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RESUMO

Introducio - A epilepsia, condi¢do neurologica cronica de etiologia heterogénea, afeta
mundialmente cerca de 50 milhdes de individuos. A epilepsia do lobo temporal (ELT),
com prevaléncia estimada de 20-25%, induz alteragdes bioquimicas, fisioldgicas,
moleculares e estruturais complexas no cérebro. A esclerose mesial temporal (EMT) ¢é
uma das lesdes mais frequentemente associadas a ELT. Ha prevaléncia elevada de
transtornos psiquiatricos (TP) em pacientes com ELT-EMT, cujos mecanismos
fisiopatologicos podem estar correlacionados. O estudo do estresse oxidativo,
decorrente do desequilibrio entre produ¢do de compostos oxidantes e atividade do
sistema de defesa antioxidante, podera contribuir na compreensao da base biologica de
ELT-EMT. Objetivos — Avaliar a associagao de marcadores do estresse oxidativo com
ELT-EMT em pacientes resistentes ao tratamento medicamentoso, com e sem TP.
Casuistica e Métodos — Foram estudados 98 individuos, distribuidos em trés grupos:
G1-25 pacientes diagnosticados com ELT-EMT refrataria sem TP; G2-21 pacientes
com ELT-EMT refrataria e TP; G3-52 individuos sem diagnostico de epilepsia (Grupo
Controle). Marcadores do estresse oxidativo, incluindo catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa reduzida somada a glutationa
oxidada (GSH-t), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), capacidade antioxidante
total equivalente ao Trolox (TEAC) e substincias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS) foram analisados por espectrometria. Perfil clinico/demografico/social e
habitos de vida foram obtidos por meio de questionario e prontuario médico. Admitiu-se
erro alfa de 5%. Resultados — Os grupos mostraram semelhanca para sexo, tabagismo,
etilismo e comorbidades (P>0,05). Historia familial de epilepsia prevaleceu nos
pacientes, comparado aos controles (G1=60%; G2=57,1%; G3=15,4%; P=0,0002 e
P=0,0009, respectivamente). Para perfil social, observou-se menor renda financeira em
pacientes (G1=48%; G2=42,9%), comparado aos controles (G3=90,4%; P=0,0003 e
P<0,0001; respectivamente); o mesmo ocorreu para escolaridade em nivel superior
(G1=4%; G2=4,8%; G3=63,5%; P<0,0001 e P<0,0001; respectivamente). Em relacio
aos marcadores de estresse oxidativo, niveis de CAT mostraram-se aumentados em
pacientes (G1=15.9014£5.395,5U/mL; G2=16.334+5.815,8U/mL), comparado aos
controles (G3=10.155+4.286,2U/mL; P<0,0001), assim como TBARS
(G1=569,73+694,35ng/mL; G2=506,13+598,08ng/mL;  G3=180,23+47,09ng/mL;

P=0,0013). Por outro lado, os pacientes apresentaram redugdo nos niveis de GPx
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(G1=4,81£1,54U/mL; G2=4,81£1,40U/mL), G6PD (G1=0,91+0,32U/mL; G2=0,85+
0,24U/mL) e GSH-t (G1=0,53%+0,15mM; G2=0,55+0,15mM), comparado aos controles
(G3=7,06£1,81U/mL;  1,10+0,32U/mL; 0,66+0,27mM; P<0,0001; P=0,0057;
P=0,0454). Houve correlagdo negativa entre TBARS e GPx no G2 (R=-0,5151;
P=0,0240), entretanto, houve correlagdo positiva no grupo controle entre GR e G6PD
(R=0,2854; P=0,0403), GPx e GO6PD (R=0,3362; P=0,0148); GSH-t ¢ G6PD
(R=0,2950; P=0,0338) ¢ GPx ¢ GSH-t (R=0,5977; P<0,0001). Conclusdo — Valores
reduzidos de GPx, G6PD e GSH-t e aumentados de CAT em pacientes, com ou sem TP,
indicam demanda de antioxidantes no combate ao estresse oxidativo na ELT-EMT,
porém nem sempre eficaz mostrado pelo aumento de TBARS, um marcador de
peroxidacdo lipidica. A correlagdo entre os marcadores de estrese oxidativo reflete a
integracdo dos sistemas antioxidantes e a peroxidacdo lipidica. Destaca-se, ainda, a
persisténcia de estigmas sociais pré-estabelecidos nos pacientes com ELT-EMT,
relacionados a perfil socio-econdmico-educacional, além de carater genético associado a

