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RESUMO

As epilepsias sdo desordens neurolégicas manifestadas por crises epilépticas
espontaneas e recorrentes, causadas por descargas neuronais hipersincronizadas.
A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) possui alta prevaléncia e elevada
farmacorresisténcia, podendo evoluir com alteracbes morfolégicas e moleculares no
hipocampo, sendo necessario tratamento cirargico. Este trabalho visa estudar os
pardmetros morfolégicos e fatores moleculares relacionados a excitabilidade e a
apoptose em regides hipocampais de pacientes com ELT com inicio ictal a direita ou
esquerda, submetidos ao tratamento cirdrgico, considerando avaliar novos alvos
neuroprotetores. A avaliagdo morfolégica hipocampal foi realizada pela analise do
volume em Ressonancia Magnética e parte do tecido removido pela cirurgia foi
avaliado por western blot para quantificar proteinas envolvidas com a excitabilidade
(Na*, K*-ATPase e GluR1) e com a via apoptética (fator indutor de apoptose [AlF],
citocromo c, caspases 8 e 3). Adicionalmente, foi avaliado o indice de correlacéo
entre os fatores morfoldgicos e moleculares. A amostra foi composta por 18
pacientes, 13 pacientes operados a esquerda (ELTE) e 5 operados a direita (ELTD).
Houve diminuicdo significativa no lado do inicio ictal quando se compara volume
hipocampal total e regides de cabeca e cauda com o lado contralateral, tanto de
ELTE como ETLD, exceto para cauda de ELTD. Quando comparado com valores de
individuo normais, atrofia do lado do inicio ictal em pacientes ELTD e ELTE, além de
atrofia da cauda do hipocampo contralateral de ELTE. Quanto a expressao proteica,
nao foram encontradas diferencas quando se compara pacientes ELTE e ELTD em
tecido de cabeca ou cauda hipocampal. Além disso, sugere-se que ha correlacéo
negativa entre o volume e a expresséo de caspase-3, AlF, citocromo c, GIuR1, a3 e
al na cauda hipocampal, e na cabeca hipocampal para caspase 3, caspase 8, AlF,
citocromo ¢, FXYD2, a3 e al. Caspase 8 teve correlacédo positiva com cauda. GluR1
e a2 nao apresentaram correlacdo com volume da cabeca e a2 e FXYD2 com
volume da cauda hipocampal. Em sintese, existe presenca de atrofia do lado
ipsilateral ao inicio ictal, aléem de haver correlacdo entre volume hipocampal e
expressdo de algumas proteinas analisadas. Entretanto ndo foi observada diferenca
molecular entre cabeca e cauda hipocampais em ELTE e ELTD, ndo sendo possivel

estabelecer especificidade quanto a lateralidade ou as regides hipocampais.

Palavras chave: Epilepsia do lobo temporal, hipocampo, apoptose.
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ABSTRACT

The epilepsies are neurological disorders manifested by spontaneous and recurring
epileptic seizures, caused by hyper-synchronized neuronal discharges. Temporal
lobe epilepsy (TLE) has high prevalence and resistance to drug treatment, with
possible evolution causing morphological and molecular alterations in the
hippocampus, making surgical intervention necessary to stop the evolution. This work
aims to study the morphological parameters and molecular factors related to
excitability and apoptosis in hippocampal regions of TLE patients with a right or left
onset, who underwent surgery to evaluate new potential neuroprotection targets.
Hippocampal morphological evaluation was performed by the volume determination
using magnetic resonance imaging and part of the removed tissue during surgery
was analyzed by western blot to quantify proteins involved in excitability (Na*, K*-
ATPase and GluR1) and the apoptotic pathway (apoptosis inducing factor [AlF],
cytochrome c¢, caspases 8 and 3). Moreover, the correlation coefficient of
morphological and molecular parameters was evaluated. The sample was composed
of 18 patients, 13 who had surgery on the left side (TLEL) and 5 who had surgery on
the right (TLER) side. There was significant decrease in volume when comparing
contralateral side of total hippocampus and its regions of TLER patients, except the
hippocampal tail, of TLEL patients. Atrophy was observed when comparing volumes
of healthy hippocampi and the ictal onset zone of both TLEL and TLER patients and
atrophy of contralateral hippocampal tail in ELTE. Protein expression was not
significantly different in neither hippocampal head or tail nor when comparing TLEL
and TLED patients. Besides, it is suggested that there is a negative correlation
between volume and the expression of caspase-3, AlF, cytochrome ¢, GIuR1, a3 and
al in hippocampal tail. Hippocampal head showed a negative correlation for caspase
3, caspase 8, AlF, cytochrome ¢, FXYD2, a3 and al. Caspase 8 showed a positive
correlation with tail. GIuR1 and a2 did not show correlation with head volume neither
do a2 and FXYD2 with head volume. In summary, there is atrophy in the ipsilateral to
the ictal onset zone, in addition to the presence of correlation between hippocampal
volume and expression of some of the proteins analyzed. However, no molecular
difference was observed between hippocampal head and tail in ELTE and ELTD,

thus, it isn’t possible to stablish specificity to the laterality or hippocampal regions.

Key words: Temporal lobe epilepsy, hippocampus, apoptosis.
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1) INTRODUGAO
I.1) Epilepsia

Epilepsia é definida como um disturbio neural caracterizado pela
predisposicao persistente em gerar crises epilépticas, definidas pela ocorréncia
transitoria de sinais ou sintomas, que podem incluir alteracées da consciéncia, ou
eventos motores, sensoriais, autondmicos ou psiquicos involuntarios percebidos pelo
paciente ou por um observador, devidos a atividade anormal excessiva ou sincrona
no cérebro (Fisher et al., 2005; Thurman et al., 2011). A epilepsia é caracterizada por
pelo menos 2 crises epilépticas ndo provocadas (crises isoladas ou agrupadas
dentro de um periodo de 24 horas, que ocorrem na auséncia de um fator clinico
precipitante e em uma pessoa sem historico prévio compativel com epilepsia
ocorridas num intervalo maior que 24 horas; ou uma crise epiléptica hdo provocada
se a probabilidade de outras crises similar ao risco geral de recorréncia de pelo
menos 60%, apos duas crises epilépticas ndo provocadas, ocorrendo nos proximos
10 anos; ou diagnostico de uma sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014; Abe, 2020).

Afeta pessoas de todas as idades e apresenta uma alta prevaléncia. Estima-
se que cerca de 65 milhdes de pessoas mundialmente sdo afetadas (Johnson,
2019). Quase 80% das pessoas com epilepsia vivem em paises de baixa e média
renda. Esta maior concentracdo nestes paises se deve a fatores como maior
incidéncia de doencas como maléaria e neurocisticercose, problemas relacionados ao
parto, maior nimero de acidentes automobilisticos e falta de acesso a programas de
saude preventiva e tratamento (Who, 2019).

Epilepsia afeta a independéncia, a saude psicolégica e o emocional dos
pacientes. Restricbes na obtencdo de empregos, carteira de motorista e de
educacdo podem ter impacto emocional e efeitos significativos na autoestima, nos
relacionamentos pessoais, inclusive com membros da familia, e até nas financas
pessoais. H4 ainda um estigma que forca muitos pacientes a esconderem sua
condigéo (Beghi, 2016).

As crises epilépticas podem ser divididas em: de causa desconhecida, focais
ou generalizadas. E dita desconhecida quando o inicio da crise ndo é observado ou
obscuro; é chamada focal quando a origem se limita a rede em um hemisfério
cerebral e generalizada quando a crise € iniciada e rapidamente engaja redes
distribuidas bilateralmente (Berg et al., 2010; Fisher et al., 2017). Quanto aos tipos

de epilepsia, diagnéstico de epilepsia generalizada é feito com base nos dados
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clinicos, corroborados pelo achado de descargas interictais tipicas no
eletroencefalograma. Epilepsias focais incluem distarbios unifocais e multifocais bem
como crises envolvendo um hemisfério. O grupo de epilepsias com crises focais e
generalizadas combinadas foi criado, ja que existem pacientes que apresentam
tanto crises focais como generalizadas. O termo “desconhecido” € usado para
denotar a situacdo na qual sabe-se que o paciente tem epilepsia, mas o clinico é
incapaz de determinar se o tipo de epilepsia é focal ou generalizado porque h&
pouca informacao disponivel. Pode ndo haver acesso ao EEG ou os estudos de
EEG sédo ndo informativos, se mostrando normais, por exemplo (Scheffer et al.,
2017) (Figura 1).

c R

Etiologias

Tipos de crises*

Tipos de Epilepsias

=
generalizadas

Genética

Infecciosa

Desconhecidas

Metabolica

combinadas

Comorbidades

b

E Sindromes Epilépticas J
N&

Figura 1. Esquema para classificacao de epilepsias. * indica inicio das crises epilépticas (Scheffer et
al., 2017).

Desconhecida

Laaad

O termo ictogénese se refere a formacdo de uma crise (De Curtis e
Gnatkovsky, 2009), enquanto epileptogénese se refere ao processo em que um
tecido assintomatico se torna capaz de gerar crises epilépticas (Silva e Cabral,
2008). Epileptogénese pode advir de diversos fatores, que podem ser tanto
genéticos, quanto ambientais. Porém, os eventos moleculares que geram a
epileptogénese sao pobremente elucidados e os mecanismos que levam a epilepsia
sao desconhecidos em muitos casos (Baruah et al., 2020).
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Em sua revisdo, Mcnamara (1994) apresenta duas principais hipéteses para o
envolvimento do hipocampo com o0 aumento da excitabilidade em epilepsia do lobo
temporal. A hipétese de células em cesto dormentes de Sloviter (1991), propde que
a morte de neurdnios particularmente susceptiveis a danos, como células musgosas,
induzida pelas crises epilépticas, impede o recebimento de sinais excitatérios pelas
células cesto, GABAérgicas, que entdo permanecem dormentes. Isto causa uma
perda parcial da inibicdo, que, combinada com sinais sinaptico excitatorio devido a
estimulos normais é postulado a levar a disparo excessivo das células granulares
(Mcnamara, 1994; Konkiewitz e Junior, 2016).

Ja a hipotese do brotamento das fibras musgosas de Nadler et al. (1980)
propde que o aumento da excitabilidade de células granulares decorre de rearranjo
patoldgico do circuito neuronal em que as células granulares excitatérias inervam
sitios sinapticos vazios delas mesmas, em decorréncias da morte de células
musgosas, criando circuitos monosinaptico excitatorios recorrentes. E importante
notar que ambas hipGteses ndo se excluem, sendo que ambas podem estar
envolvida na geracao de crises epilépticas (Andrade-Valenca et al., 2006; Cavarsan
et al., 2018).

[.1.1) Epilepsia do lobo temporal

Dentre as epilepsias focais, a epilepsia do lobo temporal (ELT) € a mais
comum em adultos, com incidéncia de cerca de 40% entre pacientes epilépticos.
Este tipo de epilepsia esta relacionado com alteragcbes no hipocampo, giro
parahipocampal e amigdala (Allone et al., 2017). Além disso, € um dos tipos de
epilepsia que apresentam maior taxa de resisténcia ao tratamento medicamentoso.
A epilepsia € considerada refrataria quando ndo h& diminuicdo sustentada na
frequéncia das crises epilépticas ap6s o uso de pelo menos duas medicacdes
(monoterapia ou em combinacédo) indicadas para o tipo de epilepsia (Chang e Xu,
2018; Steinhoff e Staack, 2019).

Embora tratamento medicamentoso seja o0 principal tratamento contra
epilepsias (Rho e White, 2018), sendo que cerca de 70% dos pacientes que facam
uso correto de medicamentos antiepilépticos apresentem remisséo prolongada ha a
presenca de pacientes refratarios a este tratamento (Hamandi, 2017). Estes
pacientes com epilepsia refrataria podem apresentar déficits cognitivos envolvendo

memoria episodica, memoria verbal e fluéncia verbal, o que pode ser consequéncia
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de patologia subjacente, crises repetidas ou terapia antiepiléptica prolongada.
Nestes casos o tratamento cirirgico € uma opcéo a ser considerada (Chaudhary et
al., 2017). Nestas cirurgias, a regido onde as crises epilépticas sdo iniciadas €
retirada, visando o minimo possivel de danos neuropsicologicos pos-cirargicos. A
cirurgia pode levar a periodos longos sem crises e melhora na saude. Com o passar
do tempo, o tratamento cirdrgico tem levado a resultados cada vez melhores, sendo
que em 47-70% dos casos o paciente fica livre de crises epilépticas. Em alguns
casos de crises epilépticas persistentes apdés a cirurgia ha a opgcdo de uma
reoperacao (Amini et al., 2015).

No caso da ELT mesial existem alguns tipos de cirurgias que podem ser
realizadas. A mais comum é a lobectomia temporal anterior, conhecida também
como standard. Neste tipo de cirurgia, além de estruturas do lobo temporal, como
hipocampo, amigdala e estruturas parahipocampais, € também retirada uma porcao
anterior do lobo temporal. Com a intencao de evitar a retirada de tecido fora da zona
ictal foi desenvolvida a amigdalohipocampectomia seletiva, onde ndo h& ressecc¢éo
do lobo temporal anterior e sim de grande parte do hipocampo, amigdala e
estruturas parahipocampais (Hoyt e Smith, 2016). Porém, ambos tipos de cirurgia
apresentam risco cirargico, além de poder gerar um déficit cognitivo, em especial na
memoria verbal, principalmente se o lado operado for o lado dominante (Spencer e
Burchiel, 2012; Schaller e Cabrilo, 2016).

[.2) Hipocampo

O hipocampo humano é uma estrutura alongada, com cerca de 5 cm de
comprimento, situada no lobo temporal medial. Sua semelhanca com o formato de
um cavalo marinho foi a inspiragéo para o nome hipocampo (Knierim, 2015; Fogwe e
Mesfin, 2019). De acordo com a classificagdo de Lorente De N6 (1934), o hipocampo
pode ser dividido em 4 areas: cornu ammonis (CA) 1, CA2, CA3, CA4, sendo o CAl
uma continuacdo do subiculo e CA4 a regido na concavidade do giro denteado. As
areas CA2 e CA3 se encontram entre CAl e CA4 (Schultz e Engelhardt, 2014). Além
destas areas, com um interesse cada vez maior em estudar os componentes da
formacdo hipocampal para melhor entender a funcionalidade da estrutura, tem-se
voltado para o estudo de suas regides, estendidas ao longo do eixo anterior-

posterior: cabeca, cauda e corpo (Figura 2) (Daugherty et al., 2015).
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Figura 2. Vista sagital do hipocampo onde se vé as regifes hipocampais. H representa cabeca, B
corpo e T cauda hipocampal (Chebat et al., 2007).

O hipocampo esta claramente envolvido na formacédo da memaria declarativa
(Bliss, 2007), que € a memoria que envolve fatos e eventos, também chamada de
memoria explicita e também tem papel na navegacdo espacial (O'keefe e
Dostrovsky, 1971). Os hipocampos direito e esquerdo sdo formados pelas mesmas
regibes anatdbmicas, porém apresentam lateralidade cognitiva e molecular (Shimbo
et al., 2018).

A especializacédo unilateral pode permitir que estruturas cerebrais bilaterais
facam uso do circuito de neurbnios de forma diferente e mais efetiva. Porém, a
natureza dos mecanismos que podem agir nas estruturas neurais para permitir
diferentes funcbes cognitivas em cada hemisfério permanece desconhecida (Shipton
et al., 2014). Segundo Shipton et al. (2014), o hipocampo esquerdo tem maior papel
guando a informacdo semantica € mais relevante em uma atividade, ja o hipocampo
direito se destaca quando se trata de informacao espacial.

A revisao de (Moser e Moser, 1998) sugere que 0 hipocampo ndo age como
uma estrutura unitaria, sendo que suas porc¢des ventral e dorsal apresentam funcdes
diferente. Este argumento se baseia em: conexfes de entrada e saida entre as
regides sdo diferentes entre si; memdéria espacial se mostrou mais relacionada a
porcdo ventral, e que lesdes na porcdo ventral aparentaram gerar resposta de
estresse e de comportamento emocional (Fanselow e Dong, 2010). Em outros
trabalhos mais recentes, foi observado que o volume da cauda do hipocampo direito
estd correlacionado com memoria espacial e aprendizagem. Quando se trata da
memoria verbal, h&a indicios de que esta esteja relacionada com o volume da cabeca

em ambos os lados ou com o corpo hipocampal esquerdo, ndo havendo consenso
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na literatura (Hackert et al., 2002; Chen et al., 2010). Sendo que a cauda também
estd associada com o comportamento emocional. Analise detalhada de expressao
genética suporta a segregacdo do hipocampo em zona ventral, intermediéria e
dorsal, sendo que também cada uma dela apresenta padrdes de conectividade
diferentes (Fanselow e Dong, 2010).

A subunidade NR2B do receptor de glutamato NMDA, € mais expressa na
area CA3 do hipocampo esquerdo de camundongos quando comparado com a
mesma regido do hipocampo direito, o que provavelmente explica o motivo de ter
sido observado, neste mesmo estudo, que a informacédo de CA3 para CAl esquerdo
gera mais potenciacdo de longa duracdo (long term potenciation; LTP) quando
comparado com o direito, pois esta subunidade ja foi mostrada como importante
para inducdo de LTP, mostrando uma assimetria também de plasticidade (Kohl et al.,
2011). Também foi observada uma diferenca na expressdo de NR2B em células
piramidais de CA1 entre o hipocampo direito e esquerdo de camundongos (Wu et al.,
2005).

Além disso, Pandis et al. (2006) mostra diferencas na densidade de
receptores NMDA e AMPA, e de algumas de suas subunidades, entre hipocampo
ventral e dorsal.

Uma andlise protedmica de modelo de ratos de epilepsia do lobo temporal
mostrou maior expressdo de proteinas envolvidas na sintese de dopamina do
hipocampo direito (Sadeghi et al., 2017).

Em relacéo a epilepsia, Awerbuch et al. (1988) apresenta dados que indicam
gue pacientes com descargas epileptiformes interictais de origem no lobo temporal
esquerdo tem mais incidéncia de crises generalizadas secundarias.

Quanto as caracteristicas morfolégicas, as imagens de ressonancia
magnética sdo muito Uteis e frequentemente utilizadas para a investigacdo na
epilepsia, pois permitem a distincdo de massa branca e cinzenta e de espacos
contendo fluidos, além de ser mais sensivel e especifica que imagens de tomografia
computadorizada do cérebro (Chavakula e Cosgrove, 2017; Middlebrooks et al.,
2017). E comum a presenca de perda celular extensiva no hipocampo de pacientes
com ELT, assim como em outras regides do sistema limbico, como a amigdala
(Brandt et al., 2004). A ELT e hipocampo séo fortemente associados, sendo a
esclerose hipocampal a alteracdo estrutural mais comumente encontrada nestes

pacientes (Chatzikonstantinou, 2014). A esclerose hipocampal é reconhecida como
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uma das principais causas da resisténcia medicamentosa em pacientes de ELT
(Walker, 2015). Os mecanismos que causam a esclerose hipocampal ainda nao
foram totalmente decifrados, mas sabe-se que crises epilépticas repetidas levam a
morte celular em areas vulneraveis como o hipocampo, e que a apoptose € uma das

vias envolvidas nestes processos de morte (Dericioglu et al., 2013).

[.3) Excitabilidade neuronal

O glutamato é o mensageiro quimico principal para neurotransmissao rapida
(Meldrum, 2000). A liberacdo de glutamato por vesiculas no terminal pré-sinaptico &
acionada pela entrada de célcio na célula devido a um estimulo despolarizante. Sua
liberacdo leva a estimulacdo de seus receptores, causando a ativacdo de cascatas
de sinalizacao pds-sinapticas (Tamminga et al., 2012).

O glutamato liberado na fenda sinaptica, agindo em seus receptores
metabotropicos e ionotrépicos, como o a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), aparenta ter papel crucial na iniciacdo e propagacédo da
atividade epiléptica. A cascata excitatoria em redes de neurbnios glutamatérgicos
excitatérios conectados é considerado o principal mecanismo de hiperexcitabilidade
neuronal (Di Bonaventura et al., 2017).

Receptores AMPA sdo o0s receptores de glutamato ionotrépicos mais
abundantes no cérebro humano localizados na membrana pds-sinaptica, que
medeiam a maioria das transmissdes sinapticas excitatorias rapidas no cérebro,
sendo assim s&@o de extrema relevancia na geracdo e propagacao de atividade
epiléptica. Quatro subunidades, GluR1-4, formam tetrAmeros, que podem ser homo
ou heterotetrameros, sendo o segundo tipo mais comum, para dar origem ao nucleo
funcional do canal idnico (Di Bonaventura et al., 2017; Diering e Huganir, 2018). Na
regido CA1l hipocampal aproximadamente 80% dos receptores AMPA em sinapses
excitatorias sédo do tipo GIuR1/2 (Lu et al., 2009).

A maior parte dos receptores AMPA sdo permeaveis a Na* e K*, mas nédo a
Ca?*. A abertura de canais do receptor AMPA causa despolarizacdo da membrana,
predominantemente devido ao influxo de ions de Na* (Rogawski, 2013). Receptores
AMPA que ndo contém a subunidade GIuR2 apresentam maior permeabilidade ao
calcio durante o estimulo de glutamato. Em modelo de epilepsia cronica em ratos foi

vista que ha uma maior diminui¢cdo proporcional de receptores GIuR1/GIuR2 do que
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de GIuR1/GIuR1, o que torna o neurdnio mais susceptivel a excitotoxicidade
(Egbenya et al., 2018).

Outro componente que contribui para o controle da excitabilidade neuronal é a
Na*, K*-ATPase, que é uma proteina de membrana que tem como principal funcéo a
manutencdo das concentracdes intracelulares de Na* e K*. Ela transporta trés Na*
para fora da célula e dois K* para dentro, com o gasto de uma molécula de
adenosina trifosfato (ATP), mantendo o gradiente eletroquimico que é essencial na
manutencdo do balanco osmaético da célula, do potencial de repouso de membranas
em varios tecidos e de propriedades excitatérias do musculo e células nervosas
(Blanco e Mercer, 1998). Sua disfuncéo ja foi associada com diversas desordens
neurologicas, como doenca de Alzheimer, esquizofrenia, transtornos do humor e
epilepsia (Hunanyan et al., 2018), tendo atividade reduzida ou insuficiente para
manutencdo do balanco ibnico adequado durante e ap0s crises epilépticas, afetando
a recaptacao e o estimulo para liberacdo de glutamato e outros neurotransmissores
gue modulam a excitotoxicidade glutamatérgica (De Lores Arnaiz e Ordieres, 2014).

A Na*, K*-ATPase é expressa em todas as células de tecidos de mamiferos e
€ formada por duas subunidades essenciais: uma a e uma 3. A subunidade catalitica
€ a a, enquanto a B é importante para montagem da enzima funcional e sua
integracdo na membrana plasmatica (Aperia, 2007). Existem 4 diferentes isoformas
da subunidade a (a1- a4). Elas sdo expressas de forma tecido-especifica, sendo que
a subunidade a1 é expressa de forma ubiqua nos tecidos; a2 é expressa em
astrocitos, oligodendrocitos e musculo; a3 é expressa em neurdnios, glandula pineal
e fotorreceptores da retina e a4 é expressa em testiculos (Benarroch, 2011).

Ha também uma terceira subunidade, chamada y (FXYD2), que nao é
necessaria para a fungcdo normal da Na*, K*-ATPase. Esta subunidade é
predominantemente expressa nos rins e tem um efeito funcional nas suas
propriedades de transporte (Blanco e Mercer, 1998; Geering, 2006). Ela diminui a
afinidade aparente da Na*, K*-ATPase por Na* intracelular e modula sua afinidade
aparente por K* externo, dependendo do potencial de membrana (Crambert e
Geering, 2003). Quanto a presenca e funcdo desta subunidade em tecido neural, a
literatura a/presenta poucos esclarecimentos. Estudos mostram que h& presenca de
FXYD2 no hipocampo de camundongos (Kassed et al., 2004) e em alguns neurdénios
do ganglio da raiz dorsal (Wang et al., 2015; Ventéo et al., 2016).
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Estudos sobre as epilepsias descrevem alteracbes na Na*, K*-ATPase. Em
casos de epilepsias focais, pode haver uma diminuicdo na ativacdo da Na*, K*-
ATPase via K* extracelular, o que faz com que os neurdnios continuem disparando o
potencial de acdo (Benarroch, 2011).

Em um modelo de camundongos de epilepsia, Myshkin, h4d uma mutacéo
pontual no gene que expressa a subunidade a3, o que leva a uma proteina inativa.
Esta mutagdo leva a hiperexcitabilidade neuronal, indicando a importancia dessa
subunidade no controle da excitabilidade (Clapcote et al., 2009). A mutacdo E815k,
que causa uma disfuncéo da isoforma a3, leva a um risco aumentado de surgimento
de epilepsia (Helseth et al., 2018). H4 também indicios de que mutacdes na isoforma
a2 (Deprez et al, 2008), assim como camundongos heterozigotos knockout
ATP1A2, a2*- KOE21, que apresentam crises epilépticas espontaneas (Kinoshita et
al., 2016).

Neste contexto, uma disfuncdo nos mecanismo de controle da excitabilidade
neural podem levar a ativacdo sustentada de receptor N-metil D-aspartato (NMDA)
devido as concentracfes anormalmente altas de glutamato, que leva a uma entrada
macica de Ca?* na célula, que ativa diversas enzimas. Estes eventos levam a dano
mitocondrial, aumentando a geracdo de espécies reativas de oxigénio, conduzindo
eventualmente a morte celular por apoptose. O déficit de energia também contribui
para o processo degenerativo, perpetuando a despolarizacdo da membrana,
cortando suprimento de energia para a Na*, K*-ATPase e mantendo o receptor
NMDA em estado ativo, o que leva a excitotoxicidade (Figura 3) (Lorigados et al.,
2013).
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Figura 3. Mecanismos de excitotoxicidade. Constante ativacdo de receptores de glutamato leva ao
aumento de Ca?* intracelular, que desencadeia mecanismos de morte celular (Lorigados et al., 2013).

Além de sua funcdo na resposta mais imediata na célula, funcionando como
uma bomba ibnica, a Na*, K*-ATPase também pode funcionar como receptor e
transdutor de sinais através de interacBes do tipo proteina-proteina. Como por
exemplo, quando a ouabaina se liga a subunidade a1 vias de sinalizacdo, como
PI3K/Akt e PLC/PKC, podem ser ativadas (Liu et al., 2018). Um outro exemplo é a
possivel ativacdo de IP3R, permitindo saida de Ca?* do reticulo endoplasmatico para
o citosol (Aperia, 2007), e sabe-se que Ca?* intracelular em excesso pode ser toxico
(Pinton et al., 2008).

I.4) Apoptose

A apoptose ocorre durante o desenvolvimento e envelhecimento e como
mecanismo homeostatico para manter a populacdo celular em tecidos, mas pode
também ocorrer como forma de defesa contra reacfes imunes, ou quando a célula
esta danificada além do reparo. Seus mecanismos sdo complexos e sofisticados e

envolvem uma cascata molecular de eventos com gasto de energia. Ha duas vias
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principais: a via intrinseca (ou mitocondrial) e a via extrinseca (ou via por receptor de
morte) (Figura 4) (Elmore, 2007).
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Figura 4. Vias intrinseca e extrinseca da apoptose e como se comunicam (adaptado de Orrenius et
al. (2003)).

Existem evidéncias de que a atividade de vias apoptéticas se mantem,
mesmo apds o periodo principal de morte celular seguindo o dano inicial, entrando
também na epileptogénese (Henshall e Simon, 2005).

De acordo com Li et al. (2018) crises epilépticas recorrentes causam morte
neuronal através de apoptose e necrose, além de levar a um déficit de memoria
progressivo. Os mecanismos que levam a morte celular causada por crises
epilépticas podem envolver a ativacdo exacerbada de receptores de glutamato,
levando a um aumento indevido das concentracdes de Ca?* intracelulares, levando a

ativacao de vias de morte celular (Henshall e Murphy, 2008).
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[.4.1) Via Intrinseca

A via intrinseca € desencadeada pela perturbacdo da homeostase de
organelas intracelulares ou dano no DNA. Diversos gatilhos sdo possiveis como
niveis de Ca?* intracelular elevados, radicais livres e interacées de proteinas da
familia Bcl-2 (reguladoras pré e anti-apoptoticas) (Henshall, 2007).

De acordo com Waldbaum e Patel (2010) o estresse oxidativo e a disfuncao
mitocondrial sdo fatores chaves, que nao sé resultam de crises epilépticas, mas
podem também contribuir para epileptogénese. A mitocondria tem papel celular
chave na producédo de energia, mas sua importancia vai além disso, pois também
controla a apoptose em certas situacdes (Zhou et al., 2018). Ela também €é uma
fonte importante de producdo de espécies reativas de oxigénio durante crises
epilépticas, além de ser um alvo proeminente de danos causados por espécies
reativas de oxigénio (Shekh-Ahmad et al., 2019). Também € critica para a
excitotoxicidade e morte celular, que de forma independente contribuem para a
perda celular hipocampal (Waldbaum e Patel, 2010).

A mitocbndria sofre mudancas em estrutura e funcdo quando a apoptose é
estimulada e faz parte de sua via intrinseca. A ativacdo desta via induz a
permeabilizagdo da membrana mitocondrial, e a formagdo de poros na sua
membrana permite a liberacao de fatores apoptoticos para o citosol, como citocromo
c, dentre outros (Cosentino e Garcia-Saez, 2014).

O citocromo ¢ mitocondrial, uma proteina soltvel de 14kDa (Alvarez-Paggi et
al.,, 2017), normalmente se localiza nos espacos nas cristas da membrana
mitocondrial interna (Ow et al., 2008). Tem como funcdo priméaria o transporte de
elétrons (Babbitt et al., 2015), porém, também pode ter um papel significativo na
apoptose (Liu et al., 1996). Uma vez liberado no citoplasma, o citocromo c se liga ao
fator de ativacdo de apoptose 1 (Apaf-1), fazendo com que a pré-caspase-9 seja
recrutada por complexos heptaméricos da Apaf-1, formando o apoptossoma,
seguido da ativacado da caspase-9, que por sua vez ativa as caspases 3 e 7 (Tait e
Green, 2013).

As caspases sdo uma familia de proteases que, na maioria dos casos, cliva
seus substratos em residuos de aspartato. A clivagem de seus substratos leva a
mudancas importantes na célula como fragmentacdo de DNA, exposicdo da
fosfatidilserina na superficie celular e formacdo de vesiculas apoptéticas (Julien e

Wells, 2017). As caspases sao classificadas de acordo com similaridades estruturais
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e funcionais, sendo separadas em caspases inflamatérias e caspases apoptoticas. O
grupo de caspases inflamatérias consiste das caspases 1, 4, 5 e 12. As caspase
apoptoticas se subdividem em iniciadoras e efetoras. As iniciadoras, 2, 8, 9 e 10, séo
caracterizadas por prodominios longos. Dependendo do insulto, caspases
iniciadoras especificas sdo ativadas e, por sua vez, clivam caspases efetoras,
ativando-as. As caspases efetoras sdo as caspases 3, 6 e 7, caracterizadas por um
prodominio curto. Estas levam a morte, pois tém como alvo proteinas housekeeping
e estruturais essenciais na célula (Songane et al., 2018).

A localizacao intracelular das caspases € altamente regulada tanto na forma
de zimogénio, quanto na forma processada. A pro-caspase 3 pode ser encontrada
em fracao citosolica e mitocondrial, 7 e 8 somente no citosol e 2 em fragao citosodlica,
mitocondrial e nuclear. Ja em suas versdes clivadas, foi visto que caspases 3,8 e 9
estdo presentes no citosol, 3 na fracdo mitocondrial, 7 na fragdo microssomal e 2 e 3
em fracdo nuclear (Zhivotovsky et al., 1999).

Com a permeabilizacdo mitocondrial, também séo liberados os inibidores de
proteinas apoptoticas (IAPs), second mitochondria-derived activator  of
caspases/direct inhibitor of apoptosis (Smac/DIABLO) e high-temperature-
requirement protein A2 (HtrA2/Omi), que entdo, facilitam a ativacdo de caspases,
pois impedem a acédo do IAP (Tait e Green, 2013).

A permeabilizagdo da membrana mitocondrial pode permitir também a saida
para o citosol de proteinas mitocondriais da via intrinseca independente de caspase
(Tait e Green, 2013). Um exemplo é a liberacdo do fator indutor de apoptose
(Apoptosis-inducing factor; AIF), que é uma proteina inicialmente expressa com 67
kDa, que € entdo importada para a mitocbndria e processada para sua forma
madura com 62 kDa. Ela se encontra na membrana interna da mitocondria, exposta
principalmente para o espaco intermembranas. Durante a morte celular, o AlF é
clivado por calpaina (ativada por niveis elevados de Ca?*), liberando um fragmento
pré-apoptético de 57 kDa no citosol, que por sua vez, transloca para o nucleo, onde
€ capaz de causar a fragmentacdo de DNA e a condensacdo de cromatina
(Orrenius et al., 2015; Bano e Prehn, 2018).

1.4.2) Via Extrinseca
A via extrinseca é iniciada pela ligacdo de um ligante de morte, como por

exemplo o fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor; TNF), a um receptor de
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morte localizado na superficie da célula. Esta ligacdo leva ao recrutamento da
proteina dominio de morte associada a Fas (FADD), o que leva a ativacdo de proé-
caspase-8, que por sua vez inicia um processamento auto catalitico, gerando sua
forma ativa: caspase-8. Uma vez ativada, a caspase 8 ativa caspases efetoras,
como caspase-3, atraveés de clivagem proteolitica ou indiretamente, através da
clivagem de Bid (Fricker et al., 2018).

Crises epilépticas fazem com que TNFa seja liberado, ativando o receptor de
TNF 1 (TNFR1), podendo induzir morte celular por apoptose. Crises epilépticas que
causam danos ao hipocampo induzem a formagéo de complexo de sinalizacdo de
TNFR1, incluindo FADD e possivelmente, a ativacdo de caspase-8. A ativacao de
caspase 8 pode preceder a disfuncdo mitocondrial apds crises epilépticas em ratos,
enguanto a sua inibicdo tem efeito neuroprotetor (Yamamoto et al., 2006).

As vias intrinsecas e extrinsecas podem agir de forma isolada, em certas
circunstancias a via extrinseca pode necessitar de amplificacédo de sinal de morte via
mitocdndria, como € o caso de células do tipo Il (aquelas em que a quantidade de
caspase-8 € insuficiente para ativar caspase-3 por conta prépria) nestas células,
caspase-8 cliva Bid, proteina pré-apoptética da familia Bcl-2, que é dirigida para a
mitocondria e desencadeia a clivagem de caspase-3 (Barnhart et al., 2003; Lombard
et al., 2005).

1)) Justificativa

Além da assimetria relacionada a morfologia e a funcéo, foi demonstrado
também que ocorrem diferencas moleculares, quando se considera a lateralidade e
as regides hipocampais. Em relacdo a epilepsia, alteracdes também ja foram
observadas entre as epilepsias do lobo temporal com inicio ictal a direita e a
esquerda.

Neste contexto, o estudo das possiveis diferencas a nivel molecular no
hipocampo, considerando a lateralidade do inicio ictal e as suas regides, torna-se
interessante, pois apresenta possibilidade da descoberta de caracteristicas que
justifiguem maior predisposi¢cdo a ictogénese e a danos em regides especificas e
desta forma poderia fomentar a investigacdo sobre a produgcdo de farmacos mais
especificos, que contribuam para diminuir os altos indices de farmacorresisténcia na

Epilepsia do Lobo Temporal.
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[1.1) HipGtese

A epilepsia altera o controle da excitabilidade neural, promovendo a
potencializacdo dos fatores de morte celular que cursam com a apoptose,
favorecendo a esclerose hipocampal. A hipOtese deste estudo considera que as
alteracdes supracitadas podem se manifestar de forma assimétrica entre os lados e

as regides do hipocampo.

) OBJETIVOS
[11.1) Objetivo geral
Avaliar a diferenca em parametros morfolégicos e fatores moleculares
relacionados a excitabilidade e a apoptose neural, em regides hipocampais de

pacientes com ELT submetidos ao tratamento cirdrgico.

[11.2) Objetivos especificos
Avaliar os seguintes parametros, considerando a lateralidade do inicio ictal e

as regides do hipocampo:

1. Andlise morfoldgica:
e Volume hipocampal total,
e Volume da cabeca hipocampal;

¢ Volume da cauda hipocampal.

2. Analise molecular:

¢ Quantificar expressdo de GIuR1, para avaliar a expressdo do receptor de
glutamato AMPA, proteina envolvida na excitabilidade;

¢ Quantificar expressdo de Na*, K*-ATPase (subunidades a1, a2, a3 e FXYD2),
para avaliar proteinas envolvidas na excitabilidade;

e Quantificar expressao de citocromo c, para avaliar a via de apoptose
intrinseca dependente de caspase;

e Quantificar expressdo de AIF, para avaliar a via de apoptose intrinseca,
independente de caspase;

e Quantificar expressdo de caspase-8, para avaliar a via de apoptose

extrinseca;
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e Quantificar expressdo de caspase-3, para avaliar a via de ativacdo da
apoptose dependente de caspase;

3. Correlacionar os fatores morfolégicos com os fatores moleculares.

IV) MATERIAL E METODOS
IV.1) Pacientes

Foram incluidos no estudo pacientes com ELT resistentes ao tratamento
medicamentoso, maiores de 18 anos, aos quais foram indicados tratamento cirdrgico
pela equipe do NATE do Hospital Felicio Rocho, localizado em Belo Horizonte, no
periodo de 2016 a 2019. Foram excluidos pacientes de reoperacéo, pois a amostra
de tecido destes pacientes é somente das bordas das estruturas, e com outras
patologias neurolégicas associadas, como tumores, que poderiam alterar o0s
parametros analisados.

Neste projeto foram utilizados, para a andlise morfolégica, os exames pré-
operatérios de Ressonancia Magnética e parte do tecido removido pelo
procedimento cirargico foi usada para a analise molecular. Além disso, foram
coletados os seguintes dados dos prontuarios dos pacientes: género, idade e a
lateralidade da zona de inicio ictal da epilepsia.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: aqueles operados a esquerda e
aqueles operados a direita, considerando o lado em que ha o inicio ictal. Para cada
um desses grupos foram feitas as analises morfoldgicas e moleculares, subdividindo

ainda os dados em cabeca do hipocampo e cauda do hipocampo (Figura 5).
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Figura 5. Esquema do delineamento experimental.

IV.1.1) Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelas comissdes de ética da UFSJ (CAAE:
54549816.0.0000.5545) e do Hospital Felicio Rocho (CAAE: 54549816.0.3001.5125)
(Anexo 1). Todos os pacientes candidatos a cirurgia foram convidados a participar
da pesquisa. Foi solicitado o acesso aos dados clinicos que estdo arquivados no
NATE e permissao para a utilizagdo de uma parte do tecido removido durante a
cirurgia para a realizacdo dos testes moleculares. Foi assegurado ao paciente que
nao seria removido material bioldégico a mais para este estudo. A confidenciabilidade
destas informacdes foi assegurada aos pacientes. Os pacientes foram incluidos no
projeto apés assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

IV.2) Anélise morfologica

Imagens de ressonancia magnética pré-cirirgicas dos pacientes, obtidas em
equipamento de 1,5 Tesla, em corte coronal, em T1, foram utilizadas para a
quantificacdo do volume hipocampal e de suas subareas, cabeca e cauda de ambos
os lados dos hemisférios encefalicos.

Foi usado um protocolo de segmentacéo hipocampal manual, realizado em
triplicata para cada fatia (espessura de 3,5mm) e o software Osirix™ (Figura 6), para

calcular a média do volume total do hipocampo e de suas regides de cabeca e
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cauda. Os limites para segmentacdo da cabeca hipocampal estabelecidos foram
amigdala (dorsal) matéria branca do giro para-hipocampal (ventral), amigdala, giro
do cortex entorrinal e liquido cefalorraquidiano (medial) e amigdala, liquido
cefalorraquidiano, matéria branca do lobo temporal (lateral). Ja os limites da cauda
hipocampal estabelecidos foram liquido cefalorraquidiano (dorsal), matéria branca do
giro parahipocampal (ventral), matéria branca parahipocampal, liquido
cefalorraquidiano, indusium griseum (medial) e liquido cefalorraquidiano (lateral)
(Kivisaari et al., 2013).
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Figura 6. Segmentagdo manual no software Osirix™. Ressonancia Magnética em plano coronal
indicando o hipocampo esquerdo ja segmentado com contorno.

IV.3) Anélise molecular

Amostras de tecido retiradas durante as cirurgias dos tipos, temporal seletiva
e standard, de pacientes de ELT foram recolhidas com uma pin¢a. Foram coletadas
separadamente cabeca e cauda hipocampal, as quais foram transportadas de Belo
Horizonte a Divinopolis em gelo seco e armazenadas em tubos eppendorf a -80°C
até o momento em que foram preparadas para a realizacdo dos testes moleculares.
Foi feita a avaliagdo do extrato total, onde foi quantificada a expresséao de GluR1,
subunidades al, a2, a3 e FXYD2 da Na*, K*-ATPase, citocromo c, AlF, caspase 8 e

caspase 3 por western blot.
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IV.3.1) Preparacdo da amostra

Para a obtencdo de extrato total, as amostras foram homogeneizadas em
homogeneizador do tipo Potter (MA099, Marconi), em tampéo (Tris-HCI 10 mM pH
7,4, sacarose 320 mM, EDTA 0,5 mM e MgCl. 1 mM, coquetel inibidor de protease
10%), em velocidade maxima, ou de forma manual com uso do pistilo do mesmo
homogeneizador, determinado pelo tamanho da amostra, onde amostras maiores
foram maceradas de forma automatica e as menores de forma manual, de 6 a 20
vezes, de acordo com 0 nuUmero necessario para macerar todo o tecido e produzir o
minimo possivel de espuma. O volume de tampao utilizado pelo peso de
cada amostra segue a razao 5:1.

A dosagem de proteinas totais foi feita utilizando a metodologia colorimétrica
de Bradford, com albumina sérica bovina (BSA) como padréo (Bradford, 1976).

IV.3.2) Quantificacdo de proteinas por western blot

As amostras foram preparadas em tampédo de amostras (Tris-HCI 0,125 mM
pH 6,8, azul de bromofenol 0,004%, 2-mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, e SDS 4%)
e adgua destilada para uma mesma quantidade de proteinas. Vinte ou oitenta ug de
proteinas foram aplicadas em gel de poliacriiamida de 10 ou 12,5% para
eletroforese. A eletroforese se deu a 90V, por cerca de 15 minutos iniciais e 100V
por aproximadamente 2 horas. Em seguida, a transferéncia para a membrana de
nitrocelulose foi feita por transferéncia semi-seca (Trans-blot SD Semy-dry transfer
cell, BioRad, USA), a 25V por 30 minutos. Entdo, as membranas foram coradas com
solucdo de vermelho de Ponceau para verificar a eficacia da transferéncia. Em
seguida, as membranas foram bloqueadas com solucéo de leite desnatado 5% por
uma hora e incubadas com anticorpo primario overnight a 4°C.

Os anticorpos primarios utilizados estao listados na Tabela 1. A incubacgéo
com anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 2 horas se deu ap0s cinco
lavagens de 5 minutos com T-TBS (Tris-Base 100 mM, NaCl 0,9% e Tween 0,1%).
As espécies imunorreativas foram  visualizadas pelo processo de
quimioluminescéncia, utilizando mistura de 2 solug¢des (solugdo 1: tris 100 mM pH
8,5, luminol 2,5 mM e &cido p-cumérico 0,396 mM; solugéo 2: tris 100 mM pH 8,5 e
H202 0,06%). A revelacdo das membranas foi realizada em fotodocumentador (L-PIX

CHEMI, Loccus Biotecnologia). A normalizagdo das proteinas foi feita através da
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divisdo do valor encontrado de expressdo das proteinas alvo pelo valor da
quantificacdo de B-actina, de expressdo constitutiva na célula, para evitar que
possiveis erros na concentragdo proteica adicionada ao gel de eletroforese interfiram
nos resultados obtidos.

Tabela 1. Anticorpos usados no western blot.

Anticorpo Diluicao # catélogo Fabricante
anti-AlF 1:500 SC-13116 Santa Cruz
anti-caspase-8 1:250 SC-81656 Santa Cruz
anti-caspase-3 1:250 SC-56053 Santa Cruz
anti- B-actina 1:500 SC-81178 Santa Cruz
anti-isoforma al 1:200 SC-21712 Santa Cruz
anti-isoforma a2 1:250 CSB-PA020068 Cusabio
anti-isoforma a3 1:1000 MA3-915 Invitrogen
anti-FXYD2 1:250 SC-81876 Santa Cruz
anti-citocromo C 1:1000 #11940 Cell Signaling
anti-GluR1 1:1000 AB-1504 Millipore
anti-mouse 1:2000 SC-516102 Santa Cruz
anti-rabbit 1:4000 SC-2357 Santa Cruz

As bandas imunorreativas foram quantificadas por densitometria através do
programa ImageJ 1.51 (National Institute of Health, USA), onde o background foi
subtraido utilizando a metodologia descrita por (Gallo-Oller et al., 2018) na qual o
background para cada imagem foi criado através da funcédo “subtrair background”
com a opgao “criar background — ndo subtrair’ ativa, em um valor onde as bandas
sumiam e somente o background fica visivel. A partir dai foi usada a funcéo

“calculadora de imagem” para subtrair o background da imagem original.

IV.4) Analise estatistica

O programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, USA) foi utilizado na
analise dos dados e geracéo de graficos. Para os dados com distribuicdo normal, de
acordo com o teste de normalidade D’Agostino-Pearson, foi utilizado o teste t de
Student. Para os dados com distribuicdo ndo gaussiana foram usados os teste

Kruskal-Wallis. Os valores foram considerados estatisticamente significantes quando
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p<0,05. Os dados de volumetria foram representados como média + erro padrdo da
média (EPM). Os resultados de quantificacdo proteica estdo expressos como
mediana (Q1 [quartil 1; 25%]; Q3 [quartil 3; 75%)]).

Com auxilio do mesmo programa também foram realizados o teste t one
sample, para comparar os valores de média obtidos na volumetria hipocampal com
valores obtidos da literatura para hipocampos de individuos sem alteracdes
neurolégicas, ou seja, a média da populacdo geral. O coeficiente de correlagdo de
Spearman foi determinado para avaliar a relacdo entre as variaveis volumetria

hipocampal e a expressao das proteinas.

V) RESULTADOS E DISCUSSAO
V.1) Pacientes

Considerando todos dos quais foram obtidas as imagens de ressonancia
magnética e/ou amostra de tecido, ha um total de 18 pacientes. De 6 pacientes (3
operados a esquerda e 3 a direita) foram obtidas tanto imagens de ressonancia
magneética, quanto amostras de tecidos. De 9 deles, sendo um operado a direita e 8
a esquerda, obtivemos somente imagens de ressonancia magnética. De 3 pacientes,
1 operado a direita e 2 a esquerda, foram obtidas somente amostra de tecido.
Imagens de ressonancia magnética de 15 pacientes foram usadas e amostras de 9
pacientes foram usadas para as analises moleculares. Os nameros de pacientes
ELTD e ELTE e médias de idade na data da cirurgia constam na Tabela 2.

A amostra é composta por adultos considerados jovens (Carvalho et al.,

2010), e com uma média homogénea de idade entre 0s grupos.

Tabela 2. Dados dos participantes total da amostra, analise morfolégica e analise molecular.

Total Morfologia Molecular

‘ ELTE ELTD ELTE ELTD ELTE ELTD
Participantes‘ 13 (72%) 5(28%) | 11(735) 4 (27%) | 5(56%) 4 (27%)
Médialdades‘ 39,1+2,7 38,5+3,9 | 39,3+2,9 38,5¢3,9 | 29,6+1,8 37,8+3,4

V.2) Analise morfolégica

Inicialmente foi feita a medida do volume do hipocampo total, e,
separadamente, cabeca e cauda hipocampais, de pacientes operados a esquerda
(ELTE) e a direita (ELTD).
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V.2.1) Comparacdao intragrupo de pacientes ELTE

Comparando os volumes do hipocampo total (n=11) esquerdo e direito de
pacientes ELTE é possivel notar que o hipocampo esquerdo é significativamente
menor (p<0,05). Os valores obtidos foram: hipocampo total esquerdo 2,13 + 0,12
cms3 e direito 2,91 £ 0,14 cm3 (Figura 7A). O mesmo ocorre para o volume da cabeca
hipocampal em paciente com ELTE (Figura 7B), onde tem-se: esquerdo 0,83 + 0,08
cm? e direito 1,25 + 0,07 cm3. Comparando os volumes da cauda hipocampal
esquerda e direita em pacientes ELTE (Figura 7C) tem-se: esquerda: 0,48 + 0,04
cm? e direita: 0,64 + 0,07 cm3.

Ha uma alteracdo estrutural no hipocampo total nestes pacientes, cabeca e
cauda, onde o lado do inicio ictal, esquerdo neste caso, apresenta volume
significativamente menor que no lado direito. Isto era esperado, uma vez que o lado
esquerdo € o lado afetado nestes pacientes, e geralmente o lado ipsilateral

apresenta atrofia mais proeminente (Duarte et al., 2018).
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Figura 7. Volume hipocampal esquerdo e direito de pacientes ELTE. (A) Volume hipocampal total; (B)
volume cabega hipocampal (C) volume cauda hipocampal. n=11. *p<0,05 Teste t de Student pareado.
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De fato, o volume do hipocampo direito de um individuo saudavel é
naturalmente um pouco maior que o esquerdo, uma média de 3120 mms3 e 3060 mm3
respectivamente (Boccardi et al., 2015). Desta forma, considerando que a atrofia
hipocampal é comumente assimétrica entre os lados e as regides e pode ser
unilateral ou bilateral na epilepsia, comparou-se os dados obtidos aos dados da
literatura, também obtidos através de segmentacdo manual, para investigar se de
fato houve atrofia hipocampal & esquerda e se o hipocampo contralateral, a direita,
também teria sido acometido. Para as regides estudadas, dado da literatura indica
que o volume de cabeca hipocampal esquerda é de 1,350 cm3 e direita de 1,317
cms3. Ja para cauda hipocampal dado da literatura indica que o volume a esquerda é
de 0,790 cm?3 e direita de 0,823 cm? (Bartel et al., 2017). Utilizando o teste t One
Sample para comparar os valores que encontramos com o0s valores estimados da
literatura (Tabela 3), observamos que o hipocampo esquerdo total, a cabeca
esquerda e a cauda esquerda, apresentam diminuicdo de 30,4%, 37,1% e 39,2%,
respectivamente, quando comparado com a literatura, enquanto o hipocampo direito
total e cabeca direita ndo apresentam alteragOes. Estes resultados demonstram que
ha reducdo no volume hipocampal total e das regibes analisadas no lado afetado
pela epilepsia comparando com dados de individuos que ndo apresentam atrofia
hipocampal. Porém, o teste apontou uma diferenca também na cauda hipocampal
direita, de 21,9% em relacdo ao valor da literatura, mostrando que mesmo que o
lado do inicio ictal seja esquerdo, a cauda direita também foi afetada, levando a sua

atrofia.

Tabela 3. Volume do hipocampo total e de suas regibes. p-valor obtido no teste t One Sample
comparando os resultados deste trabalho em pacientes ELTE com os da literatura. *p<0,05 (Boccardi
et al., 2015; Bartel et al., 2017).

Regido Valor da literatura  Valor obtido p-valor
(cms3) (cm?)

Hipocampo total esquerdo 3,06 2,13 <0,0001*
Hipocampo total direito 3,12 2,91 0,16

Cabeca hipocampal esquerda 1,32 0,83 0,0001*
Cabeca hipocampal direita 1,35 1,25 0,17

Cauda hipocampal esquerda 0,79 0,48 <0,0001*
Cauda hipocampal direita 0,82 0,64 0,03*
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V.2.2) Comparacdao intragrupo de pacientes ELTD
Comparando-se o volume dos hipocampos esquerdo e direito (n=4) em

paciente ELTD (Figura 8A) tem-se: hipocampo total esquerdo: 3,28 + 0,15 cm? e
direito: 2,36 + 0,19 cm3. Quanto ao volume da cabeca do hipocampo esquerda e
direita em pacientes ELTD (Figura 8B) tem-se: cabeca hipocampal esquerda: 1,49 +
0,15 cm3 e direita: 0,96 + 0,07 cm3. Ja a média do volume da cauda esquerda e
direita do hipocampo em pacientes ELTD (Figura 8C) tem-se: cauda hipocampal
esquerda: 0,66 + 0,06 cm3 e direita: 0,50 + 0,03 cm3.

E possivel notar que o hipocampo direito total e cabeca hipocampal
apresentaram diminuicdo em relacdo ao volume contralateral, mostrando mais uma
vez que o lado de inicio ictal foi mais afetado. Porém, n&o ha diferenca no volume da

cauda hipocampal direita em relacdo a esquerda.
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Figura 8. Volume do hipocampo esquerdo e direito de pacientes ELTD. (A) Volume hipocampal total;
(B) volume cabeca hipocampal (C) volume cauda hipocampal. n=4. *p<0,05 Teste t de Student

pareado.
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Utilizando o teste t One Sample para comparar os valores obtidos com os
valores da literatura citados anteriormente (Tabela 4), observamos que o hipocampo
direito total, cabeca direita e cauda direita apresentam diminuicdo de 24,3%, 28,8%
e 39,0%, respectivamente, quando comparados com a literatura, enquanto o
hipocampo esquerdo total, cabeca esquerda e cauda esquerda ndo apresentam
diferenca. Estes resultados corroboram o indicativo de que ocorreu atrofia
hipocampal no lado do inicio ictal. Além disso, indicam preservacado da estrutura do

hipocampo contralateral.

Tabela 4. Volume do hipocampo total e de suas regifes. p-valor obtido no teste t One Sample
comparando os resultados deste trabalho em pacientes ELTD com os da literatura. *p<0,05 (Boccardi
et al., 2015; Bartel et al., 2017).

Regiao Valor da literatura Valor obtido p-valor
(cm?) (cm?)
Hipocampo total esquerdo 3,06 3,28 0,23
Hipocampo total direito 3,12 2,36 0,03*
Cabeca hipocampal esquerda 1,32 1,49 0,33
Cabeca hipocampal direita 1,35 0,96 0,01*
Cauda hipocampal esquerda 0,79 0,66 0,13
Cauda hipocampal direita 0,82 0,50 0,0014*

Considerando que nos pacientes ELTE vimos, além da atrofia do lado de
inicio ictal, uma atrofia na cauda contralateral, o que nao foi observado em pacientes
ELTD, estes pacientes poderiam apresentar um maior déficit funcional, pois
apresentam danos no hipocampo contralateral também. De fato, estudos do nosso
grupo de pesquisa mostram maior comprometimento em testes neuropsicolégicos de
pacientes com ELTE (dados ndo mostrados).

Outra caracteristica interessante observada neste estudo foi a atrofia de
cauda direita no grupo de inicio ictal a esquerda. De fato, a literatura indica uma
facilitacdo de generalizagdo secundéaria quando o inicio da crise esta a esquerda
(Fakhoury et al., 1994). Este fato pode justificar uma facilitacdo de recrutamento e
les&o de estruturas contralaterais quando o inicio ictal é a esquerda.

Com base nos resultados, que indicam que ha assimetria morfoldgica, pois 0s

pacientes com ELTE apresentaram ndo sO atrofia no lado do inicio ictal, mas
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também contralateralmente, indicando maior extensdo da lesdo e mais morte celular
nestes pacientes do que em pacientes ELTD, investigamos também se ha diferencas
moleculares considerando a expressao de fatores apoptoéticos e excitatérios em

pacientes com ELT.

V.3) Analise molecular

A quantificag@o das proteinas de interesse foi realizada pela técnica de western
blot. Segue abaixo a expressédo gréafica dos dados através do box plot e em seguida
uma tabela com a inclusdo dos valores das medianas (Q1 [quartil 1; 25%]; Q3
[quartil 3; 75%]).

A expressdo da subunidade GIuR1 do receptor AMPA foi mensurada em

regides hipocampais de pacientes ELTE e ELTD (Figura 9).
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Figura 9. Expressédo da subunidade GLURL1 do receptor AMPA. Figura representativa do western
blot (cima); analise densitométrica para proteina de interesse/Actina (baixo). Teste Kruskal-Wallis,
p>0,05. Cabeca ELTE e ELTD n=4; cauda ELTE n=6 e cauda ELTD n=4.

A expressao da subunidade a — isoformas a1 (Figura 10A), a2 (Figura 10B),
a3 (Figura 10C) - e FXYD2 (Figura 10D) também foram quantificadas em pacientes
ELTE e ELTD.
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Figura 10. Expresséo de subunidades da Na*,K* ATPase. Figura representativa do western blot
(cima); analise densitométrica para proteina de interesse/Actina (baixo). (A) isoformas a1; (B)
isoformas a2; (C) Isoforma a3; (D) FXYD2. Teste Kruskal-Wallis, p>0,05. Cabeca ELTE n=4;
cauda ELTE n=6; cabeca ELTD n=4; cauda ELTD n=4 (B e D). Cabeca ELTE n=5; cauda ELTE
n=6; cabe¢ca ELTD n=4; cauda ELTD n=3 (A e C).

Além disso, foi feita a analise da expressao de proteinas da via apoptética,
sendo elas AIF (proteina da via intrinseca independente de caspases; Figura 11A),
citocromo c (proteina da via intrinseca; Figura 11B), caspase 8 (via extrinseca,;

Figura 11C), caspase 3 (Figura 11D).
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Figura 11. Expressado de proteinas da via de apoptose. Figura representativa do western blot
(cima); andlise densitométrica para proteina de interesse/Actina (baixo). (A) AlIF (Cabeca ELTE n=5;
cauda ELTE n=6; cabeca ELTD n=4; cauda ELTD n=3); (B) Citocromo c; (C) Caspase 8; (D) Caspase
3. Teste Kruskal-Wallis, p>0,05. Cabeca ELTE n=4; cauda ELTE n=6; cabe¢a ELTD n=4; cauda ELTD

n=4.

As proteinas analisadas apresentaram valores semelhantes na expressao

entre os pacientes operados a esquerda e a direita, € a0 comparar expressao em

cabeca e cauda hipocampal (Tabela 5).
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Tabela 5. Expressdo das proteinas de interesse em pacientes ELTE e ETLD. Expressdao em
pacientes ELTE e ELTD nas regides de cabeca e cauda hipocampais. Os valores aqui mostrados
foram normalizados para [(-actina e estdo representados como mediana (Q1 [quartil 1; 25%]; Q3
[quartil 3; 75%]).

ELTE ELTD
Proteina Cabecga Cauda Cabecga Cauda Figura
GluR1 0,50 (Q10,24; 0,84 (Q10,40; 0,43(Q10,32; 1,41 (Q10,67; 9

Q3 1,00) Q3 1,35) Q30,58) Q3 2,13)

al 1,78(Q10,80; 0,79(Q10,33; 0,86(Q10,61; 4,18(Q10,08; 10A
Q3 3,68) Q31,53) Q3 1,35) Q3 6,48)

a2 0,60 (Q10,26; 0,41(Q10,32; 0,65(Q10,36; 0,51(Q10,37; 10B
Q3 0,99) Q3 1,56) Q3 1,48) Q30,77)

a3 2,68 (Q10,76; 1,06(Q10,34; 1,28(Q10,93; 1,91 (Q10,06; 10C
Q3 5,47) Q3 1,54) Q3 1,49) Q3 3,53)

FXYD2 0,67 (Q10,43; 0,93(Q10,64; 0,71(Q10,39. 0,70 (Q10,51; 10D
Q3 1,10) Q3 2,35) Q3 2,24) Q3 0,99)

AlF 0,66 (Q10,49; 1,47(Q11,04; 1,02(Q1L0,61; 1,65(Q11,27, 11A
Q30,68) Q3 2,98) Q3 1,26) Q32,29

Citocromo | 0,47 (Q10,37 1,14(Q10,38; 0,63(Q10,33; 0,92 (Q10,45; 11B
C Q3 0,80) Q31,51) Q3 1,80) Q31,76

Caspase 8 | 0,62 (Q10,56; 1,30(Q10,69; 1,30(Q10,40; 0,73(Q10,23; 11C
Q3 0,86) Q3 2,42) Q3 2,00) Q31,71

Caspase 3 | 0,64 (Q10,36; 0,47 (Q10,19; 0,93(Q10,36; 1,12(Q10,69; 11D
Q3 1,08) Q3 2,28) Q31,87) Q31,72)

Considerando as alteragbes moleculares, para este estudo foram

BN

selecionadas proteinas relacionadas a excitabilidade, excitotoxicidade e morte
neuronal, as quais ha evidéncias da relacdo destas e a ocorréncia ou a
predisposicao as epilepsias.

Este estudo € pioneiro quanto a investigacdo de diferencas moleculares, em
tecido hipocampal humano, considerando a lateralidade do inicio ictal (ELTD e
ELTE) e diferentes regidbes do hipocampo. De forma abrangente, a metodologia
empregada indicou expressdo semelhante de todas as proteinas nos grupos
investigados.

Receptores AMPA sao os receptores de glutamato ionotropicos localizados na
membrana pos-sindptica, de extrema relevancia na geracdo e propagacdo de

atividade epiléptica (Di Bonaventura et al., 2017). Ja foi mostrado um aumento da
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expressdo da subunidade GIuR1 em hipocampo de pacientes epilépticos comparado
com tecido de autdpsias de pessoas sem condi¢cdes neuroldgicas, o que pode alterar
a neurotransmissdo excitatéria mediada por glutamato e contribuir para o processo
de epileptogénese no hipocampo (Mathern et al., 1998). Porém, ao comparar sua
expressdo em regibes hipocampais de pacientes com inicio ictal a direita ou a
esquerda observou-se expressdo semelhante desta proteina, o que indicaria que
ndo ha maior susceptibilidade a excitabilidade ou a excitotoxicidade em um grupo
especifico, ndo decorrente da diferenca na expressao desta subunidade dos canais
AMPA.

Receptores AMPA podem ser internalizados em resposta a diversos estimulos
extracelulares (Carroll et al., 2001). A quantificacdo foi feita em preparacdo de
extrato total e ndo preparacdo de membrana, sendo assim, é possivel que haja
diferenca nos niveis do receptor AMPA entre 0s grupos quando se analisa somente
0 que esta presente na membrana plasmatica. Também seria interessante analisar a
proporcdo da subunidade GIuR1 em relacdo a GIluR2 para investigar possiveis
aumentos da subunidade GIuR1 em relacdo a GIuR2, o que permitiria maior entrada
de Ca?* na célula (Egbenya et al., 2018).

No cérebro, a atividade da Na*, K*-ATPase contribui para a manutencéo do
gradiente eletroquimico neuronal (Stahl e Harris, 1986). Consequentemente,
mudancas na atividade da Na*, K*-ATPase afetem diretamente também a atividade
neuronal (Moseley et al., 2007).

Embora Deprez et al. (2008) mostre que mutagdes na subunidade a2, que
causam perda ou alteram funcdo da enzima podem levar a epilepsia, nenhuma das
subunidades a da Na*, K*-ATPase apresentaram diferenca de expressao nos grupos
analisados. Porém, ha ainda a possibilidade da atividade da enzima ser diferente
entre 0s grupos e regides, uma vez que ja foi visto disfuncdo em estudos com
modelos de epilepsia em roedores (Schneider Oliveira et al., 2004; Marquezan et al.,
2013; Das et al., 2017; Parreira et al., 2018) e em tecido de foco ictal em humanos
(Rapport et al., 1975; Grisar e Delgado-Escueta, 1986).

Diversos estimulos podem induzir a internalizagdo da Na*, K*-ATPase, como
a acado da ouabaina, dopamina, horménio paratireoidal, hipéxia e sepsia
(Cherniavsky-Lev et al., 2014). Como a quantificacdo foi feita em preparacdo de
extrato total e ndo preparacdo de membrana, pode ainda ser que haja diferenca nos
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niveis das isoformas da subunidades a e de FXYD2 entre os grupos quando se
analisa somente o0 que esta de fato presente na membrana plasmatica.

Pesquisas sobre o mecanismo pelo qual os neurénios morrem apos lesdes
cerebrais decorrentes de crises epilépticas, identificaram o envolvimento da
apoptose, uma forma de morte celular programada (Liou et al., 2003).

Se tratando de proteinas envolvidas na apoptose, Chuang et al. (2007)
mostrou em modelo de ratos de epilepsia um aumento na expresséo de citocromo ¢
quando comparada ao controle ndo epiléptico. Também o AIF mitocondrial de
pacientes com ELT tem maiores niveis do que grupo controle ndo epiléptico
(Schindler et al., 2006). A caspase 8 ativa é encontrada em maiores niveis em tecido
humano de pacientes de ELT quando comparado ao de pessoas nao epilépticas
(Yamamoto et al., 2006). Henshall et al. (2000) mostra que ha uma expressao maior
de caspase 3 e caspase 3 clivada em pacientes de ELT comparado com tecido de
individuos nao epilépticos.

Tanto citocromo ¢ quanto AlF séo proteinas que se encontram na mitocéndria
em condi¢cdes normais e liberadas no citosol quando ha estimulo apoptético pela via
intrinseca (Kong et al., 2016). Considerando que fizemos quantificacdo das
proteinas em extrato total, sem fracionamento subcelular para separar mitocondria,
citosol e nucleo, ainda ha a possibilidade de que haja diferenca nos niveis destas
proteinas entre 0s grupos no citosol isoladamente, onde indicaria maior ativacao da
via intrinseca.

Como caspase 3 esta relacionada tanto com a via intrinseca quanto com a via
extrinseca (Lossi et al., 2018), isto, somado com os resultados com caspase 8,
citocromo c e AlF, podem indicar que as vias extrinseca e intrinseca ndo apresentam
diferenca em importancia na morte celular entre pacientes ELTD e ELTE nem entre
as regides de cabeca e cauda hipocampal.

Este estudo € pioneiro quanto a avaliacdo de possiveis diferencas de
expressdo, em tecido hipocampal humano de pacientes ELTD e ELTE, de proteinas
envolvidas em vias da apoptose e na excitabilidade neuronal. Também é pioneiro

em mostrar que ha expressao de FXYD2 em tecido hipocampal humano.

V.4) Analise da correlagdo
Foram analisados os coeficientes de correlagdo entre os dados de volume

obtidos para cauda e cabeca hipocampal de pacientes operados a direita e a
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esquerda com os dados de testes moleculares destes mesmos pacientes, sendo que
entdo, sO foram usados dados de pacientes em que obtivemos tanto dados para
analise morfolégica quanto molecular, o que reduziu nosso numero amostral em
relacdo ao que ja havia sido feito até aqui.

Uma vez que nao houve diferenca nas expressdes das proteinas analisadas
entre pacientes operados a esquerda e a direita, a analise de correlacdo foi
realizada agrupando ambos resultados para fortalecer o nUmero amostral.

N&o havia até o0 momento, dados na literatura da andlise da correlacdo entre
o dano hipocampal indicado pela reducdo de volume e a expressdo de proteinas
relacionadas a excitabilidade e morte neuronal na epilepsia do lobo temporal,

Grigorenko et al. (1997) demonstrou uma correlagdo negativa entre niveis de
MRNA de GIuR1 e duragédo da epilepsia, indicando uma mudanca gradual com o
tempo de epilepsia. Entretanto ndo ha estudos correlacionando volume da regides
hipocampais e GIuR1. Nossos resultados podem indicar que ha, entre GIuR1 e o
volume de cabeca e cauda hipocampal (Figura 12), um indice de correlacédo
negativo, o que indicaria uma maior presenca de GluR1, quanto menor o hipocampo,
gue por sua vez teria uma maior probabilidade de formar o receptor AMPA
GIuR1/GIuR1, permitindo maior influxo de célcio e maior susceptibilidade de
excitotoxicidade (Egbenya et al., 2018), o que poderia explicar o volume menor de

cabeca e cauda em pacientes com sua maior presenga.
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Figura 12. Correlacéo de volume hipocampal e expressédo de subunidade GLUR1 de receptor AMPA.
Correlacdo entre dados de expressdo de GluR1 e volume de cabeca (p=0,75) e volume de cauda
hipocampal (p=0,78). Coeficiente de correlacdo de Spearman (p). Cabeca n=4; cauda n=>5.

Quanto a Na*, K*-ATPase, o indice de correlacéo indicou uma prevaléncia de

relagbes negativas. O indice de correlagdo de a1 e a3 com volume de cabecga e
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cauda hipocampal é negativo (Figura 13 A e C), indicando maior presenca de al e
a3 em hipocampos com maior volume. A direcédo do indice de correlacdo de a2 com
volume hipocampal foi diferente para cauda e cabeca. Apresentando-se para cauda
praticamente nulo (Figura 13B), pois o valor de r obtido foi muito préximo a zero. Ja
para a cabeca, obtivemos um indice de correlacdo negativo, indicando maior
presenca em tecidos com menor volume de cabeca hipocampal. A direcdo do indice
de correlacdo também foi diferente para FXYD2, (Figura 13D) apresentando-se
negativo para cauda, mas positivo para cabeca.
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Figura 13. Correlagdo entre volume hipocampal e expressao da subunidade da Na+, K+ -ATPase: (A)
a1l (p=0,75 e 0,23 para cabeca e cauda, respectivamente), (B) a2 (p=0,75 e 0,95), (C) a3 (p=0,33 e
0,35) e (D) FXYD2 (p=0,92 e 0,68). Coeficiente de correlacdo de Spearman (p). Cabeca n=4; cauda
n=5.

Hé indicios de que a Na*, K*-ATPase tem um papel em diversas desordens
neuroldgicas, incluindo a epilepsia, 0 que a torna um potencial alvo para tratamento
desta condicéo (Funck et al., 2014),

A isoforma al, que tem expressao ubiqua em células neurais e a3, que tem

expressdo em neurbnios (Melone et al.,, 2019), apresentaram correlagdo negativa
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com o volume nas duas regides hipocampais estudadas, o que pode indicar uma
acao homogénea no hipocampo e coordenada destas isoformas nos neurdnios, para
o controle da excitabilidade neural.

A isoforma a2 estd presente principalmente em astrécitos (Melone et al.,
2019), onde ha a presenca de transportadores de glutamato, que recaptam este
neurotransmissor da fenda sinaptica através da forca motriz do gradiente
eletroquimico de sodio e potassio (Frizzo, 2019). Ja foi mostrada que ha uma
interacao de receptores de glutamato com a subunidade a2 em astrécitos e pode-se
sugerir que esta subunidade € mobilizada por glutamato em resposta a
neurotransmissao excitatoria aumentada (Cholet et al., 2002). Sendo assim, a
isoforma a2, que apresenta baixo indice de correlagdo com volume da regido de
cauda hipocampal, pode sugerir sua completa ineficiéncia no controle da
excitabilidade nesta regido de pacientes ELT, mesmo sendo importante para a
manutencdo das concentracfes de Na e K intracelulares que podem ser alteradas
pela recaptacdo de glutamato pelos astrécitos, em tecidos sem alteracbes
neurolégicas (Cholet et al., 2002). Porém, na cabeca hipocampal esta correlacao
apresentou indice maior, indicando que pode existir uma possivel importancia dessa
isoformas no controle da excitabilidade desta regido, neste tecido ja danificado pela
epilepsia.

Para FXYD2 também houve uma diferenca na direcdo do indice de
coorelacédo nas duas regides hipocampais estudadas. Observou-se uma correlacéo
positiva entre a expressdo de FXYD2 e volume da cabeca hipocampal, o que
poderia indicar uma maior translocacdo de FXYD2 para a membrana nos tecidos
menos danificados, possivelmente em uma tentativa de regular a atividade da
atividade da Na*, K*-ATPase e consequentemente a excitabilidade, logo quando os
danos se iniciam, uma vez que ha dados na literatura que indicam que a atividade
do transportador de glutamato GLAST/EAAT1 aparenta direcionar FXYD2 para a
superficie celular, onde ela pode por vez modular a atividade da Na*, K*-ATPase,
podendo levar a sua ativacdo em astrocitos humanos (Gegelashvili et al., 2007).
Enquanto isso, na cauda ocorre exatamente o oposto, sendo a FXYD2 mais
presente em tecidos em que o volume é menor, sendo que ja houve mais dano.

Os casos da subunidade a, a1, a2 e a3, em cabeca e cauda em que o indice
de correlacdo € negativa ou praticamente nula, ndo justifica o0 aumento da

excitabilidade caracteristica dos pacientes com epilepsia do lobo temporal,
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decorrente na disfuncdo do controle ibnico desta bomba. Além disso, a metodologia
utilizada neste estudo quantifica a expressao e nao investiga a atividade da Na*, K*-
ATPase, ndo podendo desconsiderar que a atividade da enzima esteja alterada
(Rapport et al.,, 1975; Grisar e Delgado-Escueta, 1986). Outra possibilidade que
poderia tornar o estudo mais especifico, seria correlacionar o dano hipocampal,
avaliado pela diminuicdo do volume, com a expressdo destas proteinas na
membrana plasmatica, pois ter mais Na*, K*-ATPase em tecido mais danificado néo
significa que estas estejam em maior quantidade na membrana e que estas estejam
mais ativas.

As proteinas envolvidas na apoptose, de ambas as vias, intrinseca e
extrinseca, estdo envolvidas com a esclerose hipocampal relacionada com epilepsia
do lobo temporal (Teocchi e D'souza-Li, 2016). Assim como para a analise referente
as proteinas da Na*, K*-ATPase, o indice de correlacdo indicou uma prevaléncia de

relacfes negativas para as proteinas relacionadas a apoptose.
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Figura 14. Correlacao de volumetria hipocampal e expresséo de proteinas da via apoptotica. (A) AlF
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Cabeca n=4; cauda n=5.
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O indice de correlacédo para AlF foi negativo tanto para cabeca quanto para
cauda (Figura 14A). Logo, indica que, em pacientes com hipocampo com menor
volume, ha maior presenca de AlF, o que pode significar mais morte celular pela via
de apoptose independente de caspase, especialmente na cauda hipocampal, uma
vez que o indice para cabeca hipocampal foi menor.

O indice de correlagdo de citocromo ¢ com volume de a cauda apresentou
correlacao proxima de 0, sendo a correlacdo praticamente nula. Enquanto isso, para
cabeca hipocampal (Figura 14B) € positivo, mostrando maior presenca em
hipocampos de maiores volumes. Assim, nestes pacientes haveria mais morte
celular por esta via em estagios iniciais em que ndo houve muito dano estrutural no
hipocampo.

Para caspase 8 houve um comportamento diferencial entre as regides
hipocampais estudadas. A correlacdo entre volume da cauda hipocampal e caspase
8 apresenta um coeficiente negativo, indicando que ha maior presenca da proteina
em caudas com volumes menores. Ja a correlacdo com a cabeca hipocampal é
positiva, sugerindo maior presenca em tecidos com maior volume (Figura 14C).
Estes resultados indicam que, na cabeca hipocampal, ha mais morte celular pela via
extrinseca em pacientes que apresentam esta regido hipocampal ja& com um volume
menor, pois caspase 8 estd mais presente nestes pacientes. Ja na cauda
hipocampal, parece ocorrer 0 oposto, pois caspase 8 estaria mais expressa em
pacientes com hipocampo com maiores volumes.

Correlacdo negativa entre expressao de caspase 3 e DNA mitocondrial foi
mostrada (Feng et al., 2018), indicando que ha maiores niveis de caspase-3 quando
h& dano mitocondrial, mas ndo h& estudo mostrando sua correlacdo com volume
hipocampal em pacientes com epilepsia. O valor de r correlacionando caspase 3 e
cauda hipocampal foi negativo (Figura 14D). Como a caspase 3 esta envolvida nas
vias intrinseca e extrinseca da apoptose, ha a possibilidade de que qualquer uma
das duas, ou as duas, estejam mais ativas na cauda hipocampal de pacientes com
volume hipocampal menor. Ja na cabeca, o indice de correlacdo foi positivo,
mostrando entéo resultado semelhante ao da caspase 8, o que pode de fato indicar
a ativacdo da via extrinseca na cabeca hipocampal de pacientes com poucos danos
e na cauda hipocampal com pacientes com mais danos estruturais no hipocampo.

Utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman para analisar a intensidade

e a direcdo da relacdo entre as variaveis, entretanto como o valor p € maior do que o
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nivel de significancia de 0,05, mostra que ha indicios, porém, as evidéncias sdo
inconclusivas sobre a significancia da associacao entre as variaveis analisadas. A
obtengcdo de tecido retirado de tratamento cirdrgico para a epilepsia e posterior
analise em centros de pesquisa € um limitante neste tipo de estudo, uma avaliacao

com n amostral superior seria importante.

V1) CONSIDERA(;OES FINAIS

Foi mostrado na década de 70 que as crises epilépticas podem levar a morte
neuronal, sendo a apoptose um dos mecanismos possiveis. Além disso, pacientes
de ELT tem grande risco de danos estruturais e cognitivos e muitos deles
apresentam esclerose hipocampal. Entretanto, a eficacia do tratamento
medicamentoso nem sempre € satisfatoria, sendo necessario recorrer ao tratamento
cirdrgico em muitos casos (Henshall, 2007; Zhang et al., 2018).

Neste contexto, nossos resultados corroboram a literatura, indicando a
presenca de atrofia no hipocampo e suas regides, cabeca e cauda, no lado afetado
pela epilepsia quando comparado ao lado contralateral ao do inicio ictal, com a
possibilidade de acometimento contralateral, como visto nos pacientes com epilepsia
de inicio a esquerda

Além disso, as andlises de correlacdo sugerem que alteracdes moleculares
estdo associadas a atrofia hipocampal. Os resultados com indices de correlacdo
negativos podem indicar que vias apoptéticas poderiam estar mais ativas em
hipocampos e suas regifes que ja sofreram maior dano estrutural, que apresentam
maior atrofia, podendo favorecer ainda mais o ciclo de morte neuronal. Ainda, as
subunidades analisadas da Na*, K*-ATPase, podem estar aumentadas em
hipocampos com maior dano estrutural em uma tentativa de diminuir a excitabilidade
neuronal.

Quanto a analise molecular, o nosso trabalho avanca na estratégia de
desenho experimental, avaliando de forma mais seletiva as regides e considerando
a lateralidade do inicio ictal hipocampal. Entretanto, ndo foi possivel observar
diferencas na expressdo das proteinas selecionadas e avaliadas envolvidas na
apoptose ou na excitabilidade, comparando-se amostras de cabeca e de cauda ou
de pacientes operados no hipocampo esquerdo ou direito. Sugerindo ndo haver

diferencas para o uso das vias que utilizam estas proteinas para controlar a
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excitabilidade ou a apoptose, ou seja, nenhuma especificidade molecular foi
observada que poderia indicar alvos terapéuticos mais especificos a cada paciente,
de acordo com sua lateralidade do foco da epilepsia.

De fato € crucial um melhor entendimento das alteracdes morfologicas e
moleculares envolvidas na epilepsia para que se torne possivel combater o
surgimento e danos causados pelas crises epilépticas na ELT refrataria, pois
sabendo melhor como ocorre a morte celular durante as crises epilépticas, maior a
chance de prevenir a morte e perdas funcionais eventuais. Uma possivel diferenca
ao nivel molecular entre pacientes ELTD e ELTE e entre as regiées do hipocampo
poderia levar a alvos terapéuticos especificos para determinados pacientes ou
regibes afetadas. Ainda ha muito a ser investigado quanto a isso, pois outras
proteinas envolvidas em vias de morte celular e parametros da ictogénese tem

potencial de serem alvos terapéuticos.
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