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RESUMO

POLIMORFISMO Alal6ValMnSOD NA EPILEPSIA: ENVOLVIMENTO DOS
MARCADORES INFLAMATORIOS, OXIDATIVOS E GLICOLIPIDICOS

AUTORA: Aline Kegler
ORIENTADORA: Prof.2. Dr.2 Michele Rechia Fighera

A epilepsia é uma doenca neuroldgica que acomete aproximadamente 1% da
populacdo mundial. Apesar do bom prognostico, existem pacientes que apresentam
convulsdes refratarias aos medicamentos, refletindo a falta de um melhor entendimento
dos disturbios neuroquimicos envolvendo a doenca. Os mecanismos de ag¢ao associados
a epilepsia envolvem fatores inflamatdrios, apoptéticos, de dano ao DNA e também
fatores genéticos. Alem disso, a sindrome metabolica (MetS) é um problema emergente
entre pacientes com epilepsia. Estudos demonstram que mutacfes genéticas, como o
polimorfismo do nucleotideo Unico da superdxido dismutase manganés (MnSOD
Alal6Val SNP) esta associado a modulacdo da via inflamatdria, oxidativa e apoptotica,
assim como, a disturbios metabolicos, como obesidade e dislipidemia. Entretanto, pouco
se sabe sobre a relacdo do polimorfismo da MnSOD Alal6Val com a epilepsia, bem
como, a influéncia da mutacdo genética nos pardmetros inflamatérios, de estresse
oxidativo, marcadores apoptéticos e da dislipidemia nessa patologia. Dessa forma,
inicialmente foram recrutados pacientes com epilepsia e voluntarios saudaveis para
analise da associagdo do polimorfismo da MnSOD Alal6Val e epilepsia. O perfil
metabolico, niveis plasmaticos de citocinas inflamatdrias, caspases, dano ao DNA e
atividade da SOD também foram analisados. Os resultados mostraram uma maior
proporcéo do gendtipo VV no grupo epilepsia em comparacdo ao grupo controle. Além
disso, observou-se maiores niveis de TNF-o e Caspase-8, maior atividade da AChE e
maior concentracdo de picogreen em pacientes com epilepsia que apresentam o genétipo
VV quando comparados ao genétipo AA e AV do grupo epilepsia e grupo controle. Uma
interessante correlacdo entre 0s marcadores no grupo epilepsia com genétipo VV, além
da correlagdo com o tipo de crise também foi observada. Uma correlagdo importante entre
marcadores inflamatdrios foi observada no grupo epilepsia (genotipo VV). Os resultados
sugerem o polimorfismo da MnSOD Alal6Val na contribuicdo do prognostico da doenca,
visto que o polimorfismo genético mostrou influéncia no aumento dos marcadores
inflamatorios, oxidativos, apoptoticos e metabolicos, contribuindo para a manutencéo do
estado inflamatdrio na epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia, polimorfismo, neuroinflamagéo, marcadores apoptoticos,
estresse oxidativo, fatores metabolicos.



ABSTRACT

Alal6ValMnSOD POLYMORPHISM IN EPILEPSY:
INVOLVEMENT OF INFLAMMATORY, OXIDATIVE AND
GLICOLIPIDIC BIOMARKERS

AUTHOR: Aline Kegler
ADVISOR: Michele Rechia Fighera

Epilepsy is a neurological disease that affects around 1% of world population,
with neurobiological, neurochemical, cognitive and psychological consequences. Despite
of the good prognosis, there is a high proportion of epilepsy patients who are refractory
to antiepileptic drugs, reflecting the need of a better understanding about neurochemical
disorders characteristics involving the disease. Inflammatory, apoptotic, DNA damage,
and genetic processes are involved in epilepsy. Furthermore, metabolic syndrome (MetS)
is another problem in epilepsy. Some studies demonstrate that genetic mutations, as
manganese superoxide single nucleotide polymorphism (MnSOD Alal6Val SNP) is
associated to inflammatory, oxidative, and apoptotic pathways, as well as to metabolic
disturbances, as obesity and dyslipidemia. However, the relation between MnSOD
Alal6Val SNP and epilepsy is not well known, as well as the genetic mutation influence
on inflammatory, oxidative stress, apoptotic and dyslipidemia. Epilepsy patients and
volunteers were recruited to participate. Metabolic profile, cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-
6, AChE), caspases (1, 8 e 3), DNA damage, and SOD activity were evaluated. The results
demonstrated increased proportion of VV genotype in epilepsy group when compared to
control group. Increased levels of TNF-a, AChE, Caspase-8 and Picogreen in epilepsy
patients with VV genotype compared to AA and AV from epilepsy and control groups.
An interesting correlation among biomarkers in epilepsy group with VV genotype and
seizure type was already observed. A correlation between TNF-a vs. Caspase-8, and
cholesterol vs. Triglycerides was oberved in epilepsy group with VV genotype. The
results from the study suggest the MnSOD Alal6Val SNP contributing to the disease
prognosis, in view that the genetic polymorphism demonstrated influence in the
inflammatory, oxidative, apoptotic, and metabolic biomarkers, contributing to the
maintenance of inflammation in epilepsy.

Key Words: epilepsy, polymorphism, neuroinflammation, apoptotic markers, oxidative
stress, metabolism
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

De acordo com a International League Against Epilepsy (ILAE) a epilepsia € uma
condicdo neuroldgica crbnica caracterizada pela recorréncia de crises epilépticas espontaneas e
recorrentes (FISHER et al., 2017).

Crise epiléptica € definida como a ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas
resultantes de atividade neuronal sincrona ou excessiva, geralmente causada por alteracbes
estruturais e/ou bioguimicas, envolvendo predominantemente o cdrtex cerebral (FISHER et al.,
2005). As manifestagdes clinicas decorrentes das crises epilépticas estdo relacionadas as areas
cerebrais afetadas pelas descargas sincronicas que iniciam de forma subita, incluindo
fendmenos anormais e transitorios. Entre essas manifestacdes clinicas podemos citar as
alteragOes da consciéncia, eventos motores, sensitivos/sensoriais, autondmicos ou alteragdes
psiquicas (THURMAN et al., 2011). Além disso, as crises epilépticas podem desencadear
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e sociais (FISHER et al., 2014). As crises epilépticas
sdo pleomorficas e frequentemente estereotipadas para um determinado individuo, dependendo
da zona cortical envolvida em suas crises, seja pelo local da origem, seja pela propagagéo
preferencial das descargas epilépticas. Crises epilépticas sdo imprevisiveis e transitorias,
apresentando inicio subito e duracao curta, embora, excepcionalmente, possam se prolongar por
mais de quatro a cinco minutos (YACUBIAN e KOCHEN, 2014). As crises epilépticas também
podem variar quanto a frequéncia. Podem ocorrer uma média de menos de uma crise ao ano,
como podem ocorrer Varias crises ao dia.

A ocorréncia de uma convulsdo ndo significa que o individuo tenha epilepsia, até 10%
da populacdo em geral pode apresentar uma convulsdo durante a vida (OMS, 2016). Uma crise
convulsiva apds uma concussao, ou decorrente de uma febre alta, ou pelo uso ou abstinéncia de
drogas, sdo exemplos de convulsdes provocadas, que ndo levam a um diagndstico de epilepsia
(FISHER et al., 2014). Deste modo, a epilepsia compreende diversas alteracées, incluindo mais
de 15 tipos diferentes de crises epilépticas e mais de 30 sindromes epilépticas (LOSCHER et
al., 2013; FISHER et al., 2014; WHO, 2016).

Uma situacdo convulsiva especifica € o chamado status epilepticus (SE). Estacondicao
constitui-se da ocorréncia de uma crise convulsiva prolongada (5 minutos ou mais de atividade

convulsiva clinica ou eletroencefalografica), ou da repetida atividade convulsiva sem



recuperacdo entre as crises (ndo retornando a linha de base). O SE é considerado uma
emergéncia médica e esta associado com uma alta morbidade, mortalidade e risco significativo
de déficit cognitivo (BROPHY et al., 2012).

1.2 Epileptogénese

O processo de epileptogénese ocorre quando ha um desequilibrio entre 0s mecanismos
de excitacdo e inibicdo sinaptica, com consequente producdo de um estado de
hiperexcitabilidade e hipersincronia (PITKANEN et al., 2015). Eventos iniciais tais como
predisposicdo genética, traumas e infecces poderiam levar ao inicio da epileptogénese,
envolvendo alteracOes estruturais e funcionais, favorecendo a geracdo de crises espontaneas
recorrentes (PITKANEN e LUKASIUK, 2011). Esse processo conduz a um desequilibrio entre
a excitacdo e inibicdo neuronal, resultando em hiperexcitabilidade de uma populacéo especifica
de neurdnios cerebrais (DeLORENZO et al., 2005). Embora a epileptogénese concentre
diferentes caracteristicas tais como morte neuronal e inflamacao, seus mecanismos nao estdo
completamente elucidados (CHANG e LOWESTEIN, 2003).

Figura 1. Epileptogénese. Extraido de Pitkdnen et al. (2015).
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Definicéo de epileptogénese:

(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 observacfes experimentais e clinicas,
considera-se agora que a epileptogénese se estende além do periodo latente, que

ainda ¢ definido como o tempo da leséo precipitante e a primeira crise clinica. No
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entanto, as observagdes de que crises subconvulsivas 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.

1.3 Classificacéo das crises epilépticas

1.3.1 Definicéo operacional das crises

A International League Against Epilepsy (ILAE) publicou um Official Report elaborado
por Fisher e colaboradores (2014), definindo epilepsia a partir das seguintes condi¢es:

1. Ocorréncia de pelo menos duas crises ndo provocadas (ou reflexas), ou seja, sem uma
causa temporaria ou reversivel, ocorrendo em um periodo superior a 24 horas;

2. Ocorréncia de uma crise ndo provocada (ou reflexa) associada a probabilidade de pelo
menos 60% de ocorréncia de futuras crises;

3. Diagnéstico de uma sindrome epiléptica.

Neste mesmo documento foi definido que a epilepsia pode ser considerada resolvida nos
casos em que a doenca esté relacionada com a idade ou quando o individuo esta livre de crises
por pelo menos 10 anos, desde que durante 0s Ultimos cinco anos ndo tenha utilizado farmacos
antiepilépticos. O termo “resolvida” foi considerado o mais adequado para expressar que a
pessoa ndo possui mais crise epilépticas, sem excluir o fato da existéncia de probabilidade de
recorréncia das crises (FISHER et al., 2014).

1.3.2 Tipos de crises epilépticas

Primeiramente, a classificacdo das crises epilépticas baseia-se na descricdo clinica e
achados eletroencefalograficos. As crises epilépticas sdo classificadas naquelas de iniciofocal,
inicio generalizado e inicio desconhecido (FISHER et al., 2017) (Figura 2).

Crises focais

As crises focais sdo originadas em grupos de neur6nios delimitados a um dnico
hemisfério cerebral, podendo atingir tanto uma regido discretamente localizada, como uma
regido mais amplamente distribuida (BERG et al., 2010).

Crises generalizadas
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As crises generalizadas tém inicio em alguma regido cerebral, rapidamente envolvendo
redes neuronais distribuidas bilateralmente (ambos os hemisférios cerebrais) (BERG et al.,
2010).

Figura 2. Classificacdo operacional da ILAE para os tipos de crises epilépticas. Extraido de
Fisher et al. (2017).

ILAE 2017 Classification of Seizure Types Basic Version !

Focal Onset | ‘ Generalized Onset 1 ‘ Unknown Onset
. meaired ‘ ( Motor 1 | Motor
BESES | wa:erfss Tonic-clonic Tonlc-clonic
Other motor Other motor
Nonmotor

Motor Onset Nonmotor (Absence)
Nonmotor Onset

r - = ‘ Unclassified ?
focal to bilateral tonic-clonic ‘

1.4 Classificagéo das epilepsias

A nova classificacdo das epilepsias (Figura 3) € uma classificacdo de maltiplos niveis,
designados para permitir a classificacdo das epilepsias em ambientes clinicos diferentes. Este
reconhece a ampla variacao de recursos ao redor do mundo, significando que diferentes niveis
de classificacdo serdo possiveis dependendo dos recursos disponibilizados ao clinico no
momento do diagndstico. Quando for possivel, um diagndstico em todos os trés niveis devera

ser buscado bem como a etiologia de epilepsia de um individuo.
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Figura 3. Esquema diagndstico para a classificacdo das epilepsias. Os tipos de crises * denotam
0 inicio das crises epilépticas. Extraido de Scheffer et al. (2017).
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1.5 Classificacao Etioldgica

Etiologia estrutural

O conceito subjacente a etiologia estrutural € o de que uma anormalidade estrutural
acarreta um risco substancialmente aumentado de estar associado com a epilepsia com base em
estudos apropriadamente desenhados (BERG et al., 2010).Uma etiologia estrutural se refere a
anormalidades visiveis em estudos de neuroimagem estrutural na qual a avalicdo eletroclinica
em conjuncdo com os achados de imagem levam & um grau razoavel de inferéncia de que a
anormalidade da imagem é, provavelmente, a causa das crises do paciente. A identificacdo de
lesBes estruturais sutis requer estudos de RM apropriados utilizando protocolos especificos para
epilepsia (GAILLARD et al., 2009).

Etiologia genética

O conceito de epilepsia genética é que ela é o resultado direto de uma mutacdo genética
conhecida ou presumida na qual as crises epilépticas constituem o sintoma central da doenca.
As epilepsias na quais a etiologia genética tem sido implicada sdo muito diversas e, namaioria

dos casos, 0s genes responsaveis ainda ndo séo conhecidos.
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Etiologia infecciosa

A etiologia mais comum em todo o mundo ¢é a epilepsia que ocorre como resultado de
uma infeccdo (VEZZANI et al., 2016). O conceito de uma etiologia infecciosa é o de que as
crises resultam diretamente de uma infeccdo conhecida na qual as crises epilépticas sdo 0s
sintomas centrais da afeccdo. Exemplos comuns em regides especificas do mundo incluem
neurocisticercose, tuberculose, HIV, malaria cerebral, toxoplasmose cerebral, e infeccdes

congénitas como pelo Zika virus e citomegalovirus.

Etiologia metabdlica

O conceito de uma epilepsia metabdlica é que a epilepsia é o resultado direto de um
disturbio metabolico conhecido ou presumido no qual o sintoma central do disturbio sdo as
crises epilépticas. Causas metabdlicas se referem a distirbios metabdlicos bem delineados com
manifestacdes ou alteracdes bioquimicas em todo o corpo como a porfiria, a uremia, as

aminoacidopatias ou as crises por dependéncia de piridoxina.

Etiologia imune

O conceito de uma epilepsia imune é que ela resulta diretamente de um disturbio imune
no qual as crises sdo o sintoma central desta afeccdo. Uma gama de epilepsias imunes com
apresentacdes caracteristicas tanto em adultos como em criancas tem sido reconhecida (ARSOV
etal., 2012).