doenga.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal; Estresse Oxidativo; Biomarcadores.
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ABSTRACT
Introduction - Epilepsy, a chronic neurological condition of heterogeneous etiology,
affects around 50 million people worldwide. Temporal lobe epilepsy (TLE), with an
estimated prevalence of 20-25%, induces complex biochemical, physiological,
molecular and structural changes in the brain. Temporal mesial sclerosis (TMS) is one
of the lesions most frequently associated with TLE. There is a high prevalence of
psychiatric disorders (PD) in patients with TLE-TMS, whose pathophysiological
mechanisms may be correlated. The study of oxidative stress, due to the imbalance
between the production of oxidant compounds and the activity of the antioxidant
defense system, may contribute to the understanding of the biological basis of TLE-
TMS. Objectives - To evaluate the association of oxidative stress markers with TLE-
TMS in patients resistant to drug treatment, with and without PD. Patients and
Methods - We studied 98 individuals, distributed in three groups: G1 -25 patients
diagnosed with TLE-TMS refractory without PD; G2 - 21 patients with refractory TLE-
TMS and PD; G3 - 52 individuals without diagnosis of epilepsy (Control Group).
Oxidative stress markers, including catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR), reduced glutathione plus oxidized glutathione (GSH-t),
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) by spectrophotometry.
Clinical / demographic / social profile and life habits were obtained by means of a
questionnaire and medical records. A 5% alpha error was allowed. Results — The
groups showed similarity for sex, smoking, alcoholism and comorbidities (P> 0.05).
Familial history of epilepsy prevailed in patients compared to controls (G1=60%;
G2=57.1%; G3=15.4%; P=0.0002 and P=0.0009, respectively). For the social profile,
lower financial income was observed in patients (G1=48%; G2=42.9%), compared to
controls (G3=90.4%; P=0.0003 and P<0.0001; respectively); the same occurred for
higher level education (G1=4%; G2=4.8%; G3=63.5%; P<0.0001 and P<0.0001;
respectively). In relation to the markers of oxidative stress, CAT levels were increased
in patients (G1=15,901+5,395.5U/mL; G2=16,334+5,815.8U/mL), compared to
controls (G3=10,155+4,286.2U/mL; P<0.0001), as  well as TBARS
(G1=569.73£694.35ng/mL,  G2=506.13+598.08ng/mL;  G3=180.23+47.09ng/mL;
P=0.0013). On the other hand, patients presented a reduction in GPx levels
(G1=4.81£1.54U/mL; G2=4.81+1.40U/mL), G6PD (G1=0.91£0.32U/mL;
G2=0.85+0.24U/mL) and GSH-t (G1=0.53+0.15mM; G2=0.55+0.15mM), compared to
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controls (G3=7.06+1.81U/mL; 1.10+0.32U/mL; 0.66+0.27mM; P<0.0001; P=0.0057;
P=0.0454). There was a negative correlation between TBARS and GPx in G2
(R=-0.5151; P=0.0240); however, there was a positive correlation in the control group
between GR and G6PD (R=0.2854; P=0.0403), GPx and G6PD (R=0.3362; P=0.0148);
GSH-t and G6PD (R=0.2950; P=0.0338) and GPx and GSH-t (R=0.5977; P<0.0001).
Conclusion - Reduced values of GPx, G6PD and GSH-t and increased CAT in patients
with or without PD indicate a demand for antioxidants on the combat against oxidative
stress in TLE-MTS, but not always effective as shown by the increase in TBARS, a
marker of lipid peroxidation. The correlation between oxidative stress markers reflects
the integration of antioxidant systems and lipid peroxidation. It is also worth to point
out the persistence of pre-established social stigmas in patients with TLE-MTS, related
to socioeconomic-educational profile, as well as genetic character associated with the

disease.

Keywords: Temporal Lobe Epilepsy; Oxidative stress; Biomarkers.






1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Clinico-Epidemiologicos da Epilepsia

Epilepsia é uma condi¢do neuroldgica cronica, de etiologia heterogénea. (2
Caracteriza-se por descargas elétricas neuronais anormais espontaneas, resultado da
potencializacdo da excitagdo e/ou falha de neurotransmissdo inibitéria, ocasionando
perda de neurdnios. ®* A crise epilética recorrente e ndo provocada é a expressio
clinica da doenga. Caracteristicas semioldgicas e ponto de origem da lesdo determinam
sua divisdo em: crises focais - descargas elétricas anormais em dareas restritas de um
hemisfério cerebral; e crises generalizadas - alteracdo elétrica em um ponto
determinado, com rdpido acometimento de amplas redes neurais em ambos os
hemisférios cerebrais. Devido a essas diferengas, as manifestacdes clinicas também sao
distintas, desde abalos musculares rdpidos, versdo forcada de cabeca e olhos,
automatismos e perda da consciéncia, até breve perda de contato com o meio.

Ainda, de acordo com a causa, a epilepsia pode ser classificada em: estrutural-
metabodlica - lesdo estrutural no exame de neuroimagem ou existéncia de condig¢do
metabolica; genéticas (ou provavelmente genéticas) - ndo existe lesdo estrutural, a
epilepsia ocorre como resultado de um defeito genético conhecido; e causa
desconhecida - exames de neuroimagem ndo revelam a etiologia da epilepsia e nao
podem ser classificadas como de origem genética. )

Mundialmente, ha cerca de 50 milhdes de individuos com epilepsia. ' Na
populagio brasileira, é representada por 3 milhdes de pessoas, ® com incidéncia de
12/1.000 habitantes na Grande Sdo Paulo, SP, 17/1.000 em Porto Alegre, RS 7 e
18,6/1.000 em Sdo José do Rio Preto, SP. ® Sio estimados, aproximadamente, 2,4
milhdes de novos casos anualmente no mundo e 200 mil no Brasil, dos quais 50% ja sdo

acometidos na infancia e adolescéncia. (“>!9 Em paises industrializados observam-se



dois picos de incidéncia da doenca: no primeiro ano de vida, decorrente de processos
pré, peri e pos-natais € apos a sétima década de vida, em razdo de doengas neurologicas
degenerativas e lesdes vasculares. A incidéncia e prevaléncia de epilepsia na faixa etaria
acima dos 70 anos sdo duas a trés vezes maiores que na infancia. &'V Nesse contexto,
essa doenga pode gerar grandes impactos financeiros por afetar a produtividade do
individuo no trabalho, além de causar mortes prematuras e muitos gastos com o
tratamento. !2)

Para a epilepsia, nao ha distingdo de género, idade, raga ou classe social, porém,
80% dos individuos vivem em paises em desenvolvimento e, consequentemente,
expostos a maior suceptibilidade a eventos pro-epileptogénicos como infec¢do viral,
traumatismo craniano e acidente vascular encefalico. ' Adicionalmente, nesses
paises, questdes politicas, sociais e econdmicas dificultam o tratamento adequado por
grande parte da populacdo. Incluem-se falta de profissionais qualificados para o
atendimento, dificil acesso aos medicamentos, pobreza, estigmas sociais e tratamento
negligenciado. 1219

Definir a etiologia da doenga implica em andlise conjunta de historia clinica
detalhada (tipo de crise, idade de inicio da doenga, presenca de doenga neurologica
prévia, historia familiar), exame fisico e exames de eletroencefalograma (EEG) e
neuroimagem. ('*!7 O EEG ¢ o registro da atividade elétrica neuronal, imprescindivel
para caracterizar o tipo de crise, assim como a classificacdo sindromica, além de
contribuir para decisoes terapéuticas. Acrescenta-se o video-EEG, com fungao adicional
da monitorizagdo do individuo por video, sendo util em diagnodstico diferencial e
avaliagdo pré-cirtirgica. >'® A ressonancia magnética (RM) de cranio é o método mais
adequado para o diagnostico de epilepsia do lobo temporal (ELT), por ser uma técnica

mais sensivel na investigacdo de lesdes, principalmente em estruturas temporais, como



o hipocampo. A tomografia computadorizada (TC) também pode ser solicitada em casos
emergenciais, como trauma, ou na indisponibilidade no servigo ou contraindicagdo de
RM, como em pacientes com marca-passo. 117

O tratamento da epilepsia consiste em farmacos antiepilépticos (FAEs). Nesse
caso, deve-se individualizar o tratamento considerando tipo de crise, idade, etiologia,
comorbidades, sexo (ja que existem FAEs teratogénicos), padrao de EEG, tolerancia a
medicacgdo e possiveis interagdes medicamentosas. ¢! Cerca de 10-15% dos pacientes
que ndo tenham respondido a droga inicial podem obter controle com a segunda droga,
ainda em monoterapia. A partir dai, apenas 5% dos pacientes vao obter controle
completo com a terceira monoterapia. ©)

Estudos epidemioldgicos mostram que 70 a 80% dos pacientes com epilepsia
podem atingir a remissdo. No entanto, 30 a 40% sdo resistentes aos farmacos
antiepilépticos. Nesse caso, ndo ha controle de crises apds dois tratamentos em
monoterapia com drogas adequadas e em doses adequadas e bem toleradas. Desses
pacientes, cerca de 30% apresenta-se como candidato potencial a cirurgia, uma outra
forma de tratamento mais invasiva que consiste na dissec¢ao do local da lesdo, sendo
eficiente em até 80% dos casos. 3->202D

A ELT ¢ a forma mais comum de epilepsia focal na populacao adulta, sendo
responsavel por 40% de todos os casos de epilepsia nesse grupo. ?? A sindrome
epiléptica ¢ mais frequentemente encontrada em pacientes com epilepsia refrataria ao
tratamento medicamentoso, **) e pode ser subdividida em mesial e lateral de acordo
com a origem e semiologia das crises. ®? Destaca-se como mais frequente a esclerose
mesial temporal (EMT), que causa gliose e morte neuronal normalmente no hipocampo,
especialmente das células do setor de Sommer, no corno de Ammon - CAl e CA3 e dos

neurdnios da regido hilar, e estruturas circunvizinhas como para-hipocampo e amigdala



(Figura 1). E a forma de epilepsia focal estrutural-metabdlica mais comum e de dificil
controle medicamentoso em adultos.

A ELT-EMT associa-se a déficits cognitivos, como perda de memoria verbal, de
funcionamento executivo e de linguagem. Além disso, podem ocorrer alteragdes de
humor e transtornos de personalidade como o transtorno disforico interictal (TDI),
personalidade interictal (PI) e depressdo, por atingir estruturas limbicas responsaveis
pelas emocdes e comportamentos sociais, o que dificulta ainda mais o tratamento. 429
Acredita-se que, dos novos casos a cada ano, 30-40% dos pacientes serdo refratarios as

atuais terapias com FAEs. Isso acarreta maior impacto negativo na qualidade de vida e

pior desempenho neuropsicologico e, possivelmente, maior presenga de transtornos

psiquiatricos (TP). ¢%-21:27)
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Figura 1. Representacdo das regides de atuagdo da epilepsia do lobo temporal e esclerose
mesial temporal. (A) Lobos cerebrais, com destaque ao lobo temporal, em verde. (B)
Corte em coronal do cérebro, destacando os hipocampos em verde. (C) Formagao do

hipocampo e regides cinrcunvizinhas. Adaptado de Ramaswamy (2014). @®



1.2 Transtornos Psiquiatricos na Epilepsia

A complexa associagdo entre epilepsia e TP estd entre os mais frequentes e
importantes aspectos da epileptologia. Estudos enfatizam essa relacdo, comprovando o
crescente interesse pelo tema. Quadros psiquidtricos estdo associados a praticamente
todas as sindromes epilépticas e dificultam o manejo dos pacientes, com consequente
comprometimento da qualidade de vida. " Virias alteracdes comportamentais
podem ocorrer em pacientes com epilepsia, como depressdo e ansiedade, além de
quadros psicoticos potencialmente graves. Destacam-se, ainda, outros transtornos
comportamentais especificamente ligados a epilepsia, tais como os transtornos afetivos
e somatoformes interictais e tragos especificos de transtornos de personalidade, como a
sindrome de Gastaut-Geschwind. ¢!-3?)

A prevaléncia e gravidade dos quadros psicopatologicos podem variar de acordo
com fatores demograficos, como demonstrado em estudos populacionais, assim como
em estudos clinicos, incluindo tipo de sindrome epiléptica, gravidade e frequéncia das
crises, tipo € nimero de drogas antiepilépticas em uso e presenga de fatores etiologicos
definidos, destacando-se, nesse caso, neoplasias com baixo grau de malignidade,
malformagdes vasculares, areas de gliose, cistos, EMT; e fatores psicossociais como
estigma sobre a doenca e qualidade da rede social de apoio. ®!-*¥ Apesar da sua elevada
prevaléncia e crescente associacdo com prejuizos no manejo clinico e piora na qualidade
de vida, existem divergéncias quanto ao papel desempenhado pela epilepsia no
desenvolvimento dos diferentes TP, que podem ocorrer tanto em comorbidade como ser
um aspecto da propria sindrome epiléptica. ¢>39

A possivel existéncia de quadros psiquiatricos particulares a epilepsia também ¢
controversa, apesar de constatagdo crescente da estreita relagdo entre epilepsia e

determinadas alteragdes comportamentais. ?”*% Devido a elevada frequéncia de TP em



pacientes com ELT-EMT, ha necessidade de avaliagcdo psiquiatrica, especialmente para
candidatos cirargicos. ®¥ Além disso, ¢ necessario esclarecer os mecanismos
fisiopatologicos associados a TP na ELT-EMT. Alguns estudos destacam a possivel
relacdo bidirecional entre epilepsia e TP, mediada por mecanismos fisiopatoldgicos
comuns. Nesse caso, destaca-se que a histéria prévia de depressdo acarreta risco 4-7
vezes maior para o desenvolvimento de epilepsia, assim como a presenga de epilepsia

confere risco 5-25 vezes maior para o desenvolvimento de depressio. ¢7-2¢3%

1.3 Epilepsia do Lobo Temporal Refrataria e Estresse Oxidativo

Estudos demonstram associacdo entre estresse oxidativo ¢ doencas
neurodegenerativas, incluindo as doencas de Alzheimer e Parkinson, assim como
epilepsia, envolvendo inflamagdes cronicas. %2, O processo de estresse oxidativo
ocorre quando ha desequilibrio entre compostos oxidantes ¢ a atuacdo do sistema de
defesa antioxidante, em favor da geragdo excessiva de radicais livres (RLs) ou falha na
sua remocdo. “) Os compostos oxidantes sdo representados pelas espécies reativas,
caracterizadas como atomos, moléculas ou ions que possuem alta reatividade em sua
maioria, destacando-se as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e oxigénio (EROs),
que podem ser divididas em RLs e compostos nio radicalares. ¥

Espécies instaveis, os RLs por possuirem elétrons livres ndo pareados em sua
camada orbital externa (Figura 2), sdo altamente reativos a outros fragmentos
moleculares proximos para formar ligagdes estaveis, resultando na alteracao da fungdo e
morfologia de proteinas e lipideos. Destacam-se, nesse caso, o radical superdxido (O27),
radical hidroxila (OH"), radical alquila (L), radical alcoxila (LO”, radical peroxila
(LOO") e oxido nitrico ('NO). %) Ji os compostos ndo radicalares nio possuem

elétrons livres, sendo menos instaveis que os RLs, porém de grande importancia para o



processo de estresse oxidativo. Podem reagir com outras moléculas, principalmente com
metais livres, gerando RLs, destacando-se o peroxido de hidrogénio (H20:) e o acido
hipocloroso (HCIO). Por exemplo, em presen¢a de metal de transi¢do Fe™" (ion ferroso),
0 HxO:2 gera OH', além de OH" (hidroxila) e Fe™™" (ion férrico), através da reagdo de
Fenton (Fe'™* + HyO, = Fe™™ + OH + OH’). *** No entanto, em condi¢des
fisiologicas, os niveis de ERNs e EROs sdo regulados a fim de manter fungdes

importantes como a autofagia e sinalizagdo quimica. G+*¢

anrenag,
- ..
e
.
.

elétron
livre

molécula de
oxigénio

Figura 2. Ilustracdo representando a forma¢do de um radical livre (RL) de oxigénio
(superdxido). Ao perder um elétron a molécula torna-se um RL, altamente reativo e

instavel. Adaptado de Vasconcelos (2014). 47

Para a epilepsia, incluida entre as desordens neurologicas, o estresse oxidativo e
a disfungdo mitocondrial, relacionada a EROs e ERNs e frequentemente observada apos
convulsdes epilépticas, ) sdo sugeridos como fatores envolvidos no seu
desenvolvimento, “® mas, cujo papel na ELT deve ser ainda esclarecido. Ressalta-se
que o cérebro apresenta niveis baixos de compostos antioxidantes e alto consumo de
oxigénio, ferro, zinco, manganés e cobre, os quais podem catalisar a formagao de EROs
e ERNSs, tornando esse rgdo mais vulneravel aos efeitos do estresse oxidativo. ¥

Nesse contexto, ressalta-se a presenca de marcadores do estresse oxidativo como

baixos niveis de antioxidantes, assim como peroxidagao lipidica exacerbada no sangue e



em tecido neuronal de pacientes com epilepsia. ®>*" Do ponto de vista neurobioldgico,
a ELT-EMT pode induzir alteragdes moleculares, bioquimicas, fisioldgicas e estruturais
complexas no cérebro, que contribuem para crises recorrentes e refratarias ao tratamento
medicamentoso. ¥ A proposito, o estresse oxidativo, tem sido avaliado considerando
também o efeito de drogas antiepilépticas. (1¥

Os RLs geralmente atacam proteinas, lipideos e macromoléculas de DNA,
causando degradacdo de coenzimas estruturais nas células em geral, comprometendo a
funcio de membranas celulares e danificando os sistemas de transportes. 102
Destaca-se, nesse processo, a peroxidacao lipidica de membrana que ocorre devido ao
aumento de RLs ou decréscimo da atividade dos mecanismos de defesa antioxidante, e
tem sido relacionada com algumas formas de epilepsia. ¥ Nesse contexto, EROs
degradam lipidios poli-insaturados em uma cascata de peroxidacao lipidica (Figura 3),
que gera subprodutos como o malondialdeido (MDA), utilizado como biomarcador de
estresse oxidativo, com envolvimento em doengas neurodegenerativas. ©*) Essa

molécula pode ser mensurada pela técnica denominada substancias reativas ao acido

tiobarbittirico (TBARS). ¥

Em condi¢des normais EROs sdo rapidamente convertidas para niveis fisioldgicos

\

ndo toxicos gracas a acao de antioxidantes (Figura 4). Os antioxidantes podem ser de

origem enzimatica - enzimas produzidas no proprio corpo, tais como superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glicose-6-fosfato desidrogenase

(G6PD), glutationa redutase (GR); ou ndo enzimaticas - vitaminas e outras substancias,

como a glutationa reduzida (GSH), vitamina E, flavonéides, dentre outros. ¢3¢
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Figura 3. Representagdo das etapas da cascata de peroxidagdo lipidica. Iniciagdo:
ocorre abstragao de um atomo de hidrogénio da cadeia lipidica (LH) por um radical
livre reativo (Re), gerando o radical lipidico alquila (Le). Propagagdo: o Le formado
reage rapidamente com O (oxigénio molecular), formando um radical peroxila (LOO®),
que propaga a lipoperoxidacao, ja que pode reagir com outra LH gerando outro Le ¢ o
hidroperdxido lipidico (LOOH). Terminagdo: ocorre quando dois radicais peroxila
reagem entre si formando um produto nado radicalar, ou quando abstraem um atomo de
hidrogénio de uma molécula sem gerar outro radical. Todas essas reacdes podem gerar
subprodutos durante as diferentes fases deste processo como dienos conjugados,

isoprostanos e aldeidos, como o malondialdeido. Adaptado de Cunha (2011). %
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Figura 4. Acdo simplificada dos antioxidantes sobre os radicais livres (RLs). Para se
equilibrar, o RL “rouba” elétrons de outras biomoléculas. Os antioxidantes “doam” um
elétron ao RL, numa tentativa de equilibrio, neutralizando sua atividade nociva. Adaptado

de Vasconcelos (2014). ¢7)

Esses antioxidantes podem ser mensurados e avaliados, assim como metabolitos
especificos provenientes do estresse oxidativo, como marcadores de balango redox.
Refletem, nesse caso, o dano causado pelas EROs e ERNs sobre o sistema bioldgico e a
eficiéncia da defesa antioxidante de contrapartida. Esses marcadores podem ser, portanto,
possiveis indicadores de processos biologicos normais e patogénicos, ou de resposta
farmacolégica a uma intervencdo terapéutica. 3> Ressalta-se, ainda, que a ac@o
antioxidante de compostos hidrofilicos ou lipofilicos pela retencdo do radical gerado de
uma reacao enzimatica, quimica ou eletroquimica pode ser verificada também por ensaio
enzimatico que analisa a capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (TEAC). 67

A SOD tem funcao de catalisar a dismutagao do radical O, em O; e aumentar a
concentracdo das moléculas de H2O2. Os compostos H>O» formados serdo decompostos em
H,0 e 02, ou utilizados em forma de OH". ®® A remocdo de H20 envolve a acio de CAT,

amplamente distribuida nos tecidos, e peroxidases como a GPx (Figuras 5 e 6). As reacdes
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que envolvem GPx implicam na utilizagdo de agentes redutores, como GSH, o mais
abundante antioxidante celular ndo enzimatico, com fun¢do de desintoxicagdo e regulagao
da imunidade, originando glutationa oxidada (GSSG). Nesse caso, a regeneracao de GSH
sera obtida pela redu¢do de GSSG com acgdo da enzima GR, a custa da oxidagdo de

nicotinamida adenosina difosfato reduzida (NADPH) (Figura 6). %

0, 0,+H,0, H,0+0,

Figura 5. Acdo da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em espécies reativas de
oxigénio. SOD catalisa a dismutacdo do radical O2™ em O2, enquanto CAT decompde as
moléculas de H>O2 em H>O e Oy, evitando suas acoes deletérias. Adaptado de Neto et al.

(2012).
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Figura 6. Ciclo da glutationa. A fun¢do das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) ¢ induzir a remog¢do de perdxido de hidrogénio (H202). Nesse
processo, a glutationa reduzida (GSH) ¢ oxidada a GSSG com a participagao da glutationa
peroxidase (GPx). Nessa via a GSH ¢ restabelecida pela glutationa redutase (GR) na

presenca de nicotinamida adenosina difosfato reduzida (NADPH), produzido na via das
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pentoses fosfato com a participagao de glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato desidrogenase.

Adaptado de Vasconcelos (2014). 47

Desse modo, niveis reduzidos de GSH podem indicar riscos de doencas, o que
confere a concentragdo de GSH no sangue um excelente indicador das condigcdes
fisiologicas humanas. 6% A G6PD ¢ uma enzima com importante papel nessa via, tendo
em vista que participa da produ¢do de NADPH na rota das pentoses fosfato, uma via
alternativa a glicolise. Nesse contexto, NADPH ¢ o agente redutor necessario na reducdo
de GSSG a GSH, um antioxidante que protege as hemacias contra espécies reativas

evitando, consequentemente, a hemolise (Figura 7). 626
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Figura 7. Tlustragdo mostrando a importancia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) na via

da glutationa. A fosforilagdo da glicose em glicose-6-fosfato possibilita a via glicolitica para
sintese de adenosina trifosfato (ATP) e, como alternativa, a via das pentoses fosfato,
responsavel pela sintese de nicotinamida adenosina difosfato reduzida (NADPH), a partir
de G6P e GO6PD. O agente redutor NADPH, em reacdo com glutationa redutase (GR),
permite a producdo de glutationa reduzida (GSH) a partir de glutationa oxidada (GSSH),
que protege hemdcias da a¢do de agentes oxidantes. Adaptado de Ministério da Saude

(2018). 1
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Nesse contexto, o estudo de marcadores de estresse oxidativo associados a
enfermidades podera contribuir na elucidacio de mecanismos envolvidos na
fisiopatologia e evolu¢do de doencas. Inclui-se a epilepsia, uma doenga neurologica que
atinge cerca de 50 milhdes de individuos no mundo, com particularidades clinicas
considerando os diferentes tipos e classificacdes da doenga. &) Destaca-se a ELT-ELM
refratdria, que se apresenta resistente ao tratamento medicamentoso e esta amplamente
associada com déficits cognitivos, como perda de memdria verbal, de funcionamento
executivo e de linguagem. ?*%Y Nesse caso, a avaliacdo de fatores envolvidos em
alteragdes oxidativas podera colaborar na caracterizagdo de um perfil de pacientes e
respectivas estratégias de acompanhamento e progndstico, assim como propor novas

terapéuticas e diretrizes para intervencdes clinicas.

1.4 Objetivo Geral
Avaliar a associacdo de marcadores do estresse oxidativo em pacientes com

ELT-EMT refratarios ao tratamento medicamentoso, com ou sem TP.

1.5 Objetivos Especificos

1. Comparar niveis de marcadores de estresse oxidativo (CAT, GPx, GSH-t, GR,
G6PD, TEAC e TBARS) em pacientes com ELT-EMT refrataria com e sem TP, e
individuos sem a doenca.

2. Avaliar a correlacdo entre os marcadores bioquimicos de estresse oxidativo.

3. Analisar comparativamente perfil clinico/sdcio/demografico e héabitos de vida

em pacientes com ELT-EMT com e sem TP e individuos controles.
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2. CASUISTICA E METODOS

Este estudo ¢ parte de um amplo projeto intitulado “Caracterizacao clinica,
psiquidtrica, genética e bioquimica de pacientes com epilepsia do lobo temporal”,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do
Rio Preto — CEP/FAMERP (CAAE: 30797214.0.0000.5415) (Anexo I). Todos os
individuos foram informados das caracteristicas do estudo, confirmando participagdo

pelo Termo de Consentimento Livre e Pés-Esclarecido (Anexo II).

2.1 Casuistica

Foram estudados 98 individuos, independente de grupo étnico e sexo,
distribuidos em trés grupos: G1 — 25 pacientes diagnosticados com ELT-EMT refrataria
sem TP; G2 — 21 pacientes com ELT-EMT refrataria com TP; G3: 52 individuos sem a
doenga (controle). Os pacientes foram atendidos no Hospital de Base - HB/FAMERP,
nos Servicos de Neurologia e Neuropsiquiatria. O diagnéstico foi realizado por video-
EEG, exames de neuroimagem e avaliagdo psiquidtrica. O grupo controle foi
selecionado no Hemocentro do HB/FAMERP.

Todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo psiquidtrica por meio de
entrevista clinica e instrumentos ja traduzidos e validados para a lingua portuguesa,
citados a seguir.

1. MINI-Plus: Intrumento baseado nos critérios diagndsticos do Diagnostic and
statistical manual of mental Disorders — 4th Edition (DSM-1V), consistindo de
perguntas semi-estruturadas com o objetivo de detectar a presenca de quaisquer
TP na populagado a ser entrevistada.

2. Neