sei-
zure types were confirmed through interviews with patients and their
relatives as well as electroencephalographic (EEG) analysis and tomog-
raphy or magnetic resonance imaging (MRI). Data on seizure frequency
and status of seizure control with medication were also obtained.

Twenty-nine of the 32 participants had normal background on rou-
tine EEG without generalized waves in both hemispheres after light
stimulus. Three participants exhibited bursts of polyspikes and waves
after sleep deprivation in the right temporal zone. All participants
were treated with standard antiepileptic drugs (AEDs). Two partici-
pants took sodium valproate (VPA) monotherapy; six took carbamaze-
pine (CBZ) monotherapy; two took phenytoin (PNT) monotherapy; and
two took phenobarbital (PNB) monotherapy. Twenty took more than
one AED. Seizures in thirty patients were well-controlled except for
two patients who were diagnosed as having refractory epilepsy. All pa-
tients with epilepsy had normal neurological examinations except for
one who presented tetraparesis secondary to spinal cord lesion.
Thirty-one patients had normal 1.5 T MRI imaging; one patient had
right and left hippocampal sclerosis.

The Standard Progressive Matrices sets A-E[15] were used to evalu-
ate the intellectual capacity of the patients and the control group. Those
who presented values below 25 were excluded from the study.

2.3. Control group

For comparison, 41 healthy subjects were recruited, with respect to
the mean age and sex of the group with epilepsy.

24. Neuropsychological profile

In order to evaluate memory, executive functions, and attention, a
neuropsychological evaluation was performed in the group with
epilepsy and the control group through a battery of cognitive tests
[16-19]. Additionally, the Hamilton Rating Scale [20] was used to eval-
uate the diagnosis of depression in both groups. Neuropsychological
tests and the Hamilton Rating Scale were performed at least 7 days
from the last seizure attack.

2.5. Laboratory analyses

Samples were collected at least 7 days from the last seizure attack.
After 12 h of overnight fasting, blood samples were collected by veni-
puncture using purple, green, and red top Vacutainer® ( BD Diagnostics,
Plymouth, UK) tubes with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
heparin, or no anticoagulants, respectively. The specimens were rou-
tinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2500g. Aliquots
of the serum samples and supernatant were saved and stored at — 80 °C
for subsequent laboratory analysis according to specific methods. Glu-
cose levels were measured in plasma. Total CHO, LDL, HDL, and TGs
were measured in serum. These samples were analyzed using standard
enzymatic methods by Ortho-Clinical Diagnostics® reagents on the fully
automated analyzer (Vitros 950® dry chemistry system; Johnson &
Johnson, Rochester, NY, USA).

2.6. AChE enzyme determination

The enzyme AChE concentration was measured in serum by stan-
dard enzymatic methods using Ortho-Clinical Diagnostics® reagents
in an automated analyzer (Vitros 950 ® dry chemistry system; Johnson
& Johnson, Rochester, NY).
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Table 1
Clinical characteristics of the group with epilepsy and the control group.
Characteristic Epilepsy Control
Sex (%)
Male 15 (46.87%) 21(51.21%)
Female 17 (53.13%) 20 (48.78%)
Mean age (years old)
Male 314 20.17
Female 30.6 32.28
Mean duration of crisis (min) 6.2 0
AEDs use (%)
None kind 0 41 (100%)
One kind 13 (40.62%) 0
>Two kinds 19 (59.38%) 0

AED = Antiepileptic drug. Data are expressed as percentage.

2.7. Cytokine determination

The concentrations of TNF-ox and IL-1f3 (eBIOSCIENCE, San Diego,
USA) were measured in serum by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) as instructed by the manufacturers. Data were expressed
in pg/mL.

2.8. Caspase determination

Caspase 3 activity was determined in erythrocytes by Assay Kits,
Fluorimetric (BioVision, Mountain View, CA). The fluorescence intensity
(F1) of CASP 8 and CASP 3 were recorded at a wavelength of 400 nm for
excitation and at a wavelength of 505 nm for emission. Caspase activity
was calculated as FI/min/ml = AFIt / (t x v) where AFlt = difference in
Fl between time zero and time t minutes, t = reaction time in min, and
v = volume of sample in mlL

2.9. Picogreen analysis

Picogreen analysis was determined in plasma according to HA et al.
[21].

2.10. Statistical analyses

Data were analyzed by unpaired t-test when appropriate and
expressed as means and standard error of the mean (SEM). Statistical
analyses were performed using the SPSS (Statistical Package for the So-
cial Sciences) software in a PC-compatible computer. Correlation analy-
ses were carried out using Pearson's correlation coefficient. A value of p
< 0.05 was considered significant.

3. Results

Seventy-three subjects were investigated in this study which
consisted of 32 subjects with epilepsy and 41 controls. Baseline charac-
teristics of the study population are described in Table 1.

3.1. Neuropsychological tests

3.1.1. Memory tests

Statistical analysis revealed that patients with epilepsy presented de-
creased working memory (0.64 4- 0.247, t = 2.68, p < 0.05) vs. controls
(1.31 & 0.109), verbal episodic memory (—1.77 +0.194, t = 3.30, p<
0.001) vs. controls (0.030 + 0455), long-term semantic memory
(—0.74 £0413, t = 2.14, p< 0.05) vs. controls (0.101 4 0.128), short-
term visual memory (—0.37 + 0.242, t = 2.80, p < 0.05) vs. controls
(0.225 + 0.008), prospective memory (—0.41 +0.225,t =4.17,p<
0.0001) vs. controls (0.454 4 0.054), and total memory (—0.95 +
0.254, t = 5.13, p<0.0001) vs. controls (0.447 + 0.137) (Table 2).

Table 2
Neuropsychological test, depression score, and metabolic parameters in the group with epilepsy and the control group.
Neuropsychological measure Group with epilepsy Control group t-Value p-Value
Memory tests
Working memory 0.6450 + 0.2472 1.3118 + 0.1088 2.687 0.0090°
Verbal memory —1.772 + 0.1946 0.0292 + 04556 3.309 0.0015*
Long-term semantic memory —0.7416 + 04137 0.1012 + 0.1281 2.147 0.0352*
Short-term visual memory —0.3756 + 0.2427 0.2251 + 0.0081 2.804 0.0065*
Prospective memory —0.4131 + 02250 0.4541 + 0.0544 4175 <0.0001*
Total memory —0.9544 + 02542 0.4473 + 0.1372 5.138 <0.0001*
Temporal-spatial orientation 1.723 + 0.5354 0.3968 + 0.1515 2.640 0.0102*
Attention
Inverse count —0.4425 + 0.3655 0.1824 + 0.005986 1.939 0.0565
Digits repetition —0.05344 + 0.1840 0.8073 + 0.1115 4.185 <0.0001"*
Total attention -0.18 £0.2 0.68 + 0.04 4.48 <0.0001*
Perception —04378 + 02192 —0.2044 + 0.2502 0.6801 0.4987
Language
Oral language —0.7891 + 0.3058 0.4149 + 0.07876 4238 <0.0001"*
Written language —0.6963 + 03474 0.1939 + 0.1347 2601 0.0113*
Total language -117 £ 053 041 £0.11 34 <0.001*
Praxes 2,056 + 1.979 1.060 + 0.09007 0.5700 05705
Executive function
Total verbal fluency —1.494 + 0.2650 —0.01512 + 0.1147 5.532 <0.0001*
Problems resolution 0.02031 + 0.1844 0.04000 + 0.1467 0.2594 0.7961
Depression score
Depression 11.94 + 1.563 2.171 + 0.2899 6.896 <0.0001*
Metabolic parameters
Glucose 93.76 + 2.8 84.85 + 141 232 <0.05*
Triglycerides 125.5 + 14.15 8215+ 729 243 <0.05*
Total cholesterol 2099 +10.52 1723 + 7.52 2.36 <0.05*
LDL 129.0 +8.45 76.10 + 2.02 6.7 <0.0001"*
HDL 54.11 +3.10 5145 + 228 0.69 =0.05

Data are expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM). Significant values = p < 0.05.

*

= significant values.
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Fig. 1. IL-1j5 (A), TNF-ce (B), and acetylcholinesterase (C) levels in the group with epilepsy
and the control group. Increase serum IL-1f3, TNF-, and AChE in patients with epilepsy
when compared with the control group. Data represent mean + SEM for n = 32 (group
with epilepsy); n = 41 (control group). According to unpaired t-test, *p <0.0001 was
considered significant.

3.1.2. Temporal-spatial orientation

Statistical analysis revealed that patients with epilepsy presented
worse temporal-spatial orientation analysis (1.723 4+ 0.5354, t =
2.640, p < 0.05) than the controls (0.3968 4+ 0.1515). (Table 2).

>

CASP 3 (units/mg protein)

Control

Epilepsy

3.1.3. Attention

Statistical analysis revealed that the group with epilepsy presented
worse performance in the digit repetition test (—0.05344 + 0.184, t
=4.185, p<0.0001) and total attention (—0.16 + 0.2, t =4.085,p <
0.0001) vs. the control group.

3.1.4. Perception

The perception test did not show any statistical difference between
the group with epilepsy (—0.4378 + 0.2192, t = 0.6801, p > 0.05) vs.
the control group (—0.2044 + 0.2502).

3.1.5. Language

Statistical analysis showed that the group with epilepsy was worse
in the oral language (—0.7891 + 0.3058, t = 4.238, p < 0.0001) vs.
the control group (0.4149 + 0.07876) and written language
(—0.6963 + 0.3474, t = 2.601, p < 0.05) vs. the control group (0.1939
+ 0.1347). The group with epilepsy was worse in the total language
(—1.17 £ 0.53,t = 34,p <0.0001) vs. the control group (041 + 0.11).

3.1.6. Praxes

There was no statistical difference in the praxes test when compar-
ing the group with epilepsy (2.056 + 1.979, t = 0.5700, p > 0.05) with
the control group (1.060 + 0.09007).

3.1.7. Executive function

There was no statistical difference in problem solving when com-
paring the group with epilepsy (0.02031 + 0.1844, t = 0.2594, p >
0.05) with the control group (— 0.04000 + 0.1467). Statistical analysis
revealed that the group with epilepsy was worse in total verbal fluency
(—1.494 + 0.2650, t = 5.532, p<0.0001) vs. the control group
(—0.01512 + 0.1147).

3.1.8. Depression score

Statistical analysis demonstrated that the patients with epilepsy pre-
sented higher depression scores (11.94 + 1.563, t = 6.89, p <0.0001)
when compared with the controls (2.171 4 0.2899).

3.2. Biochemistry analyses

3.2.1. Metabolism markers

The group with epilepsy presented increased levels of CHO (209 +
10.5, t = 2.36, p<0.05) vs. control (172 4+ 7.52 mg/dL), LDL (129 +
845, t= 6.7, p<0.0001) vs. the control group (76 + 2.02 mg/dL), TGs
(125.5 4 141, t = 2.43, p<0.05) vs. the control group (82.1 + 7.29
mg/dL), and GLU (93.76 + 2.87, t = 2.32, p<0.05) vs. the control
group (84.85 + 1.41 mg/dL) (Table 2). We did not find significant re-
sults in HDL when comparing the group with epilepsy with the control
group (data not shown).

100 -+

Picogreen (pg/ml)

0 I 1

Control

Epilepsy

Fig. 2. Caspase 3 (A) determination and Picogreen analysis (B) in the group with epilepsy and the control group. Increase of serum caspase 3 and Picogreen determination in patients with
epilepsy when compared with the control group. Data represent mean + SEM for n = 32 (group with epilepsy); n = 41 (control group). According to unpaired t-test, *p< 0.001 was

considered significant.
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Fig. 3. The correlation analysis of seizure duration with arithmetic abilities: oral language (A) and problem resolution (B) in the control group and the group with epilepsy. There was a
positive correlation when analyzing seizure duration vs. arithmetic abilities: oral language (A) and seizure duration vs. problem resolution (B) in the patients with epilepsy as compared
with the control group (Pearson's correlation coefficient). According to Pearson's correlation coefficient, p < 0.05 was considered significant.

3.2.2. Inflammatory markers

Patients with epilepsy had increased levels of IL-1f3 (93.64 pg/mL +
5.21, t = 9.19, p <0.0001) vs. control (43.15 + 1.96), TNF-«x (157.2 pg/
mL + 5.95, t = 14.74, p <0.0001) vs. controls (65.38 pg/mL + 2.14),
and AChE (16,050 U/L + 8785, t = 7.419, p<0.0001) vs. controls
(9416 + 236.2) (Fig. 1).

3.2.3. Apoptotic markers and DNA damage

Patients with epilepsy had significantly higher serum levels of CASP
3 (44.68U/mg + 1.5, t = 23.79, p<0.0001) protein than the healthy
controls (6.77 4 0.30). Picogreen (122.1 pg/mL + 18.54, t = 5.30, p <
0.001) vs. the control group (10.37 + 0.37) (Fig. 2).

3.3. Correlation analyses

3.3.1. Correlation of seizure duration with Neupsilin tests

There was negative correlation when analyzing seizure duration vs.
oral language (R = —0.4484, p < 0.05) and seizure duration vs. prob-
lem resolution (executive functions) (R = —0.3995, p <0.05) (Fig. 3).
However, for memory [working (R = —0.2752, p > 0.05), verbal (R =
—0.2273, p > 0.05), semantic (R = —0.1449, p > 0.05), visual (R =
—0.03533, p > 0.05), prospective (R = —0.1170, p > 0.05), and total
(R = —0.3147, p> 0.05)]; temporal-spatial orientation (R = 0.02037,
p>0.05); attention [inverse count (R = 0.08485, p > 0.05) and digit
repetition (R = —0.1052, p > 0.05)]; perception (R = —0.1015,p >
0.05); written language (R = —0.1839, p > 0.05) and total language
(R= —0.1530, p>0.05); praxes (R = 0.3218, p>0.05); and executive
function [total verbal fluency (R = —0.03380, p > 0.05)], we did not
find any correlation (data not shown).

3.3.2. Correlation of depression score with Neupsilin tests

The patients with epilepsy had significant correlation when compar-
ing depression with temporal-spatial orientation (R = —0.3999, p <
0.05) (Fig. 4). However, for memory [working (R = —0.1399, p >
0.05), verbal (R = —0.1466, p > 0.05), semantic (R = —0.2197, p >
0.05), visual (R = —0.0179, p> 0.05), prospective (R = —0.2165, p >
0.05), and total (R = 0.02140, p > 0.05)]; attention [inverse count (R
= —0.2425,p > 0.05) and digit repetition (R = 0.1554, p > 0.05)]; per-
ception (R = —0.2636, p > 0.05); written language (R = —0.06552, p
>0.05) and total language (R = 0.1249, p > 0.05); problem resolution
(R= —0.03663, p>0.05); praxes (R = 0.1920, p > 0.05); and execu-
tive function [total verbal fluency (R = —0.03380, p > 0.05)], we did
not find any correlation (data not shown).

3.3.3. Correlation of metabolism markers with Neupsilin tests

The patients with epilepsy had significant correlation when compar-
ing total CHO with total language (R = —0.48, p < 0.05), TG with se-
mantic memory (R = —0.54, p <0.05), TG with prospective memory
(R= —0.2165, p<0.02), TG with total memory (R = —0.53, p<
0.02), and GLU with total attention (R = —0.62, p < 0.002) (Fig. 5). Cor-
relation of TG, CHO, LDL, HDL, and GLU with other Neupsilin tests did
not present significant correlation (data not shown).

3.34. Correlation of inflammatory parameters with Neupsilin tests

The patients with epilepsy had significant correlation when compar-
ing praxes with CASP 3 (R = —0.52, p<0.001) and TNF-a with total
language (R = —0.40, p < 0.05) (Fig. 6). Correlation of TNF-a with
other Neupsilin tests did not present significant correlation, and IL-13
and AChE were not significant when correlated to Neupsilin tests
(data not shown).

Furthermore, the results expressed no difference in memory tests
and inflammatory and apoptotic parameters when comparing patients
in monotherapy (p>0.05) and polytherapy (p>0.05) (data not
shown). In this manner, we believe that these parameters are present
in patients with epilepsy regardless of AED administration.

4. Discussion

The present study investigated the relationship of cognitive deficit in
epilepsy with depression score, inflammatory markers, and glycolipid

2
-~ Epilepsy
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Time-Space Orientation
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(o}
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Fig. 4. The correlation analysis of depression with Neupsilin test: temporal-spatial
orientation. Correlation between depression and temporal-spatial orientation (TSO) in
the control group and the group with epilepsy. The patients with epilepsy presented a
significant correlation when comparing depression with temporal-spatial orientation
(TSO) in the patients with epilepsy as compared with the control group (Pearson's
correlation coefficient). According to Pearson's correlation coefficient, p < 0.05 was
considered significant.
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Fig. 5. The correlation analysis of metabolism markers with Neupsilin tests. Correlation between metabolism markers with Neupsilin tests in the group with epilepsy. The patients with
epilepsy presented a significant correlation when comparing total CHO with total language (A), TG with semantic memory (B), TG with prospective memory (C), TG with total memory
(D), and GLU with total attention (E). According to Pearson's correlation coefficient, p < 0.05 was considered significant.

profile. We found, for the first time, that the patients with epilepsy ex-
hibited significant cognitive impairments including temporal-spatial
orientation, attention, oral and written language, verbal fluency, work-
ing memory, verbal episodic memory, long-term semantic memory,
short-term visual memory, prospective memory, and total memory
(Table 2). In this sense, our data are in accordance with other studies
that observed cognitive impairment in patients with epilepsy in both
chronic and new-onset cohorts [22-24].

Our results are also similar regarding the cognitive dysfunction
found in a study carried out between two groups with epilepsy aged be-
tween 16 and 50 years. They associated the early age of onset of seizures
with visual memory deficits and the long duration of epilepsy and anti-
convulsant medication with general and verbal memory deficits [25]. In
addition, memory attention is another function that numerous studies

have sought to evaluate. Complaints of attention are very common in
patients with epilepsy [26]. In this context, our study corroborates
with the literature since the patients with epilepsy presented impaired
attention. Changes in speech and language in patients with epilepsy are
also another function that instigates investigation. Our patients pre-
sented lower language ability than the healthy individuals. According
to what was previously mentioned, patients with epilepsy with focus
in the temporal or frontal lobe of the dominant hemisphere may have
subtle language changes [27]. Language problems may also interfere
with learning new words and verbal memory in patients with seizures
[27]. In fact, there is evidence that seizures cause cognitive dysfunction
in patients and in experimental models of epilepsy [28,29].
Interestingly, we found a correlation between the duration of sei-
zures with oral language and problem solving, a subtest of executive
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functions. In fact, Holmes et al. [30] revealed that 35 patients with fre-
quent intractable seizures over a 10-year period had lower visual mem-
ory, attention, problem solving, and perception tests whereas their
intelligence quotient (IQ) did not change. Furthermore, patients with
epilepsy presented higher depression scores when compared with
healthy subjects. In this work, we cannot evaluate whether the pattern
of cognitive impairment represented an unchanged cognitive profile or
a progressive decline over time. However, the results indicate that cog-
nitive abilities are affected in the patients with epilepsy and that this
cognitive impairment may be associated with depression.

In the second time, we found that inflammation and metabolic
markers were abnormal in the group with epilepsy. Compared with
the controls, patients with epilepsy exhibited abnormalities in GLU,
TG, total CHO, and LDL levels as well as TNF-, IL-1p3, CASP 3, PG, and
AChE activity. These measures were selected for examination because
they are associated with aspects of cognitive functions in the general
population or represent interesting factors in other neurological dys-
functions such as Alzheimer's disease and strokes [31,32].

Indeed, one of the hypotheses that has emerged to explain cognitive
dysfunctions such as memory impairment in patients with epilepsy in-
cludes changes in gene expression and epigenetic effects of seizures
leading to lasting changes in gene expression [33] and synaptic remod-
eling as well as changes associated with the immunological system [34]
and metabolic factors [9]. Furthermore, there is clinical and experimen-
tal evidence suggesting the involvement of the inflammatory processin
the pathophysiology of epilepsy [35]. The authors also showed that co-
morbidities and complications of epilepsy such as depression and intel-
lectual disability may be related to the cytokine pathway [35-38]. Data
in the literature suggest that psychiatric disorders occur in 20 to 40% of
patients with epilepsy, with an even greater incidence in patients with
temporal lobe epilepsy (TLE) and treatment-refractory epilepsy [39,
40]. In fact, most studies have focused on the relationship between
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Fig. 6. The correlation of inflammatory parameters with Neupsilin tests. Correlation
between inflammatory parameters with Neupsilin tests in the group with epilepsy. The
patients with epilepsy presented a significant correlation when comparing praxes with
CASP 3 (A) and TNF-« with total language (B). According to Pearson's correlation
coefficient, p < 0.05 was considered significant.

epilepsy and depression; however, there is a lack of epidemiological
data on the association between these two factors in general depression
[39-42]. Results found showed that from the total number of patients
with epilepsy evaluated in the depression test, 65.6% presented differ-
ent levels of depression. The authors also reported that the comorbidity
and complications of epilepsy, including depression and intellectual dis-
ability, may be related to cytokine pathways [43-45]. Brain inflamma-
tion has been implicated in the pathophysiology of various
neuropsychiatric conditions. In this manner, it is conceivable that in-
flammatory processes, which are triggered in the brain by an epilepto-
genic insult at the same time as seizures, may lead to the
development of neuropsychiatric abnormalities including depression
[46]. Another interesting point was the negative correlation between
depression and the spatiotemporal orientation test. In fact, studies
have shown a higher rate of depression (47| and compromised space-
time orientation in patients with epilepsy, suggesting that these func-
tions may be linked [47,48].

Studies have also shown that AChE plays an important role in im-
mune responses through the hydrolysis of acetylcholine (Ach), which
is known to have antiinflammatory properties and suppresses the pro-
duction of proinflammatory cytokines [49]. In our study, we observed
anincrease in AChE activity and impairment of memory, attention, lan-
guage, and executive functions in patients with epilepsy. Studies have
shown that negative regulation of ACh causes a positive regulation of
the inflammatory pathway (increased TNF-o and IL-1p) [50,51]
through N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptor overactivity [52]. In
addition, IL-1p3 and its type 1 receptor (IL-1R1) have shown to be
expressed in the brain of patients with TLE, cortical dysplasias, and tu-
berous sclerosis [53-55]. The mechanisms responsible for the
proconvulsant properties of IL-1{3 involve a reduction in glutamate up-
take by glial cells or an improved release of glutamate from these cells,
which is mediated by TNF-. Thus, it is plausible to propose that the in-
creased AChE, TNF-a, and IL-1j> of the present study may result in
higher neurotoxicity, leading to seizures and cognitive deficit in patients
with epilepsy.

In addition to inflammatory parameters involved in epilepsy, other
factors that seem to be associated with cognitive dysfunction are meta-
bolic markers. In fact, we found in our study an unfavorable glycolipid
profile in patients with epilepsy such as total CHO, LDL, TG, and GLU. A
cross-sectional study with patients with epilepsy and users of AEDs
found a glycolipid profile similar to ours when compared with healthy
individuals [56]. In relation to HDL, although the results from the
group with epilepsy were not statistically significant, these results are
in accordance with those by Hermann et al. [9] who demonstrated
that HDL was not higher in the group with epilepsy when compared
with healthy subjects. Alterations occurring in HDL composition and
metabolism resulting from inflammation not only can make HDL inef-
fective as an antiinflammatory agent but also have actually a proinflam-
matory role by promoting LDL oxidation [57].

Furthermore, a negative correlation between the glycolipid profile
and cognitive functions were found: CHO vs. total language, TG vs. se-
mantic memory, TG vs. prospective memory, TG vs. total memory, and
GLU vs. total attention. Correlations of TG, CHO, LDL, HDL, and GLU
with other tests of Neupsilin did not present significance (data not
shown). In fact, our data are in accordance with the study by Hermann
et al. [9] who showed a relation between cognitive dysfunction and
multiple abnormalities in metabolic, inflammatory, and vascular health
in aging persons with chronic epilepsy.

Although our cohort is small, our results revealed a strong statistical
difference between the group with epilepsy and the control group, sug-
gesting a relationship between cognitive impairment, depression, in-
flammation, and metabolic markers in patients with epilepsy. In
conclusion, we suggest that the events detected in this study may con-
tribute, at least in part, to cognitive dysfunction found in epilepsy. The
data suggest the inclusion of psychiatric services and routine evaluation
in most patients presenting epilepsy. The findings also emphasize the
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need to be aware of the psychiatric history when assessing presumed
treatment failure of seizure medication to control convulsive events
and that an accurate understanding of the extent and nature of the rela-
tion between epilepsy and psychiatric problems is essential. Further-
more, the use of drugs with antiinflammatory and antidyslipidemia
potential may represent a complementary therapy in treating epilep-
sies. Nevertheless, further studies are required to investigate the rela-
tionship of these events in a larger population.
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Objective: The objective of the study was to evaluate the neurocognitive profile and its relation with
Ala16ValMnSOD polymorphism in epilepsy and if these clinical parameters are linked to oxidative stress and
inflammatory markers.

Methods: Patients with epilepsy (n = 31) and healthy subjects (n = 42) were recruited. A neuropsychological
evaluation was performed in both groups through a battery of cognitive tests. Oxidative stress, inflammatory
markers, apoptotic factors, and deoxyribonucleic acid (DNA) damage were measured in blood samples.
Results: Statistical analyses showed the association of MnSOD Ala16Val polymorphism with cognitive impair-
ment, including praxis, perception, attention, language, executive functions, long-term semantic memory,
short-term visual memory, and total memory in patients with epilepsy and Valine-Valine (VV) genotype com-
pared with the control group. Compared with the controls and patients with epilepsy, Alanine-Alanine (AA),
and Alanine-Valine (AV) genotype, the patients with epilepsy and VV genotype exhibited higher levels of
tumor necrosis factor alpha (TNF-«), interleukin 13 (IL-1f3), interleukin 6 (IL-6), activation of caspases 1 and 3
(CASP-1 and -3), and DNA damage. Our findings also showed higher carbonyl protein and thiobarbituric acid re-
active substances (TBARS) levels as well as an increased superoxide dismutase (SOD) and acetylcholinesterase
(AChE) activities in patients with epilepsy and VV genotype.

Conclusion: This study supports the evidence of a distinct neuropsychological profile in patients with epilepsy, es-
pedally those with the VV genotype. Furthermore, our results suggest that oxidative and inflammatory pathways

may be associated with genetic polymorphism and cognitive dysfunction in patients with epilepsy.

© 2020 Elsevier Inc. Al rights reserved.

1. Introduction

Epilepsy is a brain disorder characterized by an enduring predisposi-
tion to generate epileptic seizures and neurobiological, cognitive, psy-
chological, and social consequences [1,2]. The definition of epilepsy
requires the occurrence of at least one epileptic seizure [1] and affects
approximately 50 million people worldwide [3]. Clinical manifestations
may appear as changes in consciousness, motor events, sensory, auto-
nomic, or psychic alterations [4]. A continuous epileptogenic process
may irreversibly damage the brain, causing persistent cognitive impair-
ment and global intellectual deficits [5]. Memory deficits are some of

* Corresponding author at: Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Neuropsiquiatria, Universidade Federal de Santa Maria, 97105-900 Santa Maria, RS, Brazil.
E-mail address: mrfighera@yahoo.com br (MR. Fighera).

https://doi.org/10.1016/j.yebeh.2020.107346
1525-5050/© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

the most commonly reported cognitive complaints in patients with
epilepsy [6].

In addition to cognitive impairment, evidence suggests the involve-
ment of oxidative and inflammatory pathways in the pathophysiology
of epilepsy. Studies and experimental models have shown that seizure
activity alone can induce brain inflammation and recurrent seizures
that perpetuate chronic inflammation [ 7]. Moreover, research has dem-
onstrated that antioxidant enzymes are key regulators of inflammation.
Manganese superoxide dismutase (MnSOD or SOD2) is a vital enzyme
for mitochondrial survival and related to antiinflammatory and antiox-
idant modulation.

It is the first, in an enzyme chain, that mediates reactive oxygen spe-
cies (ROS) generated by partial O, reduction [8]. A single gene encodes
MnSOD, which is located in chromosome 6q25. Single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) have been described with Ala16Val (rs4880) and are
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one of the most studied polymorphisms in the SOD2 gene. In this SNP,
alanine (Ala) changes to valine (Val) at the 16th amino acid (Ala16Val)
following the signal sequence. This SNP causes conformational changes
in the MnSOD target sequence, which reduces the efficacy of this en-
zyme, especially in patients with the Val allele [9].

Several oxidative, inflammatory, and apoptotic markers are associ-
ated with impaired cognitive aging and dementia in the general popula-
tion [10-12]. However, these factors are rarely evaluated regarding
cognition in epilepsy and whether there is any correlation with genetic
factors.

In this context, studies have described the role of Ala16ValMnSOD
SNP in many diseases; however, its role in cognitive alterations in
patients with epilepsy is still unclear [13]. Therefore, our objective was
(1) to evaluate the neurocognitive profile of patients with epilepsy
compared with healthy subjects and its relation with Ala16ValMnSOD
polymorphism; (2) investigate the role of Ala16ValMnSOD polymor-
phism in neuropsychological status and its association with oxidative
and inflammatory markers in patients with epilepsy.

2. Materials and methods
2.1. Study population

Seventy-three subjects were selected and allocated into two groups:
the group with epilepsy (n = 31) and the control group (n = 42). All
patients and controls were evaluated using a questionnaire to deter-
mine clinical history. We prospectively recruited 31 patients diagnosed
with epilepsy from June 2015 to July 2018 at our institution. Forty-two
healthy sex-matched volunteers were included as healthy controls.

The diagnostic criteria were revised by neurologists with experience
in epilepsy. Afterwards, the patients and healthy subjects received a
protocol number as well as neuropsychological evaluation through a
battery of cognitive tests.

Blood samples were identified with the protocol number of each in-
dividual in the study. Inflammatory markers (tumor necrosis factor
alpha [TNF-at}, interleukin-1 [IL-1], and interleukin-6 [IL-6]), acetylcho-
linesterase (AChE) activity, oxidative stress (thiobarbituric acid reactive
substances [TBARS], Carbonil, and superoxide dismutase [SOD]activity),
caspases-1 and -3 (CASP-1 and -3), and Picogreen (PG) were measured
in the blood samples.

The study protocol was approved by the local institutional review
boards at the affiliated institutions of the authors. Informed consent
was obtained from all of the subjects or their legal surrogates. The
work described was in accordance with The Code of Ethics of the
World Medical Association (Declaration of Helsinki).

2.1.1. Group with epilepsy

From the 43 subjects with the disease, 31 were selected through the
following exclusion criterion: subjects under the age of 12, history of
autoimmune, liver, kidney, and inflammatory diseases, allergic re-
sponse, immune deficiency disorder, diabetes, psychiatric illness, malig-
nancy, 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 2010
International League Against Epilepsy (ILAE) Classification.

All patients were evaluated for seizure frequency using seizure
diaries [14]. Seizure types were confirmed through interviews with
patients and relatives, electroencephalogram (EEG) analysis, and to-
mography or magnetic resonance imaging (MRI). Data on seizure
frequency and status of seizure control with medication were also ob-
tained. Twenty-nine of the 31 participants had normal backgrounds in
routine EEG, and two patients presented generalized waves in both
hemispheres after light stimulus. Two participants exhibited bursts of
polyspikes and waves after sleep deprivation in the right temporal zone.

All participants were treated with standard antiepileptic drugs
(AEDs). Four participants took sodium valproate (VPA) monotherapy,

one took carbamazepine (CBZ) monotherapy, one took phenytoin
(PNT) monotherapy, and one took phenobarbital (PNB) monotherapy.
Twenty-four took more than one AED. Thirty patients were well
controlled except for two patients that were diagnosed with refractory
epilepsy. All patients with epilepsy had normal neurological examina-
tions except for one who presented a tetraparesis secondary to spinal
cord lesion. Thirty patients had normal 1.5T MR], one patient had right
and left hippocampal sclerosis, and one patient presented an ischemic
area in the spinal cord. The intellectual capacity of the patients and
control group were evaluated by the Standard Progressive Matrices
Sets A-E [15] and those who presented values below 25 were excluded
from the study.

2.1.2. Control group
For comparison, 42 healthy subjects were recruited for this study, re-
specting the mean of age and sex of the group with epilepsy.

2.2. Neuropsychological profile

Neuropsychological evaluations were performed in both groups
through a battery of cognitive tests (Neupsilin) that measured the fol-
lowing parameters: long-term semantic memory, short-term visual
memory, prospective memory, total memory, language (oral, written,
and total), praxis, temporal-spatial orientation, executive functions,
and attention [16,17). These tests were carried out by a trained
psychologist.

2.3. Laboratory analyses

Samples were collected at least 7 days after the last seizure attack
[18]. After 12 h of overnight fasting, blood samples were collected by ve-
nipuncture using purple, green, and red top Vacutainers® (BD Diagnos-
tics, 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 2500g. Aliquots of the serum samples and supernatant
were saved and stored at — 80 °C for subsequent laboratory analysis ac-
cording to specific methods. These techniques were analyzed using
standard enzymatic methods by Ortho-Clinical Diagnostics® reagents
on a fully automated analyzer (Vitros 950® dry chemistry system; John-
son & Johnson, Rochester, NY, USA).

2.3.1. Acetylcholinesterase determination

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

2.3.2. Caspase determination

Caspases-1 and -3 were determined in erythrocytes by Assay Kits,
Fluorimetric (BioVision, Mountain View, CA). The fluorescence intensity
of CASP-1 and -3 were recorded at a wavelength of 400 nm for excita-
tion and 505 nm for emission. The activity of caspases was calculated
as fluorescence intensity (FI)/min/ml = AFIt/ (t x v), where AFlt = dif-
ference in fluorescence intensity between time zero and time t minutes,
t = reaction time in min, and v = volume of sample in ml.

2.3.3. Picogreen analysis
Picogreen analysis was determined in plasma according to Ha et al.
[19].

2.3.4. Oxidative stress markers

Plasmatic TBARS were measured according to the modified method
of Jentzsch et al. [20]. Protein carbonyl content was determined as
described by Levine et al. [21]. Whole blood SOD activity was measured
as described by McCord and Fridovic [22,23]. Total protein was
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measured by the method of Bradford using bovine serum albumin as a
standard [18,23].

2.3.5. Cytokine determination
The concentrations of TNF-q, interleukin 1P (IL-1§3), and IL-6
(eBIOSCIENCE, San Diego, USA) were measured in serum by enzyme-
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Table 2

MnSOD Ala16Val genotype frequencies in the group with epilepsy and the control group.
MnSOD SNP Epilepsy (%) Control (%) 72 p
Genotypes
AA 10 (32.25%) 14 (33.33%)
AV 8(25.82%) 16 (38.10%) 141 023
w 13 (41.93%) 12 (28.57%)

linked immunosorbent assay (ELISA) as instructed by the manufac-
turers. Data were expressed in pg/ml

2.3.6. Ala16ValMnSOD polymorphism analysis

The Ala16ValMnSOD polymorphism genotyping was performed
using the polymerase chain reaction followed by the restriction frag-
ment length polymorphism (PCR-RFLP) techniques. Genomic deoxyri-
bonucleic acid (DNA) was isolated from peripheral blood leukocytes
using a DNA Mini Kit Purification (Mo Bio). Ala16Val-MnSOD gene poly-
morphism was detected by PCR-RFLP according to Taufer et al. [24].

24. Statistical analyses

Data were analyzed by analysis of variance (two-way ANOVA)
followed by Tukey's Multiple Comparison Test. Statistical analyses
were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) software in a PC-compatible computer. Correlation analyses
were carried out using Pearson's correlation coefficient. Statistical sig-
nificance was assumed when p < 0.05. The chi-square test was used to
calculate genotype frequencies, sex, and age (Tables 1 and 2).

3. Results

Seventy-three subjects were investigated in this study, which
consisted of 31 subjects with epilepsy and 42 controls.

3.1. Study population

The characteristics of the study population are described in Table 1.
According to chi-square analysis, no statistical differences were ob-
served between the group with epilepsy and control group regarding
sex [ = 0.11; p = 0.73] and age [}* = 144; p = 0.22]. The MnSOD
gene Alal6Val polymorphism is presented in Table 2, and no statistical
differences were found in genotype frequencies [y> = 1.41; p = 0.23].

3.2. Neuropsychological profile

3.2.1. Memory tests

Statistical analysis showed interactions among the groups: epilepsy x
control and Valine-Valine (VV) x Alanine-Valine (AV) + Alanine-Alanine
(AA) in the long-term semantic memory [F(1.50) = 4.21, p < 0.05;
Fig. 1A]; short-term visual memory [F(1.55) = 4.743, p < 0.05; Fig. 1B];
and total memory [F(1.50) = 4.34; p < 0.05; Fig. 1C). Post hoc analysis re-
vealed that patients with epilepsy and the VV genotype presented lower

Table 1
Characteristics of the group with epilepsy and control group.
Characteristics Epilepsy (n=31) Control (n=42) i p
Sex (%)
Male 15 (48.4%) 22 (52.4%) 0.11 073
Female 16 (51.6%) 20 (47.6%)
Mean age (years)
Male 321 211 1.44 022
Female 312 322
Mean of crisis (min) 6.1 0
AEDs use (%)
None 0 42 (100%)
One kind 12 (38.7%) 0
>Two kinds 19 (61.3%) 0

Note. AED = antiepileptic drug. Data are expressed as percentage.

Note. y* was considered for VV and AA + AV groups.

scores in long-term semantic memory than AA + AV genotype [q = 3.77,p
< 0.05] and control [q = 0.04, p < 0.005] groups. Moreover, the VV geno-
type group presented lower scores compared with the group with epi-
lepsy with AA + AV genotype [q = 5.19, p < 0.05] and control group [q
= 446, p < 0.05] in the short-term visual memory. Regarding total memory
score, VV epilepsy presented lower scores compared with AA + AV [q =
3.86, p < 0.05] and control [q = 10.8, p < 0.001]. Prospective memory was
different between the groups with epilepsy VV and AA + AV vs. the con-
trol group [F (1.54) = 26.01; p = 0.0014]. Post hoc analysis showed that
the group with epilepsy with W [q = 6.7; p < 0.05] and AA + AV geno-
types [q = 3.86; p < 0.05] were worse in prospective memory score vs. the
control group. Additionally, the VV genotype presented lower scores
when compared with patients with AA + AV genotypes [q = 6.18; p <
0.05] (Fig. 1D).

3.2.2. Perception

There were statistical differences in the perception test when com-
paring the group with epilepsy with the control group [F (1.50) =
11.46; p < 0.001]. Post hoc analysis showed that perception test scores
are lower in VV epilepsy (q = 4.06; p < 0.05] and AA + AV [q = 5.17;
p < 0.001] than the control group (Fig. 2A).

3.2.3. Temporal-spatial orientation
There was no statistical difference between groups or among geno-
types [F (1.57) = 0.85; p > 0.05] (Fig. 2B).

3.24. Praxis

The praxis test was statistically different when comparing the group
with epilepsy with VV genotype with the control group and the group
with AA + VV epilepsy [F (1.57) = 17.83; p < 0.0001]. Post hoc analysis
showed lower praxis test scores in the group with VV epilepsy as com-
pared with the control [q = 4.87, p<0.005] and AA + AV [q = 3.86,p <
0.05] (Fig. 2C) groups.

3.2.5. Language

Statistical analysis revealed differences in the oral [F (1.57) = 15.56;
p = 0.0002], written [F (1.52) = 9.346; p < 0.005], and total language [F
(1.53) = 14.53; p < 0.0005] when comparing the group with epilepsy
with the control group (Fig. 3A-C). Post hoc analysis showed that
there were lower oral language scores in the group with VV epilepsy
than the control group [q = 4.051; p < 0.005], as well as when AA +
AV [q = 4.87, p < 0.005] was compared with control group (Fig. 3A).
Written language scores were different when comparing the group
with epilepsy with the VV [q = 4.10; p < 0.05] and AA + AV [q =
4.13; p<0.05] with the control group (Fig. 3B). The group with epilepsy
with VV [q = 3.518; p < 0.05] and AA + AV [q = 4.17; p < 0.05] geno-
types were worse in the total language vs. the control group (Fig. 3C).

3.2.6. Executive function

There were statistical differences in executive function when com-
paring the group with epilepsy with VV and AA + AV genotypes with
the control group [F (1.57) = 23.09; p < 0.0001]. Statistical analysis
showed that the group with epilepsy with VV [q = 4.913; p < 0.05]
and AA + AV [q = 4.709; p < 0.05] were worse in executive function
vs. the control group (Fig. 4A).
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epilepsy. Patients with the VV genotype presented lower scores compared with the AA/AV genotype epilepsy and control group. Statistical analysis was significant if *p < 0.05 when the
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3.2.7. Attention
There were statistical differences in attention when comparing the
group with epilepsy with VW and AA + AV genotypes with control

group [F (1.52) = 17.68; p < 0.0001]. Post hoc analysis revealed that
groups with epilepsy (VV and AA + AV) were worse in attention
score vs. the control group (q = 3.96; p < 0.05) (Fig. 4B).
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0.05 when the group with VV epilepsy was compared with the group with AA + AV epilepsy.
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3.3. Biochemical analyses

3.3.1. AChE activity

Statistical analysis demonstrated differences in AchE activity when
comparing the group with epilepsy with VV and AA + AV genotypes
with the control group [F (1.65) = 5.75; p < 0.05]. Post hoc analysis
showed that there were higher levels in AchE activity in the group
with epilepsy with VV genotype when compared with the group with
AA + AV epilepsy [q = 9.976, p < 0.0001] and control group [q =
9.067; p < 0.0001] (Fig. 5A).

3.3.2 Inflammatory markers

Statistical analysis showed differences in IL-1(3 [F (1.65) = 45.19,p <
0.0001], IL-6 [F (1.65) = 173.1, p <0.0001], and TNF-« levels [F (1.65)
= 101.9; p < 0.0001] when comparing the group with epilepsy with
VV and AA + AV genotypes with the control group. Post hoc analysis
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showed higher IL-1f levels in the group with epilepsy with VV genotype
[q =5.46; p<0.005] and AA + AV [q = 8.5, p<0.0001] when compared
with the control group (Fig. 5B).

Higher IL-6 levels were found in the group with epilepsy with VV ge-
notype [q = 11.65; p < 0.0001] and AA + AV [q = 15.41, p < 0.0001]
when compared with the control group (Fig. 5C).

Tumor necrosis factor alpha levels were also higher in the group
with epilepsy with VV genotype [q = 8.53; p < 0.0001] and AA + AV
[q = 12.35; p < 0.0001] when compared with the control group
(Fig. 5D).

3.3.3. Apoptotic markers and DNA damage

There were statistical differences in CASP-1 activation when com-
paring the group with epilepsy with VV and AA + AV genotypes with
the control group [F (1.65) = 557.5; p < 0.0001]. Post hoc analysis
showed higher CASP-1 activation in the group with epilepsy with VV
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Fig. 4. Relation of Ala16ValMnSOD polymorphism with executive function (A) and attention (B). Statistical analysis was significantif “p < 0.05 when the group with epilepsy was compared

with the respective control group.
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Fig.5. Relation of Ala16ValMnSOD polymorphism with AChE activity (A), IL143 (B), IL-6 (C), and TNF-c (D). Statistical analysis was significantif *p < 0.05 when the groups with VW and AA
+ AV epilepsy were compared with the respective control group and *p < 0.05 when the group with VV epilepsy was compared with the group with AA + AV epilepsy.

genotype [q = 21.48; p< 0.0001] and AA + AV [q = 26.89; p <0.0001]
than the control group (Fig. 6A).

Moreover, statistical analysis showed statistical interaction in
CASP-3 activation when comparing the group with epilepsy with
VV and AA + AV genotypes with the control group [F (1.65) = 4.353,
p < 0.05]. Post hoc analysis showed higher CASP-3 activation in the
group with epilepsy with VV genotype when compared with the
group with AA + AV epilepsy [q = 3.866, p < 0.05] and control group
[q = 28.43; p <0.0001] (Fig. 6B).

3.34. Picogreen

Statistical analysis showed significant DNA damage in the VV geno-
type when compared with the AA + AV genotype in the group with
epilepsy [F (1.64) = 13.99, p < 0.0001; AA + AV epilepsy vs. VV: q =
7.974]. There was also increased DNA damage in the group with epi-
lepsy compared with the control group [F (1.64) = 191.8, p< 0.0001;
AA + AV: Control vs. AA + AV: q = 11.03; VV: control vs. VV: q =
16.26] (Fig. 6C).

3.35. Oxidative stress markers

Within the group with epilepsy, there were no statistically signifi-
cant differences in carbonyl protein levels between VV genotype and
AA + AV genotype [F (1.61) = 0.52, p = 041]. On the other hand, car-
bonyl protein levels were significantly higher in the group with epilepsy
compared with the control group [F(1.61) = 23.85, p< 0.0001; control
vs. AA + AV: q = 6.84; control vs. W: q = 10.1] (Fig. 7A).

The TBARS levels were significantly higher in the group with epi-
lepsy compared with the control group [F (1.42) = 6.261, p < 0.01].
Post hoc analysis showed: control vs. AA + AV epilepsy: q = 4.64, p <
0.01; control vs. W epilepsy: q = 4.02; p < 0.05] (Fig. 7B).

In the group with epilepsy, statistical analysis showed significantly
higher SOD activity levels in individuals with the VV genotype

compared with the AA + AV genotype [F (1.37) = 11.35, p = 0.0018].
Furthermore, SOD activity levels were significantly higher in the group
with epilepsy than the control group [F (1.37) = 529.1, p < 0.0001;
AA + AV: control vs. AA+AV: q = 17.83; VV: control vs. VV: q =
16.02] (Fig. 7C).

4. Discussion

For the first time, we showed the association of MnSOD Ala16Val
polymorphism with cognitive impairment, including praxis, perception,
attention, language, executive functions, long-term semantic memory,
short-term visual memory, and total memory in patients with epilepsy,
especially with the VV genotype. Interestingly, our results are in accor-
dance with other studies that reported cognitive impairment in patients
with epilepsy [14,16,25,26] and patients with stroke VV with MnSOD
Ala16Val polymorphism [27].

Furthermore, our findings are also similar concerning the cognitive
dysfunction described by Buchmann et al. 28], who found that patients
who are VV carriers for M129V polymorphism had long-term memory
impairment. Another study showed that the early age of onset of sei-
zures is associated with visual memory deficits, while long durations
of epilepsy are related to lower scores in verbal memory [25], corrobo-
rating with the present data since our patients demonstrated cognitive
impairment and diagnostic of long-term epilepsy.

In addition, attention is another function that some studies have
sought to evaluate [18] since complaints of attention are common in pa-
tients with epilepsy [16]. Therefore, our results corroborate the litera-
ture, since the patients with epilepsy presented decline in attention.

Alterations in language in patients with epilepsy are another symp-
tom that instigates investigation. The patients of this study presented
lower language ability than their healthy counterparts. According to
the data previously mentioned, patients with epilepsy may have subtle
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language changes [29). Language problems and seizures have also been
related to changes in the SRPX2 gene, suggesting the involvement of ge-
netic alterations in epilepsy [30].

Interestingly, we also found that patients with epilepsy and the VV
genotype presented lower scores in long-term semantic memory,
short-term visual memory, total memory, and perception tests. In fact,
Holmes et al. [31] reported that patients with intractable seizures had
lower visual memory, attention, problem solving, and perception tests,
whereas their intelligence quotient (IQ) did not change. According to
Sidhu et al. [32], the temporal lobe of patients with epilepsy carrying
the Met allele performed more poorly in memory and language tasks
than Val/Val patients, possibly indicating a role of genetic factors in cog-
nitive impairment in epilepsy [32].

Studies have also reported that comorbidities and complications of
epilepsy, including intellectual disability, may also be related to cyto-
kine pathways [18,33,34). Here, we found that inflammation and oxida-
tive markers were abnormal in the group with epilepsy, especially in the
VV genotype. Compared with the controls and patients with epilepsy
with AA and AV genotype, patients with epilepsy, and the VV genotype
exhibited abnormalities in TNF-q, IL-1(3, IL-6, CASP-1, and CASP-3 as
well as PG, SOD, and AChE activities. These measures were chosen for
examination because they are associated with cognitive functions in
the general population or represent interesting factors in other neuro-
logical disorders [27,35].

Research has demonstrated that AChE has an important role in im-
mune responses by rapidly hydrolyzing acetylcholine (Ach) [36], which
is known to have antiinflammatory characteristics and suppress proin-
flammatory cytokine production [37,38). Here, AChE activity increased
in patients with epilepsy and the VV genotype. According to our data,
studies have also reported increased AchE activity in patients with in-
tractable epilepsy [39] and that the loss of cholinergic neurons is associ-
ated with the occurrence of seizures and cognitive deficit in some
congenital diseases [40]. However, we cannot rule out the possibility
that increased cholinesterase activity may lead to lower ACh levels,
thus contributing to the proinflammatory status of patients. Although
the role of the cholinergic system in epilepsy is still unclear, our findings
suggest that AChE may antagonize vagal cholinergic signaling at
the macrophage level [41,42], promoting a systemic inflammatory effect
(increased TNF-ax and IL-1{3) and apoptotic response (CASP-1 and -3 ac-
tivation). In fact, cytokine levels may exacerbate the ligation to their
receptors and lead to caspases activation, such as CASP-1 [43,44].
Caspase-1 may initiate the apoptotic process and induce higher mito-
chondrial reactive species, leading to CASP-3 activation, DNA damage
[18,23,27], and cognitive decline, as observed in the present study.

Another important point is that the presence of Val allele of MnSOD
may impair its ability to scavenge O, radicals, which may increase ROS
generation. Although we found higher MnSOD activity in patients with
epilepsy, our data demonstrated a higher proportion of V allele carriers
in this population, suggesting that Val-MnSOD may be less efficient than
Ala-MnSOD to control redox and inflammatory status [18,23,27]. Fur-
thermore, the MnSOD expression is upregulated in inflammation sites
by both ROS and proinflammatory mediators, such as IL-1(> [45]. This
contributes to the understanding that the presence of Val allele affects
the cellular action of MnSOD, compromising its mitochondrial function.
Therefore, considering the molecular changes mentioned above, it is
plausible to suggest that they may be associated with cognitive deficit
in epilepsy.

Reinforcing what was previously described, one of the hypotheses
that explains cognitive dysfunctions, such as memory impairment, in-
cludes changes in gene expression, epigenetic effects of seizures [30],
remodeling of the immunological system, and activation of inflamma-
tory markers [7,33]. Data in the literature have estimated that genetic
factors account for approximately 50% of the variability in human mem-
ory capacity [ 10] and impairment of cognition in epilepsy may likely be
a consequence of interacting genetic, epigenetic, developmental, and
environmental factors [32].

Finally, there are several important considerations to acknowledge
regarding our methodological design. This study investigated the possi-
ble interaction between MnSOD Ala16Val polymorphism, cognitive im-
pairment, inflammatory, and oxidative stress parameters. As these
conditions are influenced by many factors, for this study, we chose to
exclude subjects with diseases and dysfunctions that may influence
the oxidative and inflammatory parameters analyzed here, which is
the reason for the small number of participants. However, it is impor-
tant to note that surprisingly, despite our small cohort, our results
show a strong statistical difference between the group with epilepsy
and the control group, suggesting that there may be a relationship be-
tween MnSOD Ala16Val polymorphism, cognitive dysfunction, inflam-
mation, and oxidative stress in patients with epilepsy.

5. Conclusion

Despite our small cohort, the results showed significant differences
between the group with epilepsy and the control group. This is a prelim-
inary report and, to our knowledge, itis the first study of an association
between the role of Ala16ValMnSOD polymorphism in neuropsycholog-
ical status and its association with oxidative and inflammatory markers
in patients with epilepsy. Therefore, since patients with epilepsy (VV
genotype) have less MnSOD efficiency, they may be more susceptible
to presenting inflammatory dysfunctions and intellectual deficits. How-
ever, this proposal is speculative and further research is required to in-
vestigate this relation in a larger population.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo foi descrito, inicialmente, um pior desempenho nos testes
neurocognitivos nos pacientes com epilepsia, associado a marcadores glicolipidicos,
inflamatorios e apoptoéticos. Posteriormente, foi investigada a influéncia do
polimorfismo da MnSOD Alal6Val no comprometimento da memodria, praxias,
orientacdo témporo-espacial percepcao, linguagem, fungcbes executivas e atencéo,
assim como nos parametros inflamatoérios, apoptéticos e de estresse oxidativo nos
pacientes com epilepsia. Os pacientes com o genétipo VV apresentaram um maior
comprometimento da memoéria, maior ativacao das caspases, dano ao DNA e maior
atividade da AChE, sugerindo que esse polimorfismo pode ser um fator agravante da
doenca nessa populacéo.

De acordo com Kurzbuch et al. (2013), as crises epilépticas podem influenciar
vérias fungbes cognitivas e uma delas é a memoria de curto e longo prazo, assim
como a memodria total, tendo efeitos negativos no funcionamento diario do individuo.
Tais disfuncdes cognitivas podem ser permanentes, correspondendo a lesdo ou a
localizacéo focal, como o mau desempenho da memoaria verbal em pacientes com
epilepsia do lobo temporal esquerdo. De acordo, pacientes com epilepsia do lobo
temporal mesial (ELTM) frequentemente apresentam alteracdo de memoria, visto que
o foco epileptogénico esta localizado na area mais relacionada as fun¢des de memoéria
(hipocampo) (PORTUGUEZ, 1998).

Outros fatores que parecem estar associados a disfuncdo cognitiva sdo as
alteracdes no metabolismo glicolipidico. No presente estudo, foi encontrado um perfil
metabdlico desfavoravel nos pacientes com epilepsia, como niveis elevados de CHO
total, LDL, TG e GLU. Corroborando com essas informacdes, um estudo transversal
de pacientes com epilepsia e tratados com anticonvulsivantes encontrou um perfil
glicolipidico semelhante ao do atual estudo quando comparado com individuos
saudaveis (KAWASHIMA; FUJII, 2000). Além disso, foi encontrada uma correlacéo
negativa entre o perfil glicolipidico e as fun¢des cognitivas: CHO vs. linguagem total,
TG vs. memoria semantica, TG vs. memoaria prospectiva, TG vs. memoria total e GLU
vs. atencgdo total. Esses dados estéo de acordo com o estudo de Hermann et al. (2017)
gque mostraram uma relacdo entre disfuncdo cognitiva e as anormalidades

metabdlicas, inflamatérias e vasculares em idosos com epilepsia crénica.
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Interessantemente, outros fatores também podem estar relacionados as
alteracdes cognitivas, como, por exemplo, a influéncia de fatores genéticos. Dessa
maneira, em um segundo momento, foi investigado o papel do polimorfismo genético
da MnSOD Alal6Val no desempenho cognitivo e nos parametros inflamatérios e
oxidativos em pacientes com epilepsia. Os presentes resultados mostraram que
pacientes com o genoétipo VV apresentaram um maior comprometimento nos testes
cognitivos, como os de memdria semantica de longo prazo, visual de curto prazo,
prospectiva e total.

Os estudos de Buchmann et al. (2008) também mostraram que pacientes com
epilepsia com gendtipo VV para o polimorfismo M129V apresentaram
comprometimento da memaria a longo prazo. Outro estudo também mostrou que a
idade precoce do inicio das convulsfes esta associada a déficits de memdria visual,
bem como a longa duracdo da epilepsia esta relacionada a menores escores na
memoria verbal, infelizmente esse estudo ndo avaliou a presenca de polimorfismos
genéticos (STELLA, 1999).

Além disso, a atencdo € outra funcdo que alguns estudos tém procurado
avaliar, dado que queixas de prejuizo na atencdo sdo comuns em pacientes com
epilepsia (WITT; HELMSTAEDTER, 2015). Nesse sentido, os atuais resultados
corroboram com a literatura, visto que 0s pacientes com epilepsia apresentaram
atencdo prejudicada. Interessantemente, Holmes et al. (1998) revelaram que
pacientes com crises convulsivas intrataveis apresentavam menor memoria visual,
atencao, resolucdo de problemas e testes de percepcdo, enquanto o Ql ndo se
alterava.

Alteragcbes na linguagem em pacientes com epilepsia também sdo outro
sintoma que instiga a investigacdo. Os pacientes deste estudo apresentaram menor
capacidade de linguagem do que individuos saudaveis. De acordo com o que foi
mencionado anteriormente, pacientes com epilepsia podem ter alteragbes sutis de
linguagem (LEE, 2010). Problemas de linguagem e convulsdes também tém sido
relacionados a alteragcdes no gene SRPX2 (SCHIRWANI et al., 2019), assim como
pacientes com epilepsia do lobo temporal, portando o alelo Met, tiveram um
desempenho pior nas tarefas de memdria e linguagem do que os pacientes Val/Val,
indicando um papel de fatores genéticos no comprometimento cognitivo na epilepsia
(SIDHU et al., 2019).
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Adicionalmente, pesquisas ainda mostram evidéncias que pacientes com
epilepsia podem ter alteracbes neuropsicoldgicas, sociais e psiquiatricas
significativas, as quais podem reduzir as taxas de casamento, limitar empregos e
diminuir a qualidade de vida dessa populacdo (BRODIE, 2005; HOLMES et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2015). Nesse sentido, os dados da literatura sugerem que distarbios
psiquiatricos ocorrem em 20 a 40% dos pacientes com epilepsia, com uma incidéncia
ainda maior em pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT) e com epilepsia
refrataria (HOLMES et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2015). Entretanto, desde que a
maioria dos estudos se concentrou na relacéo entre epilepsia e depressao, ha uma
falta de dados epidemiolégicos sobre a associacdo entre esses dois fatores na
depressao em geral (CHIN; SCHARFMAN, 2013; KUO et al., 2005).

Em relagéo aos resultados encontrados, os estudos mostram que 65,6% dos
pacientes com epilepsia apresentam diferentes niveis de depressdo. Uma das
hipoteses para explicar essa associacdo é a neuroinflamacédo, desde que alguns
autores jA mostraram que as comorbidades e complicacées da epilepsia, como a
depressao e deficiéncia intelectual, podem estar relacionadas a via das citocinas
(WITT; HELMSTAEDTER, 2015; LEE 2010). Dessa maneira, é concebivel que
processos inflamatdrios, que sdo desencadeados no cérebro por um insulto
epileptogénico, possam levar ao desenvolvimento de anormalidades
neuropsiquiatricas, incluindo a depressdo (VON EHRENSTEIN et al., 2012). Outro
ponto interessante neste estudo foi a correlacdo negativa entre a depressao e o teste
de orientacdo espaco-temporal. Pesquisas mostraram uma taxa mais alta de
depressédo (NOEBELS, 2012) e comprometimento da orientacao temporo-espacial em
pacientes com epilepsia, sugerindo que esses eventos clinicos podem estar
associados (GAITATZIS et al., 2004).

A inflamacéo cerebral tem sido associada a fisiopatologia de varios sintomas
neurocognitivos. Dessa maneira, é aceitavel que eventos inflamatérios possam levar
ao desenvolvimento de anormalidades cognitivas (HERMANN et al., 2017).

Neste estudo, foi observado que marcadores inflamatérios e oxidativos
estavam alterados nos pacientes com epilepsia, principalmente naqueles com
gendtipo VV. Comparados aos controles e pacientes com epilepsia com gendtipo AA
e AV, os pacientes com epilepsia com genotipo VV exibiram maiores alteracdes em
relacdo ao dano no DNA e CASP 3, bem como nas atividades da SOD e AChE. Essas

medidas foram escolhidas para avaliagdo porque estdo associadas a funcodes
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cognitivas na populacdo em geral ou representam fatores associados a outras
doencas neurolégicos (BARNES; YAFFE, 2011; PASCOTINI et al., 2018).

Os principais processos mitocondriais incluem a producéo de mais de 90% de
trifosfato de adenosina (ATP) na cadeia de transferéncia de elétrons, entre outros
(WATTS et al., 2013). No entanto, durante a respiragcdo motocondrial, os complexos |
e Il sdo responsaveis por pela produgdo do ion superéxido (O27), o primeiro ROS
produzido. Embora os ROS apresentem func¢des fisioldgicas relevantes, o aumento
das concentragfes, que levam ao estresse oxidativo, tem sido relacionado a varias
condicBes patoldgicas (SIMS; MUYDERMAN, 2010) como a epilepsia (TERRONE et
al., 2019).

Normalmente, o Oz, ap06s sua utilizacdo na fosforilacdo oxidativa a nivel
mitocondrial, é reduzido a H20, contudo, reducdes parciais de Oz, levam a formacao
de EROs, como Oz, 0 H202 e 0 OH" e ERNs, como 0 ONOO" pela reacdo com 6xido
nitrico (NO) (HEEBA; EI-HANAFY, 2012). Isso ocorre principalmente devido ao
cérebro ser especialmente propenso a danos mediados pelas espécies reativas, que
esta relacionado ao alto consumo de Oz, &cidos graxos poli-insaturados e a reducao
das defesas antioxidantes (LESZEK et al., 2016). Nesse interim, estudos mostram que
a faléncia das defesas antioxidantes, como a MnSOD, agrava o dano cerebral apos
insulto isquémico (HUANG et al.,, 2012) e o polimorfismo MnSOD Alal6Val esta
associado a um risco aumentado de leséao cerebral.

De fato, os atuais achados corroboram com a idéia que o polimorfismo da
MnSOD esta relacionado com condi¢Bes patologicas do SNC, como a epilepsia, uma
vez que o genadtipo VV dos pacientes, esta associado a um aumento do dano oxidativo
e inflamatdrio. Desse modo, € possivel sugerir que o acumulo de Oz pode conduzir a
uma desestabilizacdo mitocondrial, ativacdo da via inflamatoria e da cascata de
apoptose celular (WATTS et al., 2013). Na verdade, as mudancas na estabilidade
mitocondrial, resultando na liberacdo de proteinas, sdo fundamentais para a ativacao
da via intrinseca apoptotica. No cérebro, essas proteinas levam a ativacao de caspase
-1 e -3 que, por sua vez, induz a danos celulares, tais como a fragmentacédo do DNA
(GALLUZZI et al., 2009; KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Além disso, 0s
anions ativam as caspases em varios tecidos (CONDE DE LA ROSA et al., 2006,
PARK et al., 2010) e tém a sua atividade inibida pela acdo da SOD.

No presente estudo, observou-se, principalmente, 0 aumento da caspase-3 em

pacientes VV, provavelmente devido a uma desestabilizacdo mitocondrial e um



81

aumento na liberacao de fatores inflamatorios, o que pode provocar danos nas células
e induzir a apoptose (CERNE et al., 2011). A neuroinflamacéo tem sido descrita tanto
como causa quanto consequéncia da epilepsia (DEY et al., 2016). Estudos descrevem
um aumento da expressao de IL-1B e IL-6 e TNF-a em diferentes areas cerebrais de
modelos experimentais de convulsdo, tanto na geracdo como na propagacao das
crises epilépticas (VEZZANI et al., 2008). As citocinas sintetizadas relacionam-se a
disfuncéo astrocitaria e a hiperexcitabilidade neuronal, sendo algns dos processos que
podem contribuir para a geracao de convulsdes e disfuncdes neuroldgicas (VEZZANI,
VIVIANE, 2015).

Igualmente, a apoptose também esta relacionada a epilepsia (BENGZON et al.,
2002). O inicio da via apoptética pode ocorrer através de mediadores inflamatorios,
gue, através da sequéncia da cascata da apoptose, ira culminar na ativacdo da
caspase-3. Neste estudo, os resultados demonstraram o aumento de niveis de
citocinas inflamatorias IL-1f3 e IL-6 e TNF-o. e marcadores apoptdticos como a caspase
-1 e -3 no grupo epilepsia quando comparado ao grupo controle. Interessantemente,
apos analise e relacdo com os gendtipos (AA, AV e VV) do polimorfismo
Alal6ValMnSOD, observou-se um aumento significativo da caspase 3 no grupo
epilepsia com o gendtipo VV. Achados clinicos e experimentais suportam o
envolvimento significativo de processos inflamatérios e apoptéticos na epilepsia
(AREND et al., 2018; VEZZANI; GRANATA, 2005), uma vez que as citocinas tém uma
sintese mais alta durante a atividade epiléptica (CHOI; SOOKYONG, 2008).

Ademais, outro fator interessante em relacdo a inflamacdo € o papel da
acetilcolinesterase (AChE) (NIZRI et al., 2006). Essa enzima desempenha um papel
importante nas respostas imunes pela rapida hidrdlise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), que é conhecido por suprimir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (BOROVIKOVA et al., 2000; KAWASHIMA; FUJII, 2003). Neste estudo,
observou-se 0 aumento da atividade da AChE em pacientes com epilepsia, sugerindo
gue essa alteracdo pode levar a dimimuicao dos niveis de ACh, contribuindo para o
estado pré-inflamatoério.

Kist et al. (1988), em seu estudo, verificaram o0 aumento da atividade da AChE
em pacientes apos lobectomia temporal para epilepsia intratavel. Outro importante
resultado encontrado no atual estudo foi os niveis aumentados de proteina carbonil e
TBARS em pacientes com epilepsia, assim como o0 aumento da atividade antioxidante

da SOD corroborando com estudos previamente publicados (1IZUO et al.,, 2015;
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MENON; RAMALINGAM; KUMAR, 2012). A excitotoxicidade produzida pelas
convulsdes, com consequente producao de radicais livres, pode levar ao aumento do
processo inflamatoério, € uma hipétese possivel para os resultados descritos acima
(DEY et al., 2016).

Além disso, outra explicacdo que pode ser relevante € que o genétipo VV
apresenta um estrutura B-lamina, consequentemente dificultando o transporte da
isoforma MnSOD-Val para o espagco mitocondrial. Nesse sentido, a atividade
antioxidante é reduzida, favorecendo o aumento da geracdo de espécies reativas
(ROSENBLUM; GILULA; LERNER, 1996) e contribuindo para a manutencdo do
estado inflamatério na epilepsia. Além de evidéncias clinicas e experimentais que
sugerem o envolvimento de processos inflamatorios na fisiopatologia da epilepsia, as
disfuncdes cogntivas também estdo presentes na vida desses pacientes.

Assim sendo, informacfes sobre os gendtipos deste polimorfismo podem
ajudar no esclarecimento sobre o tipo e a magnitude das consequéncias clinicas e
contribuir com um tratamento individualizado mais adequado aos pacientes com

epilepsia.
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5 CONCLUSAO

Este estudo evidéncia um pior desempenho neuropsicolégico nos pacientes
com epilepsia. Além disso, os achados sugerem que as alteracfes neuropsiquiatricas,
descritas neste trabalho, podem estar relacionadas as vias inflamatorias, apoptoticas
e ao perfil glicolipidico. Os presentes resultados também sugerem que o polimorfismo
na MnSOD Alal6Val pode ter uma relagdo com a piora no desempenho dos testes
cognitivos, assim como, com um aumento nos parametros inflamatoérios e oxidativos,

sugerindo a influéncia dos fatores genéticos na fisiopatologia da epilepsia.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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 responsével: médica e professora da neurologia, Dr2. Michele Rechia
Fighera
InstituicAo/departamento: HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA/ CCS.
Telefone para contato: (55) 3220 8544; (55) 8124 9886 (Médica responséavel 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 informacdes
coletadas. Dessa forma, os pesquisadores do presente projeto se comprometem a
preservar a privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados no ambulatério de
epilepsia do HUSM, por meio de questionarios aplicados pelo médico responsavel e
os alunos do curso de medicina, sob sua orientacéo.

Concordam, igualmente, que estas informacOes serdo utilizadas Unica e
exclusivamente para execuc¢ao do presente projeto.

As informacbes somente poderdo ser divulgadas de forma andnima e serédo
mantidas na sala 1445, do Dept® de Neuropsiquiatria, sob a responsabilidade da
meédica Michele Rechia Fighera.

Sei que nado hé riscos a minha saude e que apenas irei fornecer informacoes a

pesquisa, sendo que isto ndo ira afetar diretamente meu tratamento. Fui esclarecido
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gue esta pesquisa tem o 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 € 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 sera mantido em pleno sigilo e os
resultados da pesquisa serdo usados apenas para fins cientificos (publicagdo em
revistas médicas e provavelmente apresentacdo 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 aplicacéo
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, sobre a minha decisdo em
participar 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 participacdo € 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 qualguer 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 socioeconbmicas que possam ser Uteis, bem como 0s
resultados desta pesquisa podem contribuir com a vida de outras pessoas que sofrem

do mesmo problema. Portanto, permito a publicacédo dos resultados.
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Assinatura do/a Participante N° identidade (CI)

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 Resolucao
196/1996 do Conselho Nacional de Saude.
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ANEXO B - 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 responséavel: Médica e professora da neurologia, Dr2. Michele Rechia
Fighera

InstituicAo/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 Neuropsicologica e dos Marcadores Inflamatorios 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 Cédigo Civil Brasileiro, ndo serédo
nomeados e identificados diretamente, mas fardo parte de um banco de dados
coletivo, de todos os participantes que tiveram suas informacfes 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 informacgdes serdo utilizadas Unica e
exclusivamente para execucao do presente projeto. As informacfes somente poderao
ser divulgadas de forma anbnima e serdo mantidas na sala 1446, do Dept°® de

Neuropsiquiatria, sob a responsabilidade da médica Michele Rechia Fighera.
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Fui esclarecido que esta pesquisa tem o objetivo de melhorar os conhecimentos
sobre a epilepsia e a possibilidade de um tratamento mais adequado para os
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 serdo usados apenas para fins cientificos (publicacdo em
revistas médicas e provavelmente apresentacdo 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 sera
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 participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais os propositos 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 o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servigo.

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

informacbes médicas e socioecondmicas que possam ser Uteis, bem como o0s
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resultados desta pesquisa podem contribuir com a vida de outras pessoas que sofrem

do mesmo problema. Portanto, permito a publicacéo dos resultados.

Assinatura do/a Participante N° identidade (ClI)

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data: [/

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de Acordo com a Resolucao
196/1996 do Conselho Nacional de Saude.
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ANEXO C - 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 seréo coletados através da ficha de avaliacédo
no Ambulatério de Epilepsia. Concordam, igualmente, que estas informacdes serao
utilizadas Unica e exclusivamente para execucao do presente projeto. As informacdes
somente poderdo ser divulgadas de forma anénima e serdao mantidas na sala 1446,
do Depto de Neuropsiquiatria, Centro de Ciéncias da Saude, por 5 anos sob
responsabilidade da médica Michele Rechia Figheira. Apds 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 nimero CAAE 10554612.1.
0000.5346.

Santa Maria......... 0 = PP UURRRPTRPR de 20.....

Assinatura do pesquisador responsavel
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ANEXO D - QUESTIONARIO CLINICO

Questionario 1

Identificacao

1. SAME: 2. Idade 3. Data:
4. Retorno n°: 5. Procedéncia:

6. Escolaridade:

7. Familiar: Renda R$

8. Informante: Escolaridade
Fornecimento de Informacdes
9. Paciente: 1. () Informa tudo. 2. () Informa parcialmente. 3. () Nao informa.

1. () Informa tudo. 2. ( ) Informa parcialmente. 3. () Nao informa.
Caracterizacao das crises
11. Com gque 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.( )18-29anos.10.( )30-49anos. 11.( )50-65anos. 12. ( ) > 65 anos.
13. () Nao sabe informar.
12. Com relacgéo as crises, ocorria perda da consciéncia:
1.( ) Sim. 2. ( ) N&ao. 3. ( ) Né&o sabe informar.
13. Antes da ocorréncia das crises, 0 paciente sentia (referia sentir) algum sintoma:
1.( )Sim. 2. ( )N&o. 3. ( ) N&o sabe informar.
Qual: 1.1. ( ) Nausea e/ou vomito

1.2. ( ) Cefaléia

Semiologia das crises parciais

14. Aura: 15. Presenca de [16. Automatismos |[17. Automatismos
1. ( ) Somato-Sensorial jautomatismos:  |Gestuais: Mastigatorios:
2. () Visual Elementar [1. ( ) Sim 1.( )SimD 1.( ) Sim
3. () Auditiva Elementar 2. ( ) Nao 2.( )SImE 2. ( ) Néo
4. () Viscerosensorial 3. () Sim bilateral
5. ( ) Cefélica 4. ( ) Nao
6. ( ) Vertigem
7. ( ) Confusédo
Consciente
8. ( ) Sensacéao de
Queimor
9. ( ) Experiencial
10. () Néo
18. Presenca e tipo outras manif. 3. () Clonia MsSs:
Motoras/Vegetativas: 31.( )D
1. ( ) Clonia Facial: 32.( )E
1.1.( )D. 3.3.( ) BIl
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1.2.( )E. 3.4.( ) Néo

1.3. ( ) Nao. 4. () Clonia Msls
2. () Versao da cabeca: 41.( )D

21.( )D 42.( )E

22.( )E 4.3. ( ) BIl

2.3.( ) BIl 4.4. ( ) Nao

2.4. () Néo
19. Automatismos Hipermotores: [20. Desconexao: 21. Distonia:
1.( )SimD 1.( ) Sim 1.( )SimD
2.( )SImE 2. ( ) Néao 2.( )SImE
3. () Sim bilateral 3. () Sim bilateral
4. () Nao 4. () Néo

Semiologia das crises parciais com generalizacao

21.( )D
22.( )E
2.3.( ) BIl
2.4.( )Nao

. () Clonia MsSs:
31.( )D
32.( )E
3.3.( )BIl
3.4.( ) Néo

. () Clonia Msls
41.( )D
42.( )E
4.3.( )BIl
4.4. ( ) Nao

22. Aura: 23. Presenca de [24. Automatismos |25. Automatismos

1. ( ) Somato-Sensorial [automatismos: Gestuais: Mastigatorios:

2. ( ) Visual Elementar [1.( ) Sim 1.( )SimD 1.( )Sim

3. () Auditiva Elementar 2. ( ) Nao 2.( )SImE 2. ( ) Nao

4. () Viscerosensorial 3. () Sim bilateral

5. ( ) Cefélica 4. () Nao

6. ( ) Vertigem

7. ( ) Confusado

Consciente

8. ( ) Sensacao de

Queimor

9. ( ) Experiencial

10. () Néo

26. Presenca e tipo outrasi27. Automatismos [28. Desconexdo: [29. Distonia:

manif. Hipermotores: 1.( )Sim 1.( )SimD

Motoras/Vegetativas: 1.( )SimD 2. ( ) Néao 2.( )SImE

1. ( ) Clonia Facial: 2.( )SImE 3. () Sim bilateral
1.1.( )D. 3. () Sim bilateral 4. ( ) Nao
1.2.( )E. 4. () Néo
1.3. ( ) Néao.

2. ( ) Versao da cabeca:
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Semiologia das crises generalizadas

30. Aura: 31. Presenca de [32. Automatismos [33. Automatismos
1. ( ) Somato-Sensorial [automatismos: Gestuais: Mastigatorios:
2. ( ) Visual Elementar [1.( ) Sim 1.( )SimD 1.( ) Sim
3. () Auditiva Elementar 2. ( ) Nao 2.( )SImE 2. ( ) Néao
4. () Viscerosensorial 3. () Sim bilateral
5. ( ) Cefélica 4. ( ) Nao
6. ( ) Vertigem
7. ( ) Confusado
Consciente
8. ( ) Sensacao de
Queimor
9. ( ) Experiencial
10. () Nao
34. Presenca e tipo outras|35. Automatismos [36. Desconexdo: [37. Distonia:
manif. Hipermotores: 1.( )Sim 1.( )SimD
Motoras/Vegetativas: 1.( )SimD 2. ( ) Néao 2.( )SImE
1. ( ) Clonia Facial: 2.( )SImE 3. () Sim bilateral
1.1.( )D. 3. () Sim bilateral 4. ( ) Nao
1.2.( )E. 4. () Nao
1.3. ( ) Néo.

2. ( ) Versao da cabeca:
21.( )D
22.( )E
2.3.( ) BIl
2.4.( )Nao
3. ( ) Clonia MsSs:
31.( )D
32.( )E
3.3.( )BIl
3.4.( )Néo
4. () Clonia Msls
41.( )D
42.( )E
4.3.( )BIl
4.4. () Néao

Frequéncia/Duracédo das Crises

38. Frequéncia das crises
parciais:

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.

39. Frequéncia das crises
parciais com
generalizagao:

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
gue 2 por més.

4. ( ) Uma a cada més.
5.( )Umaacada3

MESES.

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.( )Umaacada3
meses.
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8. ( ) N&o teve mais crises. 6. ( ) Uma a cada 6 6. ( )Umaacada6
9. ( ) Néao. meses. meses.
7. ( ) Uma a cada ano. 7. ( ) Uma a cada ano.
8. ( ) N&o teve mais 8. ( ) N&o teve mais
crises. crises.
9. () Nao. 9. () Nao.
41. Duracdo média atual das crises. 42. Crise parcial: qual é a duracdo média
1. ( ) <1 minuto das crises:
2. ( )1-2minutos 1. ( ) <1minuto
3. ( ) 2-5 minutos 2.( )1-2 minutos
4. ( ) 5-10 minutos 3. ( ) 2-5minutos
5. ( ) 10 - 30 minutos 4. ( )5-10 minutos
6. ( ) > 30 minutos = crise continua 5. () 10 - 30 minutos
7. ( ) Nao sabe informar 6. () > 30 minutos = crise continua.
8. () N&o apresenta mais crises 7. ( ) Néo
43. Crise parcial com generalizagéo: 44. Crise generalizada: qual é duracdo
qual é a duracdo média das crises: média das crises:
1.( ) <1 minuto 1.( ) <1 minuto
2. ( )1-2minutos 2.( )1-2minutos
3. ( ) 2-5 minutos 3. ( ) 2-5 minutos
4. ( ) 5-10 minutos 4. ( )5-10 minutos
5. ( ) 10 - 30 minutos 5. ( ) 10 - 30 minutos
6. ( ) > 30 minutos = crise continua 6. ( ) > 30 minutos = crise continua
7. ( ) Néo 7. ( ) Néo
Outras Manifestacdes

45. Apds a crise acabar, 0 paciente apresenta algum sintoma:

1. ( ) Sonoléncia. 2. ( ) Confusdo mental. 3. ( ) Amnésia. 4. ( ) Paresia.

5. ( ) Paralisia. 6. ( ) Parestesia. 7. ( ) Agitacdo psicomotora.

8. () Alteracao visual/auditiva. QUal:............cccoeiiiiiiiiiiiiiii e
9. () Nao apresenta sintomas pos-crise. 10. () Nao sabe informar.

46. Tempo de duracdo dos sintomas pos-crise:

1.( ) <10 minutos. 2. ( )<30minutos.3.( )<1l1lhora.4.( )1-2horas.

5.( )2-24horas. 6.( )>24horas. 7. ( ) Nao apresenta sintomas pos-crise.

8. () N&o sabe informar.

47. Quais os sintomasou  13. () Paresia/paralisia/parestesia (sublinhar).
manifestacdes novas: (@] 0o [ SR

Sintomas motores: 14. ( ) Alteracao visual.

1. ( ) Tonicos QUAL ..
2. () Cloénicos 15. () Alteracédo auditiva.

3. () Ténico-Clénicos QUAL ...
5. () Mioclénicos 16. () Alteracéo gustativa.

6. ( ) Atdnicos QUAL ...
7. ( ) N&otem sintomas ou 17.( ) Alteracdo comportamental.

manifestagdes novas QUL e

9. ( ) Perda da consciéncia 18. ( ) Nao
10. ( ) Perda da
consciéncia

11. ( ) Nausea e/ou vomito
12. ( ) Cefaléia
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Alteracfes no EEG

9. Padréo Ictal: 50. Extenséo das

) Ativ. Theta Ritmica |Descargas Interictais:
) Ativ. Beta Ritmica
) Ativ. Delta Ritmica

48. Descargas Interictais:
1. Exclusivamente temporais
Anteriores/médios

1.1. ( ) Unilateral

2. Extratemporais + temp ) Desc. Repetitivas

2.1. () Unilateral
2.2. () Bilateral
3. Temporais Anteriores + pos

) Interrupcéo de 51. Maxima
escargas Eletronegatividade:

4
1
2
3
1.2. ( ) Bilateral 4
5
6
d
7. () Inicio generalizado

(
E
() Atenuacéo Local
(
(
s
(

3.1.( ) uni 8. () Inicio com padrao
3.2. () hbil indefinido ou artefatos
VEEG

52. Descricao da crise:

Neuropsicologia

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

1. ( ) Direita

2. ( ) Esquerda

56. Boston: 57. Mem. Légica I: 58. Mem logica ll:

59. Fig. Rey Cépia: 60. Fig. Rey Record: 61. Cubos: [62. Vocab.:
Medicacdes

63. Que medicacbes esta usando atualmente:

1. ( ) Fenobarbital. 2. ( ) Fenitoina. 3. ( ) Carbamazepina. 4. ( ) Acido Valproico.
. () Oxcarbazepina 6. ( ) Topiramato. 7. ( ) Lamotrigina. 8. ( ) Vigabatrina.

. ( ) Clobazam. 10. ( ) Nitrazepam. 11. ( ) Clonazepan. 12. ( ) Diamox.

3. () Etoxin. 14. () N&o sabe informar. 15. () Outra

4. Qual foi a primeira medicacao usada para controlar as crises:

. () Fenobarbital. 2. ( ) Fenitoina. 3. ( ) Carbamazepina. 4. ( ) Acido Valproico.
. () Oxcarbazepina. 6. ( ) Etoxin. 7. ( ) Clobazan. 8. ( ) Clonazepan.

. () Diamox. 10. () Nitrazepan. 11. ( ) Lamotragina. 12. () Nao sabe informar.

5. Que outras medicacg0des ja utilizou, porém foram suspensas:

. () Fenobarbital. 2. ( ) Fenitoina. 3. ( ) Carbamazepina. 4. ( ) Acido Valproico.
. () Oxcarbazepina 6. ( ) Topiramato. 7. ( ) Lamotrigina. 8. ( ) Vigabatrina.

. () Clobazam. 10. ( ) Clonazepan. 11. ( ) Nitrazepam. 12. ( ) Diamox.

3.. () Etoxin. 14. () N&o sabe informar.

6. Que medicacdes esta usando atualmente:

. ( ) Fenobarbital. 2. ( ) Fenitoina. 3. ( ) Carbamazepina. 4. ( ) Acido Valpréico.
5. ( ) Oxcarbazepina 6. ( ) Topiramato. 7. ( ) Lamotrigina. 8. ( ) Vigabatrina.

9. ( ) Clobazam. 10. ( ) Nitrazepam. 11. ( ) Clonazepan. 12. ( ) Diamox.

13. ( ) Etoxin. 14. ( ) N&o sabe informar.

5
9
1
6
1
5
9
6
1
5
9
1
6
1
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67. J4 usou ou faz uso de medicamentos geneéricos:
1.( ) Sim. 2. ( ) N&o. 3. ( ) Nao sabe informar.

Fatores de risco

69. Apresentou crises

febris simples: neurolégica:

1.( ) Sim 1.( ) Sim.

2.( )Nao ivo:

3. ( ) Nao sabe

informar. 2. ( ) Néo
3. ( ) Na

70. Ja foi submetido a cirurgia

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

1.( ) RNPréT < 37sem.
2. ( ) RNAT

3. ( ) RNPOST 42 sem.
4. () Nao sabe
informar

72. Apresentou crises febris
complicadas:

1.( )Sim

2.( ) Néao

3. () N&o sabe informar

74. Em relacdo ao peso do paciente
ao nascimento:

. () Menos de 1000g

.( ) 1000 - 15009

. () 1500 - 2000g

.( ) 2000 - 25009

. () > 25009

. () Nao sabe informar

OOk WNPEP

75. Ja teve crise epilética provocada
por febre:

Quantas:

1.1.( )Néo.1

1.2. ( ) Menos de 3.

1.3. ( ) Menos de 5.

1.4.( ) Mais de 5.

1.5. ( ) N&o sabe informar.

73. Estd em tratamento para ou possui outra

doenca cronica:

1. ( ) Doenca Cardiovascular.

(focar em HIV, TB, cisticercos)

8. ( ) Outra.

9. ( ) Néo.

10. ( ) N&o sabe informar.

2. () Nao.

76. Em relacdo ao escore de APGAR:[77. Em relacao a intercorréncias no periodo
1. ( ) I°minuto:.........eee..... neonatal, o paciente apresentou:

2. ( ) 5°minuto.................. 1. ( ) Asfixia neonatal.

3. () 10° minuto................ 2. ( ) Sepse neonatal. Com meningite

4. ( ) Dados indisponiveis.

neonatal:
2.1.( ) Sim.
2.2. ( ) Nao.

3. (
4. (
5. (
6. (
7.(

N N N’ N’

) Infeccdo congénita do grupo TORCH.
Ictericia neonatal.

Tocotraumatismo.

Nao teve intercorréncias.

Nao sabe informar.
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78. Ja sofreu traumatismo 79. Ja teve outra doencga que necessitou
cranioencefalico grave (lembrar internagao hospitalar:

definicdo do termo, confirmar no 1. ( ) Sim. Qual e com que idade:
PrONTUANIO): e
1. ( ) Sim. Com que idade.................. 2. ( ) Nao

2. ( ) Néao. 3. () N&o sabe informar

3. () N&o sabe informar

80. Tem diagndstico confirmado de 81. Possui exame de imagem

alguma doenca ou sindrome genética: |demonstrando lesdo ou alteracdo cerebral:
1.( ) Sim. 1.( ) Sim, local e tipo de

QUAL .. [ESA0: ... i
2. ( ) Néo. 2. ( ) Néao.

3. () N&o sabe informar. 3. () Nao sabe informar.

Neuroimagem

82. Critérios Hipocampo: 83. Sulco Colateral:

1. ( ) Posicao Medial em 1. ( ) Profundo e Verticalizado

Relacdo a Corno Temporal 2. ( ) Penetrando na fissura coroidea vazia
2. ( ) Redondo; Aspecto 3. () Normal

Globular; Orientagdo Vertical [84. Giro Parahipocampal:

3. ( ) Fissura Coroidal Vazia 1. ( ) Redugao da porcao adjacente a fissura
4. () Fimbria Misplaced hipocampal

5. ( ) Normal 2. (_) Normal

6. () Atrofico 85. Subiculum:
1. ( ) Anormal; Grosso
2. () Normal

86. Outras patologias associadas:

1. ( ) Disgenesia

2. () Alteracdo espessura subst cinzenta

3. ( ) Esclerose

4. () Reducéo do pélo temporal

5. ( ) Cisto

6. ( ) Alteracdo de sinal da sub branca

7. ( ) Displasia

8. ( ) Perda da interface entre a sub.branca e cinzenta

9. ( ) Normal

10. () Atrofia de c. mamilar

11. ( ) Atrofia hemisfério

12. ( ) Fornix atrofiado

13. () Encefalomalacea