Etiologia desconhecida
Nesta categoria ndo é possivel fazer um diagnostico especifico além da semiologia
eletroclinica bésica tal como na epilepsia do lobo frontal. Existem pacientes com epilepsia para

0s quais as causas de suas crises ainda ndo séo conhecidas.
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1.6 Sindrome epiléptica

Uma sindrome epiléptica se refere a um conjunto de caracteristicas incluindo tipos de
crises, EEG e caracteristicas de imagem, que tendem a ocorrer juntas. Frequentemente tem
caracteristicas dependentes da idade, tais como idade de inicio e remissdo (quando aplicavel),
desencadeadores de crises, varia¢do diurna e algumas vezes progndstico. A sindrome epiléptica
também pode ter comorbidades distintas tais como disfuncdo intelectual e psiquiatrica e

caracteristicas eletroencefalogréaficas e em estudos de neuroimagem (SCHEFFER et al.,2017).

1.7 Epidemiologia

A epilepsia € uma alteracdo neurologica prevalente, compreendendo diferentes sindromes
e condicdes, abrangendo 0,6-1,5% da populacdo mundial (BELL et al., 2014). De acordo com
a Organizagdo Mundial de Salde, aproximadamente 50 milhGes de pessoas no mundo S&o
portadoras de epilepsia e cerca de 80% dos individuos acometidos encontram-se em paises de
baixa e média renda (OMS, 2017). No mundo, ha cerca de 2,4 milhGes 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 epidemioldgicos sobre epilepsia sdo limitados. Isso pode estar
relacionado a dificuldade inerente de classificacdo das crises epilépticas, bem como ao acesso
da maioria da populagdo mais carente ao diagnostico e tratamento (SANDER, 2003). Apesar
disso, estima-se que a prevaléncia brasileira da doenca seja de 1,4% da populagdo em geral
(FERREIRA e SILVA, 2009).

1.8 Tratamento da epilepsia

Nos ultimos anos houve um consideravel desenvolvimento no entendimento da
fisiopatologia, caracteristicas e prognostico da epilepsia (TRINKA et al., 2016). O tratamento
inicial da epilepsia é o medicamentoso (PUTIGNANO et al., 2017) sendo a estratégia mais
utilizada para o controle de grande parte dos diferentes tipos de crises epilépticas (PERUCCA
e TOMSON, 2011). Os principais mecanismos de acdo das drogas antiepilépticas sdo o blogueio
dos canais de sodio ou calcio voltagem-dependente e aumento da inibi¢do mediada por GABA
(WHITE, 2007).
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Estudos indicam que aproximadamente 70% dos pacientes obtém sucesso no
tratamento. No entanto, na faixa de 25-30% dos pacientes s&o refratarios, ou seja, continuam a
ter crises apesar do tratamento com medicamentos anticonvulsivantes (ASHRAFI et al., 2017).

Principais anticonvulsivantes e mecanismos de acéo. Extraido de Protocolo Clinico e Diretrizes

Terapéuticas Epilepsia - Ministério da Saude (2013).

Principais anticonvulsivantes Mecanismo de acéo

Carbamazepina blogueio dos canais de sédio voltagem-
dependente

Clobazam liga-se aos receptores GABA-A

Etossuximida blogueio dos canais de célcio

Fenitoina blogueio dos canais de sédio voltagem-
dependente

Fenobarbital prolongamento da abertura dos canais de

cloro e receptores GABA-A

Gabapentina ligagdo a proteina a2-gama

Primidona efeito atribuido a biotransformacéo
hepadtica de suas moléculas em

fenobarbital

Topiramato blogueio dos canais de sddio voltagem-
dependente, modulagdo negativa dos
canais de calcio tipo-L, ativacdo da
condutancia do potassio, potencializacao

da acdo inibitéria GABAEérgica

Lamotrigina inibicdo dos canais de sodio voltagem-
dependentes
Vigabatrina inibe  irreversivelmente a GABA-

transaminase (GABA-T)
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1.9 Fisiopatologia da epilepsia

A fisiopatologia da epilepsia configura-se como um desequilibrio entre excitacdo
neuronal (neurotransmissdo glutamatérgica) e inibicdo neuronal (GABA - acido -
aminobutirico) (BRIGGS e GALANOPOULOU, 2011).

Porém, além deste modelo de excitagdo/inibicdo estar relacionado a epilepsia, ja é
estabelecido que a ativacdo de processos inflamatorios (neuroinflamagdo) e o aumento da
producdo de espeécies reativas de oxigénio podem contribuir tanto para o desencadeamento das
crises epilépticas, como podem ocorrer em consequéncia das mesmas (SHIN et al., 2011). Do
mesmo modo, evidéncias sugerem que a morte neuronal também pode ser apresentada como

causa e/ou consequéncia das crises epilépticas (MARTINC et al., 2012).

1.9.1. Mecanismo de acdo envolvendo a neurotransmissdao GABA e glutamato.

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

A neurotransmissdo sinaptica excitatoria no SNC é mediada principalmente pelo
neurotransmissor glutamato, o qual é armazenado em vesiculas sinapticas e liberado por
exocitose calcio-dependente (HERTZ et al., 1999). O glutamato desempenha sua acao através
da ativacdo dos receptores glutamatérgicos, os quais estdo localizados nas membranas pré-
sinapticas e pds-sinapticas. Os receptores glutamatérgicos podem ser ionotropicos (ativados por
NMDA, AMPA ou cainato) ou metabotrépicos (acoplados a proteina G). Em um processo
patoldgico, como € o estado epiléptico, ocorre a liberacdo de glutamato, ativando os receptores
de NMDA, levando a necrose neuronal por aumento na concentracao de célcio (MELDRUMe
GARTHWAITE, 1990).

O sistema gabaérgico tem como principal neurotransmissor inibitério o GABA. Assim
como o glutamato, 0 GABA € armazenado em vesiculas sinépticas e liberado para 0 meio
extracelular de modo célcio-dependente, onde ativa seus receptores. Os receptores gabaérgicos
sdo divididos em trés tipos, conforme as propriedades farmacoldgicas, bioguimicas e
eletrofisiologicas: GABA-A e GABA-C sdo ionotropicos; GABA-B metabotropico (COOPER
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et al., 1991). Os receptores GABA-A possuem sitios de ligacdo para barbituricos e
benzodiazepinicos, entre outros, atuando desta forma como agonistas na transmissao inibitoria,
sendo que alguns desses farmacos sdo utilizados na clinica durante processos convulsivos
(COSTA-LOTUFO et al., 2002). Os neurotransmissores glutamato e GABA participam das
alteracBes convulsivas, sugerindo que as alteracdes na transmissdo excitatoria e inibitoria
possam contribuir para a modificacdo da excitabilidade neuronal (COSTA-LOTUFO et al.,
2002).

1.10 Neuroinflamacao

A inflamacdo é um importante processo adaptativo para a manutencéo e reparo tecidual.
No entanto, a persisténcia deste processo provoca alteracdes significativas das funcgdes
teciduais, prejudicando a homeostase sisttmica (LUGRIN et al., 2014). O SNC possui um
sistema imune composto por células imunocompetentes, como a micrdglia e os astrocitos
(DONG e BENVENISTE, 2001; LUCAS et al., 2006). A resposta inflamatéria no SNC inclui
complexas e integradas respostas celulares, tais como a ativacéo da glia. Esta, quando ativada,
libera diferentes mediadores pro-inflamatérios (citocinas, por exemplo), as quais podem
contribuir para a disfungdo neuronal e progressdo de patologias do SNC (KHANSARI et al.,
2009).

A neuroinflamacdo desempenha um papel critico em diferentes doencas neurolégicas e
psiquiatricas (JONES e THOMSEN, 2013). Embora a inflamacdo possa ser um processo de
defesa fisioldgica, benéfica para a reparacdo e recuperagdo do SNC (WEE, 2010) estudos
descrevem a associacdo da neuroinflamacdo com a epilepsia (VEZZANI, 2005; VEZZANI et
al., 2011). A sintese de mediadores inflamatorios € iniciada pelas células do endotélio cerebral,
a qual é estimulada na presenca de crises epilépticas (RAVIZZA et al., 2010). De acordo,
pesquisas experimentais demonstram que a crise per se promove aumento da resposta
inflamatéria (MARQOSO et al., 2011) e as crises recorrentes fazem com que se propague uma
inflamacdo crénica, podendo, assim, haver desenvolvimento do quadro de epilepsia (VEZZANI
et al., 2011). Além disso, estudos clinicos e experimentais indicam que citocinas e moléculas
relacionadas encontram-se em niveis elevados no tecido encefalico apos a epileptogénese
(WILCOX e VEZZANI, 2014).
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Figura 4. Neuroinflamacdo desencadeada pela epilepsia. Adaptado de Block et al. (2007).
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1.11 Citocinas

Citocinas séo polipeptidios que compdem uma classe de reguladores inflamatorios das
respostas imune inata e adaptativa no corpo humano, incluindo o SNC (BACHSTETTER e
VAN ELDIK, 2010). Como sdo moléculas sinalizadoras, as citocinas podem induzir as viasde
sinalizacdo intracelular através da estimulacdo de receptores proprios (PANDEY e
AGRAWAL, 2006) exercendo distintas respostas bioldgicas (DARDIOTIS et al., 2012).

As citocinas sdo expressas sob condi¢cGes normais, em baixas quantidades no SNC,
estando envolvidas em processos fisiologicos como aprendizado e meméria (SCHNEIDER et
al., 1998; JANKOWSKY e PATTERSON, 1999). No entanto, sob condi¢des patoldgicas, como
traumas ou crises epilépticas, ha a liberacdo de maiores niveis de citocinas inflamatorias
(VEZZANI e GRANATA, 2005), ocorrendo a persisténcia do processo inflamatorio, induzindo
a uma alteracdo significativa das funcbes dos tecidos, consequentemente alterando a
homeostase sistémica (LUGRIN et al., 2014).

Com relagdo as estruturas do cérebro, o hipocampo é a regido que apresenta a maior
densidade de receptores para citocinas, tornando-se particularmente vulneravel ao processo
inflamatorio (WILSON et al., 2002; MATTSON e MAGNUS, 2006). Na epilepsia, 0 excesso
de producéo e liberacdo de citocinas, ou sua presenca prolongada no tecido relaciona-se com a
disfuncéo sinaptica, excitotoxicidade e morte neuronal por apoptose (ALLAN e ROTHWELL,
2001; ALLAN et al., 2005; BACHSTETTER et al., 2011). Além disso, experimentalmente, as
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citocinas pré-inflamatdrias mostraram contribuir para a diminuigdo do limiar de convulsdo,
facilitando a ocorréncia de crises convulsivas (WILCOX e VEZZANI, 2014).

A ativacdo de citocinas inflamatdrias apds crises epilépticas foi primeiramente reportada
por um estudo de Minami et al. 1990, o qual cita que apds crises epilépticas prolongadas através
da injecdo de pentilenotetrazol em ratos, causou um up-regulation da IL-1p, considerada uma
citocina pro-inflamatéria “chave”. Além disso, um estudo envolvendo o uso de acido cainico
em modelo de status epilepticus em ratos demonstrou que além da IL-1B, as citocinas IL-6 €
TNF-o encontravam-se também up-regulated no SNC (MINAMI et al., 1991).

A relacdo entre crises epilépticas e citocinas em humanos foi primeiramente reportada
por Peltola et al. (1998) em um estudo que demonstra um aumento nos niveis de IL-6 no liquido
cerebro espinhal e plasma de pacientes, 24 horas ap6s crises epilépticas. Neste sentido, estudos
sugerem as citocinas IL-1p3, TNF-a e IL-6 dentre as principais citocinas pro-inflamatérias
envolvidas na geracdo e propagacdo das crises epilépticas (DE SIMONI et al., 2000;
ANDRZEJCZAK, 2011).

Figura 5. Envolvimento de citocinas no processo inflamatorio. Adaptado de Jurgens e Johnson
(2012).
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1.12 Interleucina-1beta (IL-18)

A IL-1B ¢ um dos membros de uma grande familia génica denominada Interleucina 1
(IL-1) e todos os membros desta familia IL-1 estdo presentes no cérebro (DINARELLO et al.,
1998). E produzida principalmente por mondcitos, macréfagos e células dendriticas (ABBAS
et al., 2008), sendo que a IL-1f ¢é o tipo mais estudado na neuroinflamagao e epilepsia (LI et
al., 2011). E sintetizada como um precursor inativo de 31 kDa (pro-I1L-18) (BOUTIN et al.,
2003). Posteriormente, para se tornar a forma ativa de 17kDa, a proteina precursora (pré-IL-
1B) sofre uma clivagem enzimatica pela caspase-1, também conhecida como IL-1p converting
enzyme (ICE).

A fungdo bioldgica da IL-1p é mediada através da sua ligagdo ao receptor tipo I de
interleucina-1 (IL-1RI) (BLACK et al., 1988). Apos a ligacdo da interleucina com seu receptor
especifico, desencadeia-se uma cascata de fosforilacdes, levando a formacdo do complexo de
cinases e proteinas adaptadoras que realizam a ativacao do fator de transcri¢cdo nuclear Kappa
B (NF-kB) (BALOSSO et al., 2008), transcricdo de genes relacionados & IL-6 e TNF-a
(ABBAS et al., 2008; BALOSSO et al., 2008). A IL-1p é considerada um mediador central, ndo
apenas por sua habilidade de upregulate outras citocinas inflamatorias, tais como I1L-6 e TNF-
o, mas também por ser a primeira citocina a ser liberada sob condi¢des patoldgicas (BOUTIN
et al., 2003).

Uma forte ativacdo do complexo IL-1B/IL-1RI em células gliais e neuronais foi
observada em analise de amostras cerebrais de pacientes com epilepsia do lobo temporal com
esclerose hipocampal (RAVIZZA e VEZZANI, 2006). Além disso, com relacdo aos efeitos da
IL-1pB na transmiss&o sinaptica, houve um aumento da excitabilidade neuronal e um decréscimo
no limiar das crises epilépticas no hipocampo e também em regiGes susceptiveis as crises
(VEZZANI et al., 1999). Desta maneira, a IL-1p ¢ classificada como uma molécula pro-
convulsiva, sendo que inibidores desta via podem vir a tornarem-se anticonvulsivantes de
grande valor terapéutico (VEZZANI et al., 2011).
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Figura 6. Acdo da IL-1p. Adaptado de Rothwell e Luheshi (2000).
AcP: acessory protein; MyD88: Myeloid differentiation protein; IRAK: interleukin-1 receptor
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1.13 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ uma citocina pré-inflamatdria inicialmente
sintetizada como um precursor de proteina transmembrana (tmTNF), posteriormente clivada na
forma soltvel madura (STNF) através da metaloprotease TNF-a converting enzyme (TACE)
(KARKKAINEN et al., 2000) liberando a forma solivel do TNF-a (BRADLEY, 2008).
Estimulos inflamatorios, principalmente por macréfagos, sdo os principais responsaveis pela
producdo desta citocina (TANSEY e SZYMKOWSKI, 2009).

Os efeitos biologicos do TNF-a sdo mediados através da interagdo com receptores
transmembrana especificos, denominados receptor de TNF tipo | (TNFR1 ou p55) e tipo Il
(TNFR2 ou p75) (CABAL-HIERRO e LAZO, 2012). Enquanto o TNFR1 é expresso
majoritariamente em diferentes tipos celulares do SNC, o TNFR2 ¢ principalmente expresso
nas células da microglia (BASTIEN e LACROIX, 2014). O TNFR1 é responsavel por diferentes
acoes do TNF-a, incluindo a producdo de citocinas, ativagdo do fator de transcrigdo nuclear
Kappa B (NF-kB) e apoptose. Em neurdnios e microglia, o TNF-a € capaz de induzir a apoptose
quando ligado ao receptor TNFR1 (BRIETZKE e KAPCZINSKI, 2008). J40 TNFR2 néo possui

0 dominio de morte celular, sinalizando reagdes anti-apoptoticas, levando a
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producdo de fatores neurotréficos, neuroprotetores e anticonvulsivantes (VEZZANI e
GRANATA, 2005).

Além de estimular a producédo de diferentes mediadores inflamatérios, o0 TNF-a pode
também formar espécies reativas de oxigénio (CHU, 2013). Estudos demonstram que, assim
como a IL-1B, o TNF-a possui propriedades neuromoduladoras, sendo, desta forma, capaz de
aumentar a excitabilidade neuronal através de diferentes efeitos na neurotransmissdo mediada
por TNFR1. Além disso, de acordo com Plata-Salaman (2000) e Godlevsky et al. (2002) a
presenca das crises epilépticas pode acarretar na elevacdo de RNA mensageiro (RNAm) para
esta citocina em diferentes regides cerebrais: hipocampo, amigdala e cortex piriforme, pré-
frontal e parietal.

As consequéncias da agdo do TNF-a nas crises epilépticas e processos inflamatorios
atraves da neurodegeneracdo/neuroprotecdo parece depender de seus niveis no cérebro, e
também de qual tipo de receptor esta predominantemente ativado (DARDIOTIS et al., 2012).
Porém, enquanto o TNFR1 é descrito como um fator pré-ictogénico, o TNFR2 desempenha um
papel anti-ictogénico (BALOSSO et al., 2013).

Figura 7. Sintese do TNF-o (tmTNF), o qual sera clivado em mature soluble form (STNF)
através da TNF-o converting enzyme (TACE) liberando a forma soltvel do TNF-a, o qual ira
se ligar ao receptor TNFR1, com consequente instalacdo do processo inflamatoério. Adaptado
de Green et al. (2016).
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1.14 Interleucina-6 (I1L-6)

A interleucina-6 (IL-6) é descrita como uma proteina-chave no SNC, devido a
evidéncias ndo somente na neuroinflamagdo, mas em diversas outras patologias do sistema
nervoso (SPOOREN et al., 2011). Possui um importante papel regulatorio sobre as imunidades
inata e adaptativa, sendo sintetizada principalmente através de células dendriticas, astrocitos,
celulas microgliais, células endoteliais, entre outros (NAVA-CASTRO et al., 2018).

A funcéo biologica da IL-6 ocorre atraves da ligacdo a seu receptor IL-6R. Porém, é
necessario um recrutamento adicional de outros receptores de proteinas para induzir as vias de
sinalizacdo (ERTA et al., 2012). Da mesma forma que IL-1B ¢ TNF-a, a IL-6 € rapidamente
produzida pelas células gliais durante a crise epiléptica (VEZZANI et al., 2008). Além disso,a
presenca destas crises induz a um rapido aumento de RNAm de IL-6 em diferentes regides do
hipocampo, consequentemente aumentando também a producdo de RNAm para o receptor de
IL-6 (IL-6R) na regido hipocampal. Em modelos experimentais utilizando-se o &cido cainico e
inducdo por estimulos elétricos, observou-se uma elevagdo na expressdo da citocina IL-6 e seu
receptor (IL-6R) em células gliais (VEZZANI et al., 2002; KALUEFF et al., 2004). Esta
observacao experimental demonstra que a IL-6 € capaz de contribuir para o inicio das crises
epilépticas, bem como é estabelecido o efeito neurotdxico e pré-convulsivante desta citocina
(CAMPBELL etal.,1993; SAMLAND et al., 2003; KALUEFF et al., 2004; JONAKAIT, 2007).

Figura 8. Producdo da IL-6 através de diferentes células cerebrais. Adaptado de Erta et al.
(2012).
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1.15 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor encontrado no sistema nervoso central e
sistema nervoso periférico, sintetizada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir de
acetil coenzima A e colina (TUCEK, 1988). Ap0s sua sintese, a acetilcolina é armazenada em
vesiculas sinapticas, a qual através do impulso nervoso sera liberada para a fenda sinéptica,
permitindo sua ligagdo a receptores especificos. Os receptores de acetilcolina podem ser
divididos em dois tipos: receptores nicotinicos (NAChR) - canais idnicos ativados por ligantes
e receptores muscarinicos (MAChR) - associados a proteinas do tipo G (GWILT et al., 2007).

A via colinérgica anti-inflamatéria € um mecanismo fisioldgico de resposta responsavel
por modular a¢des inflamatorias através do nervo vago (BERNIK et al., 2002). A ativacdo do
nervo vago eferente diminui os niveis de TNF-a e outras citocinas, consequentemente inibindo
a resposta inflamatoria (ROSAS-BALLINA et al., 2008).

A IL-1B é um ativador das fibras aferentes do nervo vago, atuando como um sensor para
a inflamacdo. Neste sentido, a transmissdo desta informacdo ao SNC estimula o nervo vago
eferente a produzir acetilcolina (GWILT et al., 2007). Assim, a acetilcolina induz a inibi¢&o da
sintese e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, visto que este processo somente sera possivel
através da ativagdo do receptor nicotinico a7 da acetilcolina (nAChR a7), o qual € expresso na
membrana plasmatica das células do sistema imune (PARRISH et al., 2008).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é a responsavel pela hidrolise da acetilcolina,
originando colina e acetato, modulando assim a transmissdo do impulso nervoso (SOREQ e
SEIDMAN, 2001). A acdo anti-inflamatdria da acetilcolina é desempenhada através da
supressao da producao de citocinas pro-inflamatdrias (PRADO et al., 2002). Estudos descrevem
que a ativacao dos receptores nicotinicos em macréfagos foi capaz de reduzir a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1pB ¢ IL-6 (WANG et al., 2003). Nizri et al.
(2006) em seu estudo descreve que a inibicdo da atividade da AChE foi capaz de reduzir os
niveis de TNF-a e IL-1PB em cultura de linfocitos. Neste sentido, inibidores da AChE reduzem
a proliferacdo de linfdcitos e a secre¢éo de citocinas pro-inflamatdrias, atenuando a inflamacéo

através do aumento da concentracédo de acetilcolina no espaco extracelular (NIZRI et al., 2006).
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Figura 9. Sinapse colinérgica. Extraido de Henretig et al. (2019).
ACh: acetylcholine; AChE: acetylcholinesterase.
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Figura 10. Via colinérgica anti-inflamatéria. Extraido de Ben Assayag et al. (2010).
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1.16 Apoptose e Caspases

Apoptose € um mecanismo ativo de regulacdo genética, a qual ocorre através de
sinalizagbes intracelulares (WILLINGHAM, 1999). E considerado um importante processo
para a homeostase tecidual e controle da inflamacdo (SAVILL et al., 2002). A regulacéo e
execucdo da apoptose € atribuida principalmente a duas grandes familias: BCL-2 (B cell
CLL/Lymphoma 2) e caspases (SPANOS et al., 2002).

As caspases (cystein-dependent aspartate-especific protease) sdo enzimas presentes
entre as membranas mitocondriais e na matriz extracelular, na forma de precursores inativos
(zimogénios). As caspases sao executoras da morte por apoptose e compreendem duas classes
diferentes: iniciadoras (caspases -1, 2, -8, -9 e -10) e efetoras (caspases-3, -6 e -7) que clivam
substratos especificos e sdo responsaveis pelas caracteristicas tipicas deste tipo de morte
(KIECHLE e ZHANG, 2002; RIEDL e SHI, 2004). Existem duas principais vias que levam a
apoptose, ambas as quais culminam em direcdo comum para a morte celular programada: vias
extrinseca e intrinseca.

Via extrinseca (via de receptor de morte): é desencadeada por um dos membros da superfamilia
de receptores de necrose tumoral (rTNF). Estes receptores, quando estimulados, associam-se,
atraves de proteinas adaptadoras como a Fas-associated death domain (FADD) ativando a pro-
caspase 8 (HENGARTNER, 2000). Seguidamente, a caspase-8 ativa caspase-3, sendo queesta
caspase efetora cliva a PARP - poly (ADP-ribose) polymerase e ativa caspase-activated DNase
(CAD) culminando em dano ao DNA e morte celular (HOTCHKISS et al., 2009).

Via intrinseca (mitocondrial): é desencadeada em consequéncia de diferentes sinais deestresse
intracelular, tais como como danos no DNA, virus entre outros mecanismos (HENGARTNER,
2000). Nesta via, quando os sinais de morte atingem a mitocondria, alteracdes no potencial de
membrana mitocondrial interna (A¥Ym) comegam a ocorrer, gerando uma transicdo da
permeabilidade mitocondrial (TPM), fatores estes que irdo ocasionar um aumento naprodugéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), e consequentemente, a liberacdo de proteinas pro-
apoptdticas para o citoplasma (GRIVICICH et al., 2007). Com estas alteracdes, ocorre a
facilitacdo na translocacdo de proteinas mitocondriais, bloqueio na sintese de ATP, além de
contribuir para a ativacdo das caspases -9 e -3, e também facilitar a liberagdo do citocromo c.
O citocromo c liberado da mitocdndria para o citosol associa-se com o fator 1 de ativacéo de
proteases (APAF-1). Essa associacdo ira recrutar a caspase iniciadora 9, formando ocomplexo
denominado apoptossomo. Esta € a iniciadora da cascata da caspase citocromo ¢ dependente,

que ativa, portanto, a caspase 3 (LI et al., 1997). O fator de inducgédo da apoptose (AIF) e as
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proteinas SMAC/Diablo também sdo fatores mitocondriais que podem levar a ativacdo da
apoptose (SCHULTZ et al., 2000). Em ambas as vias (extrinseca e intrinseca), a ativagdo da
caspase 3 é o ponto crucial e irreversivel do fendmeno de morte celular. Neste estagio ndo ha
mecanismos que possam reverter a apoptose (HENGARTNER, 2000).

Figura 11. Vias extrinseca e intrinseca de apoptose. Extraido de Hengartner (2000).

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 € 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, o citocromo c ira se associar a proteina
adaptadora Apaf-1 e ativar moléculas pro-caspase 9. As duas vias de ativacao irdo culminar em
uma rota comum de execucdo de apoptose, por meio da ativacdo de pro-caspase 3, finalmente
ativando a caspase 3.
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1.17 Espécies Reativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas quimicamente reativas que
contém elétrons desemparelhados (HOVATTA et al., 2010). A producdo destas espécies ocorre
normalmente durante as fungdes celulares, por exemplo, durante o consumo de oxigénio,
necessario para o processo de obtencdo de energia (COBB e COLE, 2015).

As EROs sdo produzidas principalmente pelas mitocondrias, pelo sistema de citocromo
P450, e também pela ativacio de processos inflamatérios (CARDENAS-RODRIGUEZ et al.,
2013). Embora as espécies reativas sejam formadas normalmente durante o metabolismo para
cumprir algumas acoes fisioldgicas, estas sdo extremamente reativas e instaveis, e seu efeito
celular depende dos niveis de producdo. Desta forma, considerando uma producgédo excessiva,
podem ocorrer alteracGes celulares morfoldgicas e funcionais, inclusive o desbalanceamento da
homeostase do célcio intracelular (TURRENS, 2003). Existem trés tipos principais de EROs:
radical anion superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH-)
(APRIOKU, 2013).

O tecido nervoso possui uma intensa atividade metabdlica e uma grande quantidade de
lipidios e metais oxidaveis, porém uma concentracdo limitada de enzimas antioxidantes. Desta
maneira, devido as suas caracteristicas fisioldgicas, este tecido torna-se mais susceptivel ao
dano por estresse oxidativo (COBB e COLE, 2015).

O estresse oxidativo esta envolvido na epilepsia, a qual é capaz de alterar a fungdo
celular e a sintese de compostos relacionados a morte celular por convulsdo (MEHVARI et al.,
2016). Neste sentido, o aumento da geracdo de radicais livres pode resultar em disfuncéo
mitocondrial no hipocampo, precedendo morte de células neuronais e causando subsequente
epileptogénese (MENDEZ-ARMENTA et al., 2014). Além disso, a producéo exacerbada de
EROs ocasionam a diminuig&o da atividade das enzimas antioxidantes por um mecanismo ainda
ndo bem definido (BRANCO et al., 2013).

A alteracio dos gradientes ionicos (Na*, K* e Ca?*) pode resultar em uma hiperativagio
dos receptores glutamatérgicos, promovendo um aumento do influxo de Ca?* na célula. A
disfuncdo mitocondrial também pode estar envolvida no aumento do conteido de Ca®
intracelular, estando, desta forma, relacionada com as crises epilépticas (SHIN et al., 2011).
Pode-se também relacionar o aumento de Ca?* com a alteragio da permeabilidade da membrana
mitocondrial levando a liberag&o do citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma, ativando a

via das caspases. Neste sentido, ocorrendo a ativagdo da DNAse ativada por caspase (CAD),
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promove-se a fragmentagdo do acido desoxirribonucléico (DNA) e morte celular (MENDEZ-
ARMENTA et al., 2014).

Em um modelo de convulsdo induzido por pilocarpina, sugere-se que o dano neuronal
ocorrido seja resultado da producdo exacerbada de EROs, decorrentes da disfuncédo
mitocondrial. Sugere-se esta ligacao da disfuncdo mitocondrial e epilepsia pois alguns pacientes
com epilepsia do lobo temporal (ELT) apresentaram deficiéncia mitocondrial no foco das
convulsdes (KUNZ et al., 2000). Nesse sentido, o0 aumento da producédo de radicais livres tem
sido implicado ao processo de epileptogénese (MARTINC et al., 2014). Além disso, estudos
em modelos experimentais e em humanos também sugerem a participacao do estresse oxidativo
na refratariedade ao tratamento farmacoldgico da epilepsia (CARDENAZ-RODRIGUEZ et al.,
2013).

Figura 12. Modelo proposto da relacdo entre a apoptose e morte celular em modelos de
epilepsia. Extraido de Méndez-Armenta et al. (2014).

AIF: apoptosis-inducing factor; Apaf 1. apoptosis protease activating factor-1; Bcl-2:
antiapoptotic protein; Bax: proapoptotic proteins; CAD: caspase activated DNase; ICAD:
inhibitor of caspase activated DNase; NOS: nitric oxide synthase; ON: oxide nitric; OONHO™
. peroxide nitrite; LPO lipid peroxidation; ROS : reactive oxygen species; RNS: reactive
nitrogen species; Ca®*: calcium; FADD: Fas-associated protein with death domain; Cyto c:
cytochrome c.
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1.18 Superoxido dismutase (SOD)

A enzima superdxido dismutase (SOD) constitui-se de uma familia de metaloproteinas
responsaveis pela reacdo de catélise do radical anion superdxido (O2’) resultando na formacao
de perdxido de hidrogénio (H-02) (NORDBERG e ANER, 2001).

Trés isoformas da SOD séo conhecidas, dependendo do ion em seu sitio ativo (ZELKO
et al., 2002).

- SOD1: CuZn-SOD - superoxido dismutase dependente de cobre e zinco, citosolica;
- SOD2: MnSOD - superdxido dismutase dependente de manganés, mitocondrial;
- SOD3: CuZn-SOD - superdxido dismutase dependente de cobre e zinco, extracelular.

O estresse oxidativo, que se caracteriza por um aumento desproporcional na producao
de espécies reativas de oxigénio frente as defesas antioxidantes, pode mediar a destrui¢do de

organelas e membrana plasmatica, contribuindo, também, para a disfuncdo na barreira
hematoencefalica e edema tecidual (TUTTOLOMONDO et al., 2009; CECHETTI et al., 2012).
Estudos mostram que o estresse oxidativo tem um papel importante na patogénese da
epilepsia devido a grande suscetibilidade do sistema nervoso as lesdes causadas pelas EROs
(MENON et al., 2012). O cérebro é alvo de EROs por muitas razdes, incluindo a alta
concentracdo de lipidios peroxidaveis, baixos niveis de antioxidantes protetores, alto consumo
de oxigénio e altos niveis de ferro, que podem agir como agentes pro-oxidantes sob condi¢des
patologicas (SAEED et al., 2007). No cérebro, a expressao da superoxido dismutase dependente
de manganés (MnSOD), uma enzima antioxidante importante na detoxificacdo de EROs,
apresenta consequéncias cruciais em doencas neurodegenerativas (KIM et al., 2002). Neste
sentido, recentemente tem-se sugerido que métodos que aumentem a expressao/atividade da
MnSOD podem se conferir em estratégias validas no tratamento de doencas ligadas ao aumento
na producdo de EROs pelas mitocondrias, incluindo inumeras condi¢des neuroldgicas
(HOLLEY etal., 2011), como a epilepsia.
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Figura 13. Potencializacdo da formacéo de espécies reativas decorrentes da convulsgo e dos
danos causado pelo estresse oxidativo. Extraido de Coelho (2014).
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1.19 Superdxido dismutase dependente de manganés (MnSOD)

A enzima MnSOD (SOD2) é codificada por um gene nuclear, sendo posteriormente
transportada para o interior da mitocdndria. A forma ativa desta enzima € encontrada na matriz
mitocondrial, onde exerce sua atividade antioxidante (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
MITRUNEN e HIRVONEN, 2003).

Estudos demonstram que a expressdo da MnSOD ¢ vital para a sobrevivéncia. De acordo
com Lebovitz et al. (1996) estudos experimentais em ratos knockout demonstraram letalidade
apOs 0 nascimento, além de alteracGes tais como neurodegeneracdo (LI et al., 1995). A
sequéncia sinal de MnSOD é essencial para as etapas de processamento e transporte correto da
enzima para a mitocondria, porém a presenca de polimorfismos nesta regido € capaz de afetar a
distribuicdo da enzima MnSOD (SUTTON et al., 2003).

Devido ao fato de a enzima MnSOD ser uma das principais na linha de defesa
antioxidante, convertendo EROs em metabdlitos menos toxicos (KALYANARAMAN, 2013),
torna-se importante o estudo dos polimorfismos deste gene, pois este polimorfismo pode
contribuir para uma menor eficiéncia da enzima codificada. Neste sentido uma especial atencdo
tem sido direcionada para o polimorfismo da MnSOD, principalmente pelo metabolismo

mitocondrial, relacionado a regulacéo da apoptose celular (NOMURA et al., 1999).
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1.20 Polimorfismo do gene da superoxido dismutase dependente de manganés (Alal6Val
MnSOD)

A enzima SOD 2 é produzida a partir de um gene nuclear localizado no cromossomo 6,
sub-regido g25.3 (CHURCH et al., 1992). Inicialmente é produzido um mRNA que ird migrar
para o citoplasma, com o objetivo de sintese da proteina SOD2 — a qual ainda ndo € funcional.
A proteina SOD2 possui uma sequéncia polipeptidica — mitochondrial target sequence (MTS)
a qual a direciona para o interior da mitocondria, onde seré ativada, passando entdo a apresentar
atividade (ZELKO et al., 2002).

Existe um polimorfismo de um Unico nucleotideo, do inglés Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), o qual possui como nome oficial SOD2, do inglés superoxide dismutase
2 mitochondrial. A substituicdo de alanina (Ala) por valina (Val) no 16° aminoéacido (Alal6Val)
da sequéncia-sinal da MnSOD sugere uma mudanca na estrutura da proteina (SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1996). O polimorfismo Alal6Val MnSOD possui os dois alelos A e
V, resultando em trés possiveis genotipos: AA, VV e AV (ZELKO et al., 2002). A variante A-
MnSOD apresenta uma estrutura o-hélice, facilitando sua entrada para o interior da
mitocdndria. No entanto, a variante V-MnSOD apresenta uma estrutura 3-lamina, acarretando
em menor atividade da enzima MnSOD, visto que essa variante esta parcialmente detida no

poro da membrana interna mitocondrial, dificultando sua entrada (SUTTON et al., 2005).

Figura 14. Representacdo esquematica da importacdo da MnSOD, sugerindo os diferentes
efeitos do polimorfismo Alal6Val MnSOD. Extraido de Sutton et al. (2005).
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Neste sentido, os portadores do alelo V (gen6tipo VV) apresentam uma menor eficiéncia
de transporte desta enzima, bem como a atividade enzimatica da SOD2 no interior da
mitocondria (SUTTON et al., 2003). De acordo, um estudo realizado por Sutton et al. (2005),
sugeriu que o precursor AlaSOD2 gera de 30-40% mais MnSOD eficiente quando comparado
ao precursor ValSOD?2. Esta diferenca na eficiéncia enzimatica relacionada ao genotipo da
enzima pode resultar acarretar em disfung¢des e maiores riscos de doengas associadas ao estresse
oxidativo (BRESCIANI et al., 2013).

Estudos sugerem o envolvimento do polimorfismo Alal6ValMnSOD com diferentes
patologias estresse-oxidativo dependentes. Em alguns casos, o risco da doenga associa-se ao
alelo A ou gendtipo AA, como nos casos de cancer de préstata (MAO et al., 2010) e cancer de
mama (COX et al., 2006). Com relacdo ao alelo V ou genétipo VV, existem estudos
relacionando com complicacdes do diabetes (JONES et al., 2010) e hipercolesterolemia
(DUARTE et al., 2010).

Figura 15. Eficiéncia do transporte da MnSOD na mitocéndria de acordo com o gendtipo

Alal6Val MnSOD. Extraido de Bresciani et al. (2013).
MTS: mitochondrial target sequence
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1.21 Dislipidemia e epilepsia

Estudos sugerem que pacientes em tratamento com determinadas drogasantiepilépticas
podem desenvolver um risco maior de desenvolver dislipidemia (MANTEL-TEEUWISSE et
al.,, 2001). Neste sentido, em pacientes com epilepsia, o risco de morte por doenca
cardiovascular é de 1,5 a 2,5 vezes maior quando comparado a populagdo em geral (BRODIE
et al., 2013). Entre as diferentes causas de morte, estudos demonstram altas incidéncias de
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares em pacientes com epilepsia quando comparados
com a populacao em geral, podendo ser uma das causas do aumento da mortalidade neste grupo
(OLESEN et al., 2011). Porém, a razdo exata para o aumento do risco de doencas vasculares é
desconhecida. No entanto, o estilo de vida e 0 uso de drogas antiepilépticas podem ser fatores
desencadeantes (CHUANG et al., 2012).

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: a) hipercolesterolemia isolada, ou seja, o CT acima de 240
mg/dL e/ou do colesterol LDL para niveis maiores que 160 mg/dL; b) hipertrigliceridemia
isolada — aumento dos niveis de 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 destes fatores. A classificacdo etioldgica
subdivide-se em dislipidemias primarias, com origem genética e dislipidemias secundarias, as
quais podem ser causadas por outras doencas ou utilizacdo de medicamentos (XAVIER et al.,
2013).

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatdria crénica que afeta os vasos sanguineos,
abrangendo artérias de grande e médio calibre. A placa aterosclerética é caracterizada pela
presenca de dislipidemia, inflamac&o e disfuncdo do complexo antioxidante, fatores estes que
contribuem para o estresse oxidativo e alteracdo na homeostase circulatéria (SCHERER e
PSALTIS, 2016).

Os niveis elevados de colesterol e triglicerideos, podem estar relacionados com a
disfuncdo endotelial, aumentando a permeabilidade da camada intima a lipoproteinas
plasmaticas, contribuindo para a retencéo destas no espaco subendotelial. Esta retencéo induz
a oxidacdo das particulas de LDL, formando o LDL oxidado (LDLox), o qual € considerado
nocivo ao endotélio, colaborando para a producdo de espécies reativas (SKILTON et al., 2007).

As espécies reativas de nitrogénio e oxigénio sao produzidas pelos macréfagos, células

endoteliais ou células musculares lisas, 0s quais sao responsaveis pela oxidacdo do colesterol
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LDL, formando o LDLox (ALBERTINI et al., 2002; GAUTIER et al., 2009). O LDLxprovoca
a expressdo de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie endotelial, e estas sdo
responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfécitos para a parede arterial (LEVITAN et al.,
2009). Os mondcitos migram para o espaco subendotelial onde se diferenciam em macréfagos,
que por sua vez captam o LDLox através de receptores especificos, ativando os linfdcitos T e
promovendo a secre¢do de citocinas pré-inflamatdrias. Essas citocinas causam uma maior
ativacdo de macrofagos, ativacéo vascular e inflamagéo, estimulam a proliferacdo das células
musculares lisas e a sintese de colageno, as quais se agregam as células espumosas,
completando a formacéo da placa ateromatosa (CHAKARIDA et al., 2009; BERG et al., 2009;
EMMANUEL et al., 2009).

Os linfécitos ativados passam a secretar Interleucina 1 (IL-1) a qual ativara os linfocitos
T (CD4), os quais passam a secretar as citocinas pré-inflamatorias como o TNF-a, IL-2 e IFN-
Y, responsaveis por causarem maior ativacdo de macrofagos, ativacdo vascular e inflamacgéo
(CHARAKIDA et al., 2009). Adicionalmente, também ocorre producdo de proteinas de fase
aguda como proteina C reativa, a1-glicoproteina acida e fibrinogénio (HANSSON, 2005).

Nesse sentido, achados clinicos e experimentais inferem que 0s processos
neuroinflamatdrios, como a dislipidemia (SERRANO-CASTRO et al., 2017; LI et al., 2019)
podem ter uma relacdo com a epilepsia (VEZZANI e GRANATA, 2005; VEZZANI et al.,
2013). Acredita-se que o aumento de mediadores pro-inflamatdrios esteja envolvido no
comprometimento da funcdo da barreira hematoenceféalica, na neurodegeneracdo e na
hiperexcitabilidade neuronal desenvolvida ap6s um insulto inicial (VEZZANI e GRANATA,
2005; VEZZANI et al., 2013).

1.22 Impacto econdmico da epilepsia e doencas cardiovasculares

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, os custos com as doencas
cardiovasculares no Brasil em 2012 foram de 1078 dolares per capita (WHO, 2015). Somando-
Se aos custos diretos com o tratamento da epilepsia, 0s gastos com o tratamento das morbidades
associadas deveriam ser acrescentados. As doengas cardiovasculares estdo inseridas nestas
morbidades (WHO, 1999).

Neste sentido, a avaliacdo de parédmetros lipidicos considerados fatores de risco
classicos para doenca cardiovascular podem contribuir com a avaliacdo clinica e reducéo de

possiveis efeitos adversos no sequimento de pacientes.
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Embora evidéncias crescentes sugerem que variagdes genéticas ou polimorfismos na
MnSOD (JONES et al., 2010; CHEN et al., 2012; BRESCIANI et al., 2013), podem afetar
significativamente as respostas individuais em vérias patologias, até o momento, nenhum
estudo sobre esse polimorfismo foi realizado na epilepsia. Devido as evidéncias que envolvem
o polimorfismo MnSOD em diferentes tipos de doencas, seria de grande importancia investigar
se 0 polimorfismo Alal6ValMnSOD esta relacionado a epilepsia e se as altera¢des bioquimicas

estdo associadas a modifica¢cBes no metabolismo oxidativo, inflamatério e glicolipidico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo de parametros inflamatorios, apoptaticos, estresse oxidativo, do metabolismo
glicolipidico e dano ao DNA e a relacdo destes com polimorfismo da Alal6ValMnSOD em

pacientes com epilepsia.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a influéncia/relacdo do polimorfismo genético Alal6ValMnSOD em
amostras sanguineas dos grupos controle e epilepsia sobre 0s seguintes parametros:

- estresse oxidativo: proteina carbonilada, superéxido dismutase dependente de manganés
(MnSOD);

- dano ao DNA: teste do picogreen e teste cometa;

- inflamatdrios: acetilcolinesterase (AChE), interleucina 1beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);

- apoptéticos: caspases -1, -3 € -8;

- metabolismo: glicemia, colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL;

- Analisar a relagdo do polimorfismo genético Alal6ValMnSOD em amostras
sanguineas do grupo epilepsia sobre os pardmetros acima citados e correlacionar com 0s
diferentes tipos de crises epilépticas (parciais ou generalizadas);

- Analisar a relacdo do polimorfismo genético Alal6ValIMnSOD em amostras
sanguineas do grupo epilepsia sobre os pardmetros acima citados e correlacionar com o tempo

de duracéo das crises epilépticas;
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The MnSOD Alal6Val single nucleotide polymorphism (SNP) has shown to be associated to inflammatory
Apoptosis pathways and many metabolic disorders, such as obesity and dyslipidemia. Metabolic syndrome (MetS) is an
Cholesterol emergent problem among patients with epilepsy. However, little is known about interaction between MnSOD
DNA damage . Alal6Val SNP and metabolic comorbities in epilepsy. Thus, we investigated the relationship between MnSOD
Esi;ﬁz;;ggimmamn’ MnSOD Alal6Val Alal6Val SNP with epilepsy and its influence on MetS, inflammation, apoptosis and DNA damage parameters.

Ninety subjects were evaluated (47 epilepsy patients and 43 healthy controls) by questionnaires and laboratorial
exams. Levels of inflammatory, apoptotic and DNA damage markers, as well as MnSOD polymorphism were
assessed. An increased proportion of VV genotype in epilepsy group when compared to control group was ob-
served. Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Acetylcholinesterase, caspase-8, and Picogreen levels were increased
in VV epilepsy group. An important correlation between TNF-a vs caspase-8, and Cholesterol vs. Triglycerides
was observed in the epilepsy group with VV genotype. Our findings suggest that the MnSOD Alal6Val SNP might
have an important role in epilepsy, mainly in patients with generalized seizures and particularly with VV
genotype. The metabolic parameters also presented significant results in epilepsy group with VV genotype,
which applying attention in view of further consequences and disorders that could be developed.

1. Introduction 2011). Moreover, evidence suggests that antioxidant enzymes are key

regulators of inflammation. Manganese superoxide dismutase (MnSOD

Epilepsy is a chronic neurological disorder characterized by re-
current seizures and affects approximately 50 million people in the
world. Studies with animal models and epilepsy patients have shown
that the pathogenesis of epilepsy may be associated with glial cell
dysfunction (Wetherington et al., 2008), brain vasculature (Friedman
et al., 2009), and leucocyte migration (Greenwood et al., 2002). Glial
cell mechanisms that promote epileptogenesis include neuronal excit-
ability and inflammatory processes. Studies and experimental models
have shown that seizure activity per se can induce brain inflammation
and recurrent seizures perpetuate chronic inflammation (Vezzani et al.,

or SOD2) is a vital enzyme for mitochondrial survival and related to
both anti-inflammatory and antioxidant modulation. It is the first in a
chain of enzymes that mediate reactive oxygen species (ROS) generated
by the partial reduction of O, (Li and Zhou, 2011). A single gene en-
codes MnSOD, which is located in chromosome 6q25. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) have been described with Alal6Val (rs4880)
and are one of the most studied polymorphisms in the SOD2 gene. In
this SNP, alanine (Ala) changes to valine (Val) at the 16th amino acid
(Alal6Val) of the signal sequence. This SNP has been shown to cause
conformational changes in the target sequence of MnSOD, which
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reduces MnSOD effectiveness, mainly in Val allele carriers (Sutton
et al., 2005).

In epilepsy, there is a complex cascade of molecular and cellular
mechanisms involved in cell death, excitotoxicity, oxidative stress, and
inflammation (Aronica and Crino, 2011; Puttachary et al., 2015; Wang
and Qin, 2010).

In fact, microglia cells can be rapidly activated in seizures (Yang
et al., 2010). This activation may lead to inflammatory cytokine pro-
duction, including TNF-a (Vezzani and Granata, 2005). TNF-a is an
immunomodulatory molecule known to be implicated in many neuro-
logical diseases (Lucas et al., 2006), such as epilepsy (Vezzani and
Granata, 2005). Immune responses within the CNS and systemic in-
flammatory events play important roles in the onset and progression of
seizures, providing new immune-based approaches as future treatment
strategies in epilepsy (Guo and Janigro, 2013). In fact, the elevation of
soluble TNF (solTNF) may be a hallmark of acute and chronic neu-
roinflammation as well as a number of neurodegenerative conditions
(McCoy and Tansey, 2008). Some studies also have reported a link
between inflammatory pathways and cholinergic signaling, suggesting
that cholinesterase activity reflects the intensity of neuroinflammatory
responses in neurological diseases (Kalb et al., 2013).

Another point of particular interest is the intermediary role of signal
transduction of TNF-a after ligation to its receptor. With the increasing
understanding of intracellular death circuitry initiated by TNF-a, the
exact role of inflammatory signaling pathways is now believed to be far
more complicated than originally thought. Some important findings
have highlighted the critical role of inflammation, notably in TNF-a-
mediated activation of cell death pathways (Gozzelino et al., 2008).
Increased TNF-a levels may exacerbate ligation to TNF-a receptors,
leading to executioner caspase activation, i.e.: Caspase-8 (Micheau and
Tschopp, 2003), which is an apical caspase activated by seizures
(Meller et al., 2006). In fact, seizures may induce the activation of
biochemical pathways associated with apoptosis, leading to neural
(Meller et al., 2006) and DNA damage (Budihardjo et al., 1999).
However, the role of inflammatory and apoptotic pathways in epilepsy
is not well established.

Increasing evidence suggests that genetic variations or polymorph-
isms may significantly affect individual responses to adverse effects. To
date, studies have demonstrated the role of Alal6Val MnSOD SNP in
many diseases (Bresciani et al., 2013; Chen et al., 2012; Jones et al.,
2010), although no study on polymorphism has been performed in
epilepsy. Because of the evidence implicating MnSOD polymorphism in
different kinds of diseases, the present study aimed to investigate
whether Alal6ValMnSOD polymorphism is related to epilepsy and if
biochemistry alterations are associated with TNF-a, Caspase-8, and
DNA damage.

2. Methods
2.1. Study population

We performed a case-control study with a total of ninety partici-
pants: 43 healthy age- and gender-matched participants (control group)
and 47 epilepsy patients (epilepsy group) from Neurologic Clinic from
the Hospital of Federal University of Santa Maria (HUSM-Brazil). All
patients and controls were evaluated using a questionnaire to de-
termine clinical history. No etiology was found after detailed history,
physical, laboratory, and imaging studies. Major exclusion criteria were
a history of autoimmune, liver, kidney and inflammatory diseases, al-
lergic response, immune deficiency disorder, diabetes, psychiatric ill-
ness, malignancy, severe cognitive impairment, or a systemic or central
nervous system (CNS) infection 2weeks before sample collection.
Epilepsy was diagnosed by two experienced neurologists according to
the 2010 International League Against Epilepsy (ILAE) Classification
(Berg et al., 2010). All patients were evaluated for seizure frequency
using seizure diaries (Cramer and French, 2001). Afterwards, the
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epilepsy patients and healthy subjects received a protocol number.
Blood samples were identified with the protocol number of each in-
dividual. The study protocol was approved by the local institutional
review boards at the authors' affiliated institutions. Informed consent
was obtained from all the subjects or their legal guardians. The work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of
the World Medical Association (Declaration of Helsinki).

2.2. Epilepsy group

The seizure type from epilepsy group (n = 47) was confirmed
through interviews with patients and their relatives as well as EEG
analysis and tomography or magnetic resonance imaging. Data on sei-
zure frequency and status of seizure control with medication were also
obtained. Forty-five patients were in remission except for two patients
who were diagnosed with refractory epilepsy. All epilepsy patients had
normal neurological examinations except for one who presented tetra
paresis secondary to spinal cord lesion. Forty-six patients had normal
1.5T MRI imaging; one patient had right and left hippocampal
sclerosis.

2.3. Control group

For comparison, 43 healthy subjects were recruited, respecting the
mean age and sex from epileptic group.

2.4. Laboratory analyses

Samples were collected at least 7 days from the last seizure. In this
study, our patients were seizure-free at least 7 days from the last seizure
(Mao et al., 2013). After 12 h of overnight fasting, blood samples were
collected by venipuncture using purple, green, and red top Vacutainer®
(BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), heparin or no anticoagulants, respectively. The specimens
were routinely centrifuged within 1 h of collection for 15 min at 2500g.
Aliquots of the serum samples and supernatant were saved and stored at
—80°C for subsequent laboratory analysis according to specific
methods.

2.5. TNF-a determination

The levels of TNF-a (eBIOSCIENCE, San Diego, USA) were measured
in serum by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as instructed
by the manufacturers.

2.6. AChE determination

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

2.7. Caspase-8 determination

Caspase-8 activity was determined in serum by Assay Kits,
Fluorimetric (BioVision, Mountain View, CA).

2.8. Picogreen analysis

The DNA damage was measured through the Picogreen test. The
Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent (Invitrogen®) is a fluorescent
reagent ultra-sensible for quantification DNA ribbons doubles in solu-
tion, which can detect very small concentrations of DNA up to 25 pg/
ml. This technique can be used for the quantification of DNA released
into the middle due to cell apoptosis and to genotoxicity when you use
the pure DNA molecule exposed to a particular compound. The
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technique was applied as described by Ha et al., 2011.

2.9. Alal16ValMnSOD polymorphism analysis

The Alal6ValMnSOD polymorphism genotyping was performed
using the Polymerase Chain Reaction followed by the Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) techniques. Genomic DNA
was isolated from peripheral blood leukocytes using a DNA Mini Kit
Purification (Mo Bio). MnSOD Alal6Val SNP was detected by PCR-RFLP
according to Taufer et al. (2005) PCR amplifications were performed in
a total volume of 50 ul containing 5ul of 10 x buffer, 1 pl of 25 mM
MgCl2, 1.25ul of 10 mM dNTP, 0.5l of Taq Polymerase (Gibco Inc.,
Co.), 1 pl of each primer (40 pmol), 3 ul of genomic DNA (0.25 pg), and
34.5 pl of ddH20. The amplification primers (Gibco Inc., Co.) for a 110-
bp fragment of the human MnSOD gene were 5-ACCAGCAGGCAGCT
GGCGCCGG-3’ (sense strand) and 5-GCGTTGATGTGAGGTTCCAG-3’
(antisense strand) with the following thermocycler parameters: an in-
itial cycle of 95 °C for 5 min followed by 35 cycles at 95 °C for 1 min and
61 °C for 1 min. The final cycle was followed by an extension period of
2 min at 72 °C. The PCR product (10 pul) was digested with Hae III (15 U;
37°C, 6h, Gibco. Inc., Co.). Digested products (23 and 85bp) were
visualized on a 4% agarose gel (Amersham Biosciences Inc., Co.)
stained with ethidium bromide. A mutation was introduced by a primer
mismatch to create a restriction cut site for Hae III in the — 9 codon, and
the following genotypes were observed: —9Ala/Ala (23 and 85 bp);
—9Ala/Val (23, 85 and 110 bp); and —9Val/Val (110 bp).

2.10. Statistical analysis

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

3. Results
3.1. Study population

The characteristics of the study population are described in Table 1.
In according to Chi-square analysis, no statistically difference was ob-
served between epilepsy group and control group relating with sex
(p = 0.52) and age (p = 0.69). Genotype frequency for the MnSOD
gene Alal6Val polymorphism is presented in Table 2. The genotype
frequencies in epilepsy group were 31.9% for AA, 21.2% for AV, and
46.8% for VV. The frequencies for AA, AV, and VV genotypes were
39.5%, 32.5%, and 27.9% in control group, respectively. In according
to Chi-square analysis, no statistically difference in genotype

Table 1
Characteristics of epilepsy and control groups.
Characteristic Epilepsy group Control group p Value
(n =47) (n=43)
Sex
Male 22 (46.8%) 23 (53.4%) p=0.52
Female 25 (53.1%) 20 (46.5%)
Mean age (years old)
Male 36.5 39.6 p = 0.69
Female 33.6 42,5
Mean period of onset (years 8 (23,25%) -
old)
Antiepileptic drugs (AEDs)
Monotherapy 15 (31.9%)

Polytherapy 32 (68.1%)
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Table 2
MnSOD Alal6Val genotype frequencies in epilepsy and control groups.
MnSOD SNP Epilepsy (%) Control (%) p Value
Genotypes
AA 15 (31.9) 17 (39.5) p=0.16
AV 10 (21.2) 14 (32.5)
Vv 22 (46,8) 12 (27.9)

frequencies of Alal6Val MnSOD polymorphism was observed between
epilepsy group and control group (p = 0.16).

3.2. Elevated inflammatory, apoptotic parameters, and DNA damage
marker are related with Alal6ValMnSOD polymorphism

The epilepsy group presented increased levels of TNF-a [F
(2,72) = 8.4; p < 0.0005] and increased AChE activity [F(2,77) = 3.7;
p < 0.05] when compared to control group. Besides, Post hoc analysis
demonstrated that VV genotype of epilepsy group presented increased
levels of TNF-a and AChE when compared to AA genotype from epi-
lepsy group (q = 5.6; q = 10.0, respectively) and control group
(q = 15.8; q = 14.3, respectively) (Fig. 1).

The epilepsy group demonstrated increased levels of caspase 8 when
compared to control group [F(2,75) = 4.5; p < 0.01]. Post hoc ana-
lysis demonstrated that VV genotype of epilepsy group exhibited in-
creased caspase-8 activation when compared to AA genotype from
epilepsy (q = 4.3) and control (q = 23.0) group (Fig. 2).

The epilepsy group demonstrated increased levels of Picogreen
when compared to control group [F(2,73) = 4.1; p < 0.05]. Post hoc
demonstrated that the VV genotype exhibited increased Picogreen le-
vels when compared to AA genotype from epilepsy (q = 4.9) and con-
trol (q = 9.1) group (Fig. 3).

3.3. Inflammatory, apoptotic, and DNA damage parameters are correlated
with Alal16ValMnSOD polymorphism in the epilepsy group

The statistical analysis demonstrated an important correlation
among Alal6ValMnSOD polymorphism (VV genotype): TNF-a vs. cas-
pase 8 (r=0.51; p < 0.05) and TNF-a vs. Picogreen (r = 0.59;
p < 0.05) (Table 3). We did not observe significative correlation
among other genotype and biochemistry parameters (data not shown).

3.4. Inflammatory and apoptotic parameters are correlated with
Alal6ValMnSOD polymorphism in the epilepsy group with generalized
seizures

The epilepsy group which presented generalized seizures demon-
strated an interesting correlation among Alal6ValMnSOD poly-
morphism (VV genotype): TNF-a vs. caspase-8 (r = 0.7; p < 0.05)
(Table 3). We did not observe significative correlation among other
genotype and biochemistry parameters (data not shown).

3.5. Elevated metabolic parameter is related with Alal6ValMnSOD
polymorphism in the epilepsy group

The epilepsy group presented increased levels of CHO [F
(1,64) = 63.08; p < 0.0001)] when compared to control group.
Besides, Post hoc analysis demonstrated that the epilepsy group (AA,
AV and VV genotypes) presented increased levels of CHO when com-
pared to their respective control group (q = 11.66; q = 4.63; q = 4.94)
respectively. (Data not shown).
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Fig. 1. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control and epilepsy groups in relation to inflammatory markers. The
epilepsy group presented increased levels of TNF-a and increased AChE activity when compared to control group. ‘p < 0.05 when compared to respective control
group; *p < 0.05 when compared the epilepsy group (VV genotype vs. AA genotype).
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Fig. 2. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and
VV) from control and epilepsy groups in relation to caspase 8. The epilepsy
group presented increased levels of caspase 8 when compared to control group.
“p < 0.05 when compared to respective control group; ”p < 0.05 when com-
pared the epilepsy group (VV genotype vs. AA genotype).
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Fig. 3. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and
VV) from control and epilepsy groups in relation to DNA damage - Picogreen.
The epilepsy group presented increased Picogreen levels when compared to
control group. ‘p < 0.05 when compared to respective control group;
#p < 0.05 when compared the epilepsy group (VV genotype vs. AA genotype).
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Table 3

Correlation among inflammatory, apoptotic, and DNA damage parameters with
VV genotype in the epilepsy group and epilepsy group with generalized sei-
zures.

Correlation r Value p Value
VV genotype — epilepsy group

TNF-a vs. Caspase-8 0.51 0.03

TNF-a vs. Picogreen 0.59 0.02
VV genotype — epilepsy group (generalized seizures)

TNF-a vs. Caspase-8 0.75 0.01

3.6. Metabolic parameter is correlated with Alal6ValMnSOD
polymorphism in the epilepsy group

The statistical analysis demonstrated in the epilepsy group, an im-
portant correlation among Alal6ValMnSOD polymorphism (VV geno-
type): CHO vs. TRI (r = 0.6; p < 0.01) (Data not shown). However, we
did not observe significative correlation among other genotype and
biochemistry parameters (data not shown).

4. Discussion

A new finding in this study is the important role of Alal6ValMnSOD
polymorphism on inflammatory (TNF-a, AChE), apoptotic (Caspase 8),
and DNA damage (Picogreen) parameters in the peripheral blood of
epilepsy patients. Interestingly, we found that the VV genotype of
epilepsy patients presented correlation with TNF-a, Caspase-8, and
Picogreen levels, which suggests that the genotype may be related to
major inflammatory responses and DNA damage in epilepsy patients.

The TNF-a elicits a particularly broad spectrum of cellular re-
sponses, such as apoptosis (Baud and Karin, 2001) and cell death
(Thompson et al., 2011). By subsequently binding to the TNF-a re-
ceptor (TNFR1), TNF-a is able to induce apoptosis by Caspase-8 acti-
vation through the extrinsic pathway (Wang et al., 2008), leading to
DNA damage (Budihardjo et al., 1999). In this sense, our findings
suggest that Caspases-8 may be activated by an initial inflammatory
response triggered by seizures and TNF-a release, culminating in DNA
damage (Picogreen).

In fact, clinical and animal findings support significant involvement
of inflammatory processes in epilepsy (Vezzani and Granata, 2005)
since cytokines have increase synthesis during epileptic activity (Choi
and Koh, 2008). TNF-a is an inflammatory factor whose expression is
upregulated after seizures (Minami et al., 1991; Probert et al., 1997)
and is mainly released by microglia in the brain (Renno et al., 1995).
Furthermore, Fabene et al. (2010) demonstrated that cytokines, such as
TNF-a, are found in other different biological specimens including
cerebrospinal fluid (CSF) and peripheral blood mononuclear cells and
plasma of epilepsy patients. In agreement, Gouveia et al. (2015) found
elevated TNF-a levels in the blood of rats submitted to the pilocarpine
model. Gao et al. (2016) also demonstrated increased TNF-a levels in
the plasma of epilepsy patients, corroborating with our results. Inter-
estingly, a correlation among inflammation, apoptosis, and DNA da-
mage in epilepsy patients was also found in the present work. Never-
theless, regarding inflammation and epilepsy, another interesting factor
is the role of acetylcholinesterase (AChE) (Kish et al., 1988; Nizri et al.,
2006). This enzyme plays an important part in immune responses by
rapidly hydrolyzing the neurotransmitter acetylcholine (ACh), which is
known to suppress proinflammatory cytokine production (Borovikova
et al., 2000; Kawashima and Fujii, 2003). In fact, AChE inhibitors re-
duce proinflammatory cytokine secretion (i.e TNF-a, IL-1f, and INF-y)
and may attenuate inflammation by increasing ACh concentration in
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extracellular spaces (Nizri et al., 2006). In our study, increased AChE
activity was observed in epilepsy patients, suggesting that this altera-
tion may lead to decreased ACh levels, contributing to the proin-
flammatory status. According to our data, Kish et al. (1988) demon-
strated increased AChE activity in surgical specimens after temporal
lobectomy for intractable epilepsy. Additionally, Gnatek et al. (2012)
reported increased AChE mRNA expression in mice 48h after status
epilepticus.

Despite the role of the cholinergic system in epilepsy still being
unclear, alterations in AChE activity support the view that this system
contributes to regulating immune responses (Shaked et al., 2009). In
line of this, studies suggest that AChE directly antagonizes vagal cho-
linergic signaling at macrophage levels, promoting a systemic in-
flammatory and apoptotic effect (Borovikova et al., 2000; Kawashima
and Fujii, 2003). In fact, the loss of cholinergic neurons is associated
with the occurrence of seizures and mental retardation in some dis-
eases, such as congenital ornithine transcarbamylase deficiency
(Ratnakumari et al., 1994).

Moreover, another particular and interesting piece of data found
here corresponds to the association of Alal6ValMnSOD polymorphism
(VV genotype) with inflammatory and apoptotic factors.

The human MnSOD gene express a polymorphism localized in exon
2 Vall6Ala variation (rs 4880). It results in a valine (Val) to alanine
(Ala) substitution, causing a conformational change from a (3-sheet to
an a-helix. The Ala variant is more efficiently imported into mi-
tochondria than the Val variant, resulting in a 30-40% increase in
mitochondrial SOD activity (Sutton et al., 2003). The VV (Val/Val)
genotype was proposed to be related to some diseases, including non-
alcoholic steatohepatitis (Namikawa et al., 2004), metabolic disorders,
and their complications (Chen et al., 2012; Jones et al., 2010). How-
ever, no published studies of the association between Alal6ValMnSOD
polymorphism with epilepsy were found. Thus, this is the first study of
the potential effect of Alal16ValMnSOD polymorphism on inflammatory
and apoptotic parameters in epilepsy patients. Our results demonstrate
significant increased levels of the analyzed parameters (TNF-a, caspase-
8, and Picogreen) when compared epilepsy group (VV genotype) to
patients with AA genotype in the epilepsy and control groups (AA, AV,
and VV).

According to several authors, MnSOD is an anti-inflammatory en-
zyme (Droy-Lefaix et al., 1991; Salvemini et al., 1996; Li and Zhou,
2011). This contributes to the understanding that the presence of Val
allele affects the cellular action of MnSOD, compromising mitochondria
behavior (Bresciani et al., 2013), which may be associated to the in-
creased parameters (TNF-a, caspase-8, and Picogreen) observed here.

Knowing that epilepsy patients demonstrated increased levels of
inflammatory and apoptotic parameters, this study also analyzed the
association of Alal6ValMnSOD polymorphism (VV genotype) with
TNF-a and Caspase-8 in epilepsy patients with generalized seizures.

In this manner, a correlation of Alal6ValMnSOD polymorphism (VV
genotype) with TNF-a and Caspase-8 (Table 3) in epilepsy patients with
generalized seizures was found. In fact, some authors describe that in-
flammatory activity is worse in generalized seizures (Lehtimaki et al.,
2004, 2007), which corroborates with our results. A possible explana-
tion is that generalized seizures may cause changes in the nervous tissue
microenvironment, resulting in cytokines glial cell release (Lehtimaki
et al., 2007) and caspase pathways activation (Skeldon et al., 2014).
Regarding generalized seizures, it is possible that these changes are
widespread throughout the nervous system (Woermann et al., 1998),
resulting in more robust increases of these parameters in the peripheral
blood.

Results also revealed increased levels of CHO in the epilepsy group
(VV) when compared to control group (AA, AV, and VV). A correlation
between CHO vs. TRI levels in the epilepsy group (VV) was also ob-
served, corroborating with studies that already associated the VV gen-
otype with hypercholesterolemia (Duarte et al, 2010). Indeed,
Adibhatla and Hatcher (2008) reported that neuronal injury in epileptic
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seizures affects cholesterol homeostasis in the brain. Although there is
no relevant published work involving MnSOD polymorphism with
epilepsy, Flores et al. (2017) demonstrated the relation between
MnSOD and metabolic markers in post-stroke patients. Together with
the present data, it is possible to propose that genetic polymorphism
may be related to increased inflammatory and lipid levels in epilepsy
patients, contributing to increased cardio and neurovascular risks in
this group. These data have considerable clinical importance since V
allele carries (VV genotype) when compared to A allele (AA genotype)
people are more resistant to statin treatment (Duarte et al., 2016).

5. Conclusion

In conclusion, our results suggest that the Alal6ValMnSOD poly-
morphism has an important association with inflammatory, apoptotic
and metabolic parameters in epilepsy patients. Therefore, since patients
(VV genotype) have a less MnSOD efficiency, they maybe could present
more susceptibility to establish inflammatory disorders and vascular
complications. However, this proposal is speculative and more studies
are required to investigate this relation in a larger population.
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Abstract

The MnSODAIlal6Val single nucleotide polymorphism (SNP) has been associated with different
diseases. However, there are scarcely studies relating this SNP in epilepsy, a neurologic disease that
involves some interacting pathways, such as apoptotic and inflammatory factors. In this sense, we decided
to investigate the relationship of MnSODAIlal6Val SNP with apoptotic markers in epilepsy and its
relation with inflammatory pathway and seizure type. Ninety subjects were evaluated (47 epilepsy; 43
controls) by gquestionnaires and laboratorial exams. We observed an increased proportion of VV genotype
in epilepsy group when compared to control group. IL-1p, IL-6, caspase-1, and caspase-3 levels were
increased in epilepsy group (VV genotype). Furthermore, an important correlation between IL-1  vs.
caspase-1, and IL-6 vs. caspase-3 was observed in the epilepsy group (VV genotype). The epilepsy group
which presented generalized seizures also demonstrated a significant correlation among the analyzed
biomarkers. Thus, it is plausible propose that epilepsy patients with VV genotype and generalized
seizures present a worse inflammatory and apoptotic satus. Our findings suggest that the knowledge of
MnSODAIlal6Val polymorphism existence is important to evaluate molecular mechanisms associated to
seizure and improves the treatment of these patients.

KEY WORDS: Apoptosis; Epilepsy; Inflammation; MnSOD Alal6Val polymorphism
INTRODUCTION

Epilepsy is one of the most common neurological disorders (Perucca et al., 2007) characterized
by an enduring predisposition to generate seizures (Fisher et al., 2005) affecting more than 65 million
people worldwide (Kwan et al., 2011). Despite progress in pharmacological and surgical treatments of
epilepsy, it is not clear about the processes leading to the generation of seizures, and about the
mechanisms whereby a healthy brain is rendered epileptic (Vezzani et al., 2011). Apoptosis (Liou et al.,
2003) neuroinflammation (Vezzani et al., 2011) and oxidative stress (Shin et al., 2011) are some relevant
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factors implicated in epilepsy pathophysiology. Many works have acknowledged the role of
neuroinflammation in the pathogenesis of seizures but little is known about the mechanisms that start the
inflammatory process in epilepsy (da Fonseca et al., 2014). The microglia constitute the primary CNS
imune cells and are quickly actived in response to an insult. However, the excessive activation of
microglia may be harmful, promoting the development of neuronal diseases by producing large amounts
of inflammatory molecules, such as IL-6 (Li et al., 2011), IL-1B, and reactive oxygen species (ROS)
(Ishihara et al., 2015). In epilepsy, there is a complex cascade of molecular and cell mechanisms involved
in excitoxicity (Cho, 2013), oxidative stress (Pearson-Smith and Patel, 2017), and inflammation (Vezzani
et al., 2011) beyond cytotoxicity mediated by cytokines (Li et al., 2011) and cell death pathway activation
(Henshall and Meldrum, 2012). In fact, when the brain is affected by brain diseases (i.e. epilepsy), the
microglia cells are activated (Nakajima et al., 2001) and this activation may lead to production of
inflammatory cytokines as IL-B (Vezzani and Baram, 2007), and IL-6 (Rana and Musto, 2018).
Interestingly, some antioxidant molecules were reported to decrease the levels of proinflammatory
mediators by scavenging ROS (Godbout et al., 2004). Therefore, the redox balance is thought to regulate
a series of neuroinflammatory processes mediated by microglia (Ishihara et al., 2015). Manganese
superoxide dismutase (MnSOD) antioxidant enzyme is the only known major defense against reactive
oxygen species within mitochondria (Bresciani et al., 2013). Furthermore, MnSOD is reportedly induced
in the CNS under inflammatory conditions (Ishihara et al., 2015). Regarding the relevance of MnSOD,
numerous factors can impact on the effectiveness of antioxidant enzymes, including enzymatic
polymorphism (Crawford et al., 2012). Two main MnSOD SNP have been described in literature, one of
which is Alal6Val (Bresciani et al., 2013). The change of alanine (Ala) to valine (Val) at the 16" amino
acid (AlaléVal) of the signal sequence of MnSOD is suggested to change the structure of the protein. The
alanine-to-valine substitution produces a P -sheet secondary structure instead of a-helix structure,
decreasing the enzyme transport efficiency into the mitochondria, compromising the antioxidant potential
(Shimoda-Matsubayashi et al., 1996). The Alal6Val MnSOD SNPs generates three possible genotypes:
AA, AV, and VV. Sutton et al. (2005) reported that the Val allele results in reduced expression and
production of an unstable mMRNA, affecting the import of SOD2 into the mitochondria. In according,
Montano et al. (2012) demonstrated that the VV and AV peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
presented increased levels of inflammatory cytokines as IL-1f and IL-6.

There are studies reporting the association of inflammatory and apoptotic parameters with
MnSOD Alal6Val SNP in diseases as stroke (Flores et al., 2017; Pascotini et al., 2018) and cancer (Wang
et al., 2018). However, there are few evidences of involvement of Alal6Val MnSOD SNP in epilepsy
(Kegler et al., 2019). In this sense, the aim of this study was to investigate caspases activation and
relationship between Alal6Val MnSOD SNP with interleukins in epilepsy patients. Additionally, we have
also investigated the relation of seizure type (partial or generalized) and duration time (minutes) of
seizures with parameters aforementioned. This study is of such interest in view that an enzymatic
polymorphism has an important role in inflammatory and apoptotic pathway, and the obtained results can
contribute to a better understand about the epilepsy disease and its mechanisms, maybe providing support
to novel approaches of pharmacotherapy.

MATERIALS AND METHODS
Study population

A total of 90 subjects were recruited and allocated into two groups: epilepsy group (n=47) and
control group — healthy group (n=43). No etiology was found after detailed history, physical, laboratory,
and imaging studies. Major exclusion criteria were: history of autoimmune, liver, kidney, and
inflammatory diseases, allergic response, immune deficiency disorder, diabetes, psychiatric illness,
malignancy, smoking 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 (Berg et al. 2010). All patients were evaluated for seizure
frequency using seizure diaries (Cramer and French, 2001). The study protocol was approved by the local
institutional review boards at the authors' affiliated institutions. Informed written consent was obtained
from all the subjects or their legal surrogates. The work described has been carried out in accordance with
The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki).

Epilepsy group

The seizure type from epilepsy group (n=47) was confirmed through interviews with patients and
their relatives as well as EEG analysis and tomography or magnetic resonance imaging (MRI). Forty-five
patients were in remission except for two patients who were diagnosed with refractory epilepsy. All
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epilepsy patients had normal neurological examinations except for one who presented tetra paresis
secondary to spinal cord lesion. All epilepsy had normal 1.5T MRI imaging; one patient had right and left
hippocampal sclerosis.

Laboratory analyses

Samples were collected at least 7 days from the last seizure attack (Mao et al., 2013). After 12 h
of overnight fasting, blood samples were collected by venipuncture using purple, green and red top
Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes with ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA),
heparin or no anticoagulants, respectively. The specimens were routinely centrifuged within 1 h of
collection for 15 min at 2500 g and aliquots of the serum samples and the supernatant was saved and
stored at -80°C for subsequent laboratory analysis, according specific methods.

Protein Carbonyl (PC)

The analysis of protein carbonyl was in according with Reznick & Packer, 1994.

Manganese Superoxide dismutase (MnSOD)

The manganese superoxide dismutase activity was performed in according with Spitz & Oberley, 1989.
Caspases determination

Caspase-1 and caspase-3 activities were determined by Fluorimetric Assay Kits (BioVision, Mountain
View, CA). The fluorescence intensity was recorded at wavelength of 400 nm for excitation, and at
wavelength of 505 nm for emission for both. The activity was then calculated as Fluorescence intensity
(FI)/min/mI=AFlt/(t x v), where AFlt=difference in fluorescence intensity between time zero and time t
minutes, t=reaction time in min, and v=volume of sample in mL.

Cytokines determination

The cytokines were assessed by ELISA using commercial kits for human IL-1 B and IL-6
(eBIOSCIENCE, San Diego, USA).

DNA damage

The alkaline DNA comet assay as described by Pereira, 2013. Genomic DNA was isolated from
peripheral blood leukocytes using a DNA Mini Kit Purification (Mo Bio).

MnSOD Alal6Val genotyping

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using a DNA Mini Kit Purification (Mo
Bio). MnSOD Alal6Val SNP was detected by PCR-RFLP according to Taufer et al., 2005.

STATISTICAL ANALYSIS

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

RESULTS

Baseline characteristics of the participants are described in Table 1. In according to Chi-square
analysis, no statistically difference was observed between epilepsy group and control group relating with
sex (p=0.5) and age (p=0.6).

Analysis of the Alal6Val MnSOD gene yielded three variants of the genotype: AA (wild-type),
AV (heterozygous), and VV (homozygous). The Alal6Val MnSOD genotype frequencies were calculated
and are presented in Table 2. In the epilepsy group, the genotype frequencies were 31.9% for AA, 21.2%
for AV, and 46.8% for VV. The frequencies for AA, AV, and VV genotypes were 39.5%, 32.5%, and



27.9%, respectively, in control group. In according to Chi-square analysis, no statistically difference in
Alal6Val MnSOD genotypes frequencies was observed (p=0.1).

Table 1. Characteristics of Epilepsy and Control groups

Characteristic Epilepsy (n=47) Control (n=43) p Value
Gender
Male 22 (46,8%) 23 (53,4%) 0.5
Female 25 (53,1%) 20 (46,5%)

Mean age (years old)
Male 36 39 0.6

Female 33 42

Antiepileptic drugs (AEDSs)
Monotherapy 15 (31,9%)

Polytherapy 32 (68,1%)

Table 2: MnSOD Alal6Val genotype frequencies in epilepsy and control groups

MnSOD SNP Epilepsy Control p Value
Genotypes
AA 15 (31.9%) 17 (39.5%)
AV 10 (21.2%) 14 (32.5%) 0.1
vV 22 (46.8%) 12 (27.9%)

Protein Carbonyl (PC)

A two-way ANOVA demonstrated increased protein carbonyl levels in epilepsy group when compared to
control group [F(1,84) = 36.48; p<0.0001]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple comparisons
revealed increased levels of PC in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when compared to their
respectively genotypes from control group (Figure 1).

Manganese Superoxide dismutase (MnSOD)



A two-way ANOVA demonstrated increased MnSOD enzyme activity in epilepsy group when compared
to control group [F(1,81) = 617.5; p<0.0001]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple
comparisons revealed increased MnSOD activity in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when
compared to their respectively genotypes from control group. Furthermore, in the epilepsy group, the
homozygous VV genotype presented decreased enzyme activity when compared to AA genotype (Figure
2).

IL-1PB

A two-way ANOVA demonstrated increased IL-1p levels in epilepsy group when compared to
control group [F(2,85) = 6.2; p<0.01]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple comparisons
revealed increased IL-1p levels in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when compared to their
respectively genotypes from control group. Furthermore, in the epilepsy group, the homozygous VV
genotype presented increased levels when compared to AV and AA genotypes (Figure 3).

IL-6

A two-way ANOVA demonstrated increased IL-6 levels in epilepsy group when compared to
control group [F(2,77) = 4.6; p<0.05]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple comparisons
revealed increased IL-6 levels in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when compared to their
respectively genotypes from control group. Furthermore, in the epilepsy group, the homozygous VV
genotype presented increased levels when compared to AA genotype (Figure 4).

Caspase-3 and Caspase-1

A two-way ANOVA demonstrated increased Caspase-3 levels in epilepsy group when compared
to control group [F(2,77) = 6.9; p<0.01]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple comparisons
revealed increased Caspase-3 levels in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when compared to
their respectively genotypes from control group. Furthermore, in the epilepsy group, the homozygous VV
genotype presented increased levels when compared to AA genotype (Figure 5). A two-way ANOVA
demonstrated increased Caspase-1 levels in epilepsy group when compared to control group [F(2,77) =
3.8; p<0.05]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple comparisons revealed increased Caspase-1
levels in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes) when compared to their respectively genotypes
from control group. Furthermore, in the epilepsy group, the homozygous VV genotype presented
increased levels when compared to AA genotype (Figure 6).

Comet assay

A two-way ANOVA demonstrated increased amount of DNA damage in epilepsy group when
compared to control group [F(1,84) = 1282; p<0.0001]. Post hoc analysis with Tukey’s test for multiple
comparisons revealed increased amount of DNA damage in epilepsy group (AA, AV and VV genotypes)
when compared to their respectively genotypes from control group (data not shown).

Correlations

IL-1p vs. caspase-1 and IL-6 vs. caspase-3

The Pearson’s analysis demonstrated an interesting correlation between IL-18 and caspase-1
(r=0.7; p<0.001) in the epilepsy group (VV genotype). (Table 3). The Pearson’s analysis demonstrated an
interesting correlation between IL-6 and caspase-3 (r=0.5; p<0.05) in the epilepsy group (VV genotype).
(Table 3).

Seizure type vs. polymorphism

The Pearson’s analysis demonstrated in the epilepsy group which presented generalized seizures
(VV genotype) an interesting correlation between inflammatory and apoptotic parameters: IL-1B vs.
caspase-1 (r=0.7; p<0.05) and IL-6 vs. caspase-3 (r=0.6; p<0.05). Furthermore, the results demonstrated
an increased in caspase-1 levels in the epilepsy group which presented generalized seizures (VV
genotype) (t = 2.89; p<0.05). The other parameters did not demonstrate significant alteration in relation to
generalized or partial seizures (data not shown) (Table 3).

Seizures duration time (minutes)

The statistical analysis revealed that the epilepsy group which presented generalized seizures
(VV genotype) presented longer seizure time (minutes) than the epilepsy group which presented partial
seizures (VV genotype) (t=2.46; p<0.05).



Table 3. Correlation among inflammatory, apoptotic, and DNA damage parameters with VV genotype in
the epilepsy group and epilepsy group with generalized seizures.

Correlation r Value p Value

VV genotype — epilepsy group
IL-1pB vs. caspase-1 0.7 <0.001
IL-6 vs. Caspase-3 0.5 <0.05

VV genotype — epilepsy group (generalized seizures)

IL-1pB vs. caspase-1 0.7 <0.05
IL-6 vs. Caspase-3 0.6 <0.05
DISCUSSION

The novel finding of the study is the influence of Alal6Val MnSOD gene polymorphism -VV
genotype on inflammatory (IL-6, IL-1p), apoptotic (Caspases -1, -3) and antioxidant enzyme (MnSOD) in
epilepsy. Of such interest we observed an interesting correlation (caspase-1 vs. IL-1p) and (caspase-3 vs.
IL-6) in VV epilepsy patients. Furthermore, the generalized seizures were impacted by the VV genotype
in relation to the referred parameters and with relation to seizures duration time. The burst firing neurons
associated with epileptic discharges could lead to changes with events of cascades at the cellular level
(Chen et al., 2010). The complex mechanism of epileptogenesis remains largely unclear. However,
oxidative stress by free radical generation does indeed plays a role in mitochondrial dysfunction (Menon
et al., 2012). Furthermore, the oxidative stress can alter/influence factors leading to neuronal death and
consequently the DNA damage (Ikonomidou and Kaindl, 2011). The intense seizure activity can lead to
cytotoxic effects mediated by oxidative stress. The superoxide anion (O2) is the central mediator of
oxidative stress, influencing both physiological and pathological processes (Patel and Li, 2003). While
there are some evidences confirming that oxidative stress manifest as a consequence of the first insult,
which turns out later to become the cause of epileptogenesis (Patel, 2004), other studies support the
influence of oxidative stress in epilepsy. In according to Patel (2004), oxidative stress is cause or
consequence of epileptic seizures.

Protein oxidation is an irreversible oxidative damage, considered to be a marker for severe
oxidative stress (Reznick and Packer, 1994). Our results demonstrated increased levels of protein
carbonyl when compared the epilepsy vs. control group. In according, Sudha et al. (2001) described
protein carbonyl increased levels in epilepsy patients than in controls. Of such importance, when analyzed
MnSOD, the results suggested that the polymorphism plays an influence on its performance, in view that
the homozygous VV epilepsy group demonstrated decreased activity when compared to AV and AA
genotypes. The apoptotic pathway occurs primarily through the extrinsic and intrinsic pathways
(Cavalluci et al., 2011). In relation to intrinsic (or mitochondrial) pathway the apoptosis can be initiated
by cytokines such as IL-6. In this pathway, the mitochondria release cytochrome c, activating the caspase-
3, leading to cell death (Liu et al., 1997). Of note, our results demonstrated increased IL-6 and caspase-3
levels in epilepsy group when compared to control group. In according, Peltola et al. (1998) reported
increased levels of IL-6 in plasma and cerebrospinal fluid (CSF) of epilepsy patients when compared to
non-epilepsy patients. Increased caspase-3 in brain tissues have been found in animal models of epilepsy
(Henshall and Meldrum, 2012) and epilepsy patients (Henshall et al., 2000). Studies also relate increased
serum caspase-3 with traumatic brain injury (TBI). However, caspase-3 has been scarcely explored in
blood of epilepsy patients (Lorente et al., 2015). The Alal6Val MnSOD polymorphism also revealed a
significant importance when associated with the genotype: the VV epilepsy group demonstrated increased
levels of IL-6 and caspase-3 when compared to other genotypes (AV and AA). In this context, an
interesting correlation between IL-6 vs. caspase-3 was observed. When compared to seizure type, a
positive correlation was obtained when related to generalized seizures. Our results suggest that the Val
allele has less efficiency, in view that the analyzed parameters were increased in VV epilepsy group.
Particularly, in the brain, these proteins can lead to the activation of caspase-3, inducing cell damage,



such as DNA fragmentation (Galluzzi, 2009). In this study, we could also observe that in the epilepsy
group, Caspase-1 and IL-1p presented increased levels when compared to control group. In according,
Shi et al. (2017) published a study relating that the cytokine IL-1f has also been found to be significantly
increased within the CSF in epilepsy pediatric population when compared to control group, suggesting the
cytokine’s important role in epilepsy initiation and progression. Of such interest, in view that the IL-1
has proconvulsant actions, it is likely that this cytokine is released by cells following an inciting event. In
this sense, a complex activation, which includes the caspase-1 is a crucial step required for IL-1p release
(van de Veerdonk et al., 2011). In according, our results demonstrated an interesting correlation between
IL-1 B and caspase-1 in epilepsy group — generalized seizures (VV genotype), corroborating with
previous studies, emphasizing the great importance of Alal6Val MnSOD SNP seizure type in the
obtained results. Still regarding to seizure type, it comes important in view that in generalized seizures the
disorders would be widespread throughout the brain (Woermann et al., 1998). When related to genetic
polymorphism of MnSOD, we found some important results when analyzed AA, AV, and VV genotypes
in epilepsy group. It was observed a decreased MnSOD activity in VVV epilepsy group when compared to
AA epilepsy group. In this sense, our results are in according with that the ValVal could be less efficient
than the AlaAla genotype to control the oxidative stress (Bresciani et al., 2013). The V allele presents
increased superoxide radical levels than the A allele due its lower efficiency to dismutate this molecule
into H,O, (Sutton et al., 2003). In according, the superoxide anion (O2) is the central mediator of
oxidative stress, this anion could lead to mitochondrial destabilization resulting in cell apoptosis
activation (Clément et al., 1998). Although the small sample size of the study, there are few studies
indicating the association/influence of Alal6Val MnSOD polymorphism in epilepsy (Ogusu et al., 2014;
Kegler et al., 2019). We found some important associations with inflammatory, apoptotic and oxidative
stress biomarkers, suggesting that the AlaléVal MnSOD polymorphism has an important role on
neuroinflammation maintenance and its consequences. Finally, the result demonstrated influence of
Alal6ValMnSOD polymorphism, mainly of VV genotype in epilepsy patients. According, studies have
shown that the polymorphism of some genes may be related to the efficacy, tolerability and action of
antiepileptic drugs (Loscher et al., 2009, Ercegovac et al. 2015).

In this sense, prolonged seizures or status epilepticus in epilepsy patients can become a serious
problem due to their consequences on the quality life from this population (Ashrafi et al., 2017). Seizures
can have devastating consequences and, as result, suffer bodily injury requiring hospitalization. Others
have shortened life span due to the increased risk of unexpected sudden death that is associated with
uncontrolled seizures (Brodie, 2005; French, 2007; Ashrafi et al., 2017). Studies have shown that patients
with epilepsy can be significant neuropsychological, psychiatric, and social impairments that limit
employment, reduce marriage rates, and decrease quality of life (Brodie, 2005; French, 2007; Arend et al.,
2018). Thus, genetic polymorphism becomes an “ally” to help discover the cause of drug refractoriness
and provide insight into the type and magnitude of clinic-laboratorial manifestations may have across
individuals, helping to determine the best treatment and improve the quality of life of patients with
neurological diseases, such as epilepsy.
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Figure 1. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control
and epilepsy groups in relation to oxidative stress biomarker. The epilepsy group presented increased
levels of protein carbonyl when compared to control group. *p<0.05 when compared to respective control

group.
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Figure 2. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control

and epilepsy groups in relation to SOD2 activity.

The epilepsy group presented increased SOD?2 activity when compared to the respective control group.
The epilepsy group (VV) presented a decreased SOD2 activity when compared to epilepsy group (AA).
*p<0.05 when compared to respective control group; #p<0.05 when compared the epilepsy group (VV vs.

AA).
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Figure 3. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control
and epilepsy groups in relation to IL-1p. The epilepsy group presented increased levels of IL-1p when
compared to control group. *p<0.05 when compared to respective control group; #p<0.05 when compared

the epilepsy group (VV vs. AV and AA).
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Figure 4. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control
and epilepsy groups in relation to IL-6. The epilepsy group presented increased levels of IL-6 when
compared to control group. *p<0.05 when compared to respective control group; #p<0.05 when compared

the epilepsy group (VV vs. AA).
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Figure 5. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control
and epilepsy groups in relation to caspase-3. The epilepsy group presented increased levels of caspase-3
when compared to control group. *p<0.05 when compared to respective control group; #p<0.05 when
compared the epilepsy group (VV vs. AA).
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Figure 6. Comparison of Alal6ValMnSOD polymorphism genotypes (AA, AV, and VV) from control
and epilepsy groups in relation to caspase-1. The epilepsy group presented increased levels of caspase-1

when compared to control group. *p<0.05 when compared to respective control group; #p<0.05 when
compared the epilepsy group (VV vs. AA).



55

4. DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que o polimorfismo da MnSOD Alal6Val esta associado
aos parametros inflamatdrios, apoptoticos, de estresse oxidativo e metabolicos nos pacientes
com epilepsia. Os pacientes com o0 genotipo V'V apresentaram maiores niveis de citocinas e dos
parametros glicolipidicos, assim como, as caspases, dano ao DNA e atividade da AChE,
sugerindo que este polimorfismo pode ser um fator agravante da doenca nesta populagéo.
Interessantemente, os marcadores inflamatorios e as caspases foram correlacionados com as
crises generalizadas nos pacientes com genétipo VV. Além disso, para 0 nosso conhecimento,
este € o primeiro estudo a investigar a influéncia da MnSOD Alal6Val SNP na epilepsia e sua
relacdo com os marcadores metabdlicos, inflamatdrios, de estresse oxidativo e dano de DNA.
Neste sentido, este estudo reforca a necessidade atual de entender as influéncias genéticas
associadas aos fendtipos, e sugere uma possivel associacdo do polimorfismo da MnSOD
Alal6Val relacionado as crises epilépticas.

Os principais processos mitocondriais incluem a producdo de mais de 90% de trifosfato
de adenosina celular (ATP) na cadeia de transferéncia de elétrons, entre outros (WATTS et al,
2013). No entanto, durante a respiracdo mitocondrial, os complexos | e 11l sdo responsaveis
pela producdo do ion superdéxido (O27), o primeiro ROS produzido (LESZESK et al., 2016).
Embora os ROS apresentam papéis fisiologicos relevantes, 0 aumento das concentracfes que
levam ao estresse oxidativo tem sido relacionado a varias condigdes patoldgicas (SIMS e
MUYDERMAN, 2010) como a epilepsia (TERRONE et al., 2019). Isto ocorre principalmente
devido ao cérebro ser especialmente propenso a danos mediados pelas espécies reativas, que
esta relacionado ao alto consumo de O, &cidos graxos poli-insaturados e a reducgdo das defesas
antioxidantes (LESZESK et al., 2016). Nesse sentido, estudos mostram que a faléncia das
defesas antioxidantes, como a MnSOD agrava o dano cerebral apds insulto isquémico
(HUANG et al., 2012) e o polimorfismo MnSOD Alal6Val estd associado a um risco
aumentado de leséo cerebral (FLORES et al., 2017; PASCOTINI et al., 2018). De fato, nossos
dados corroboram com a ideia que o polimorfismo da MnSOD esté relacionado com condicdes
patoldgicas do SNC, como a epilepsia, uma vez que o0 genétipo VV dos pacientes esta associado
a um aumento do dano oxidativo e inflamatorio. Dessa forma, podemos sugerir que o acimulo
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 ativacdo da via

intrinseca apoptotica. No cérebro, estas proteinas levam a ativagdo de caspase-3, que por sua
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vez induz a danos celulares, tais como a fragmentacdo do DNA (GALLUZZI et al., 2007;
KROEMER et al., 2009). Além disso, 0s anions superoxido 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. Em nosso estudo, observamos o aumento das caspases -1, -8 e -3 em
pacientes VV, provavelmente devido a uma desestabilizacdo mitocondrial e um aumento na
liberacdo de fatores inflamatorios, o que pode provocar danos nas células e induzir a apoptose
(CERNE et al., 2013).

A neuroinflamacéo tem sido descrita tanto como causa quanto como consequéncia da
epilepsia (DEY et al., 2013). Estudos descrevem um aumento na expressdo de IL-13, TNF-a e
IL-6 em diferentes areas cerebrais de modelos experimentais de convulsdo tanto na geracdo
como na propagacdo das crises epilépticas (VEZZANI et al., 2008). As citocinas sintetizadas
relacionam-se a disfuncéo astrocitaria e a hiperexcitabilidade neuronal, sendo estes alguns dos
processos que podem contribuir para a geracdo de convulsdes e disfuncdes neuroldgicas
(VEZZANI e VIVIANI, 2015). A apoptose também esté relacionada a epilepsia (BENGZON
et al. 2002). O inicio da via apoptética pode ocorrer através de mediadores inflamatorios, que
através da sequéncia na cascata da apoptose ird culminar na ativacdo da caspase-3
(BOATRIGHT e SALVENSEN, 2003). Neste estudo, os resultados demonstram o aumento dos
niveis das citocinas inflamatdrias IL-6, IL-1B, TNF-a e marcadores apoptdticos: caspase-1,
caspase-3 e caspase-8 no grupo epilepsia quando comparado ao grupo controle.
Interessantemente, apds andlise e relacdo destes resultados com os genotipos (AA, AV e VV)
do polimorfismo Alal6ValMnSOD, observou-se um aumento significativo das citocinas e
caspases no grupo epilepsia com genotipo VV. Verificou-se também uma correlacdo entre
TNF-a e caspase-8 e TNF-a vs. picogreen no grupo epilepsia (gen6tipo VV). Da mesma forma,
foi observado uma correlacdo dos niveis de IL-6 vs. caspase 3 e IL-1B vs. caspase 1 nos
pacientes com epilepsia e gen6tipo VV. De acordo com nossos resultados, Henshall et al. (2010)
também demonstraram aumento dos niveis de IL-1p e ativacdo de caspase-1 em tecido cerebral
de pacientes com epilepsia de lobo temporal refratarios ao tratamento medicamentoso.

De suma importancia, achados clinicos e experimentais suportam o envolvimento
significativo de processos inflamatorios e apoptoticos na epilepsia (VEZZANI e GRANATA,
2005; AREND et al., 2018), uma vez que as citocinas tém uma sintese mais alta durante a
atividade epiléptica (CHOI e KOH, 2008). As citocinas séo fatores inflamatdrios cuja expresséo
é regulada positivamente ap6s convulsdes (MINAMI et al., 1991; PROBERT et al., 1997) e séo
principalmente liberadas pela microglia no cérebro (RENNO et al., 1995). Além disso, Fabene

et al. (2010) mostraram que citocinas, como o0 TNF-a e IL-1B, sdo encontradas em outras
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amostras bioldgicas diferentes, incluindo liquido cefalorraquidiano (LCR) e células
mononucleares do sangue periférico e plasma de pacientes com epilepsia. De acordo, Gouveia
et al. (2015) encontraram niveis elevados de TNF-a no sangue de ratos submetidos ao modelo
de pilocarpina. Gao et al. (2016) também demonstraram niveis mais elevados de TNF-a no
plasma de pacientes com epilepsia, corroborando com nossos resultados.

Além disso, outro fator interessante em relagdo a inflamacdo é o papel da
acetilcolinesterase (AChE) (KISH et al., 1988; NIZRI et al., 2006). Esta enzima desempenha
um papel importante nas respostas imunes pela rapida hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), que € conhecido por suprimir a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(BOROVIKOVA et al., 2000; KAWASHIMA e FUJII, 2003). De fato, os inibidores da AChE
reduzem a secre¢do de citocinas pré-inflamatorias (ou seja, TNF-a, IL-1p ¢ IL-6) e podem
atenuar a inflamacdo aumentando a concentracdo de ACh nos espacos extracelulares (NIZRI et
al., 2006). Em nosso estudo, observou-se aumento da atividade da AChE em pacientes com
epilepsia, sugerindo que essa alteragdo pode levar a diminuicdo dos niveis de ACh, contribuindo
para o estado pro-inflamatorio. De acordo com nossos dados, Kish et al. (1988) mostraram
aumento da atividade da AChE em pacientes apos lobectomia temporal para epilepsia
intratavel. Além disso, Gnatek et al. (2012) relataram maior expressao de RNAmM da AChE em
camundongos 48 h apds o status epilepticus.

Dessa forma, o aumento de marcadores inflamatdrios e oxidativos nos pacientes com
epilepsia possivelmente podem ter desencadeado o aumento na ativagdo de caspase-1, -3 e -8.
De fato, ativacdo da caspase-1 pode ocorrer pelos seus substratos, como TNF-a e IL-1p, e isso
reflete em um aumento na resposta inflamatéria celular, sendo que a ativagdo da caspase-1
também resulta no processamento e liberacéo de citocinas inflamatdrias, como IL-1p e IL-18.
Além disso, a caspase-8, combinada com sua capacidade de induzir apoptose através da via
extrinseca, também desencadeia a via de apoptose intrinseca clivando os membros pré-
apoptoticos da familia Bcl-2 para iniciar apoptose induzida por mitocdndrias (GROSS et al.,
1999; ZHAO et al., 2001). Estes eventos induzem um aumento de espécies reativas e liberacdo
de fatores apoptogénicos mitocondriais para o citosol, levando consequentemente a ativagao de
caspase-3 e dano ao DNA (BUDIHARDJO et al., 1999). Curiosamente, uma correlagéo entre
inflamacdo, apoptose e danos no DNA em pacientes com epilepsia também foi encontrada no
presente trabalho.

Outro resultado interessante é a correlacdo positiva dos marcadores inflamatorios e
apoptoticos no grupo epilepsia (genoétipo VV) com as crises generalizadas. Uma possivel

explicacdo estaria relacionada as alteracfes mais difusas no cérebro das crises generalizadas,
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quando comparadas as crises focais (WOERMANN et al., 1998). Como consequéncia desses
eventos, pode ocorrer uma maior sintese e liberacdo de mediadores inflamatérios e apoptéticos
(LEHTIMAKI et al., 2004; 2007).

As crises recorrentes e sucessivas podem induzir a um aumento na geracao de especies
reativas no organismo (SHARMA et al., 2010) e além disso a reducdo dos mecanismos de
defesa antioxidante em pacientes sob tratamento medicamentoso também esta descrita
(THOMAS et al., 2006). No presente estudo demonstrou-se um aumento significativo nos
niveis de proteina carbonil e reducéo da atividade antioxidante da MnSOD no grupo epilepsia,
corroborando com estudos previamente publicados (MENON et al., 2012; 1ZUO et al., 2015).
Uma explicagdo para estes resultados pode estar relacionada a excitotoxicidade produzida pelas
convulsdes, com consequente producdo de radicais livres, 0s quais podem aumentar 0 processo
inflamatério (DEY et al., 2013). Alem disso, outra hipoOtese possivel para os resultados
descritos, € que o0 gendtipo V'V apresenta um estrutura B-lamina, consequentemente dificultando
o0 transporte da isoforma MnSOD-Val para o espaco mitocondrial. Desta forma, a atividade
antioxidante é reduzida, favorecendo o aumento da geracdo de espécies reativas
(ROSENBLUM et al., 1996), contribuindo para a manutencdo do estado inflamatério na
epilepsia.

Outro resultado interessante foi 0 aumento dos niveis de colesterol e a correlagao deste
com os triglicerideos nos pacientes com epilepsia que apresentam o gen6tipo VV. De acordo,
Duarte et al. (2010) demonstraram uma associacdo entre pacientes com genétipo VV e
hipercolesterolemia. De fato, Adibhatla e Hatcher (2008) relataram que a lesdo neuronal em
crises epilépticas afeta a homeostase do colesterol no cérebro. Embora ndo haja muitos
trabalhos publicados envolvendo o polimorfismo da MnSOD na epilepsia, Flores et al. (2017)
demonstraram a relacdo entre MnSOD e marcadores metabdlicos em pacientes p6s-AVC.
Juntamente com os dados atuais, é possivel propor que o polimorfismo genético pode estar
relacionado a niveis inflamatérios e lipidicos mais elevados em pacientes com epilepsia,
contribuindo para o aumento dos riscos cardiovasculares e neurovasculares nesse grupo. Esses
dados tém consideravel importancia clinica, uma vez que os individuos que possuem o alelo V
(gendtipo VV) quando comparado ao alelo A (gen6tipo AA) sdo mais resistentes ao tratamento
com estatina (DUARTE et al. 2016).

Finalmente, nossos resultados demonstraram a influéncia do polimorfismo
Alal6ValMnSOD, principalmente do genotipo VV em pacientes com epilepsia. De acordo,
estudos mostraram que o polimorfismo de alguns genes pode estar relacionado a eficécia,
tolerabilidade e acdo de drogas antiepilépticas (LOSCHER et al., 2009, ERCEGOVAC et al.,
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2015). Nesse sentido, convulsdes prolongadas ou status epilepticus em pacientes com epilepsia
podem se tornar um problema sério devido as suas consequéncias na qualidade de vida dessa
populacdo (ASHRAFI et al., 2017). As convulsdes podem ter consequéncias devastadoras e,
como resultado, sofrer lesdes corporais que exigem hospitalizacdo. Outros tém o tempo de vida
reduzido devido ao aumento do risco de morte sUbita inesperada que esta associada a
convulsdes néo controladas (BRODIE, 2005; FRENCH, 2007; ASHRAFI et al., 2017). Estudos
ainda mostraram que pacientes com epilepsia podem ter alteragdes neuropsicologicas,
psiquiatricas e sociais significativas que limitam o emprego, reduzem as taxas de casamento e
diminuem a qualidade de vida (BRODIE, 2005; FRENCH, 2007; AREND et al., 2018). Assim,
o polimorfismo genético se torna um “aliado” para ajudar a esclarecer a causa da refratariedade
do medicamento e fornecer informacgdes sobre o tipo e a magnitude das manifestacdes clinico-
laboratoriais entre os individuos, ajudando a determinar o melhor tratamento e melhorar a

qualidade de vida dos pacientes com doencas neuroldgicas, como a epilepsia.
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5. CONCLUSAO

Biomarcadores de inflamac&o, estresse oxidativo, apoptose e glicolipidicos estdo aumentados

nos pacientes com epilepsia;

Parametros inflamatdrios e apoptoticos apresentaram resultados mais elevados nos pacientes

epilépticos com crises generalizadas;

Parametros inflamatdrios e apoptoticos apresentaram resultados mais elevados nos pacientes

epilépticos com crises generalizadas que apresentam o genétipo VV;

O gendtipo VV do polimorfismo Alal6VValMnSOD relacionou-se com o aumento dos niveis

dos marcadores de inflamacdo, estresse oxidativo, apoptose e parametros glicolipidicos;

Sugere-se uma associacao entre o genétipo VV da MnSOD com biomarcadores de inflamacao,

estresse oxidativo, apoptose e glicolipidicos e também com o tipo de crise epiléptica.
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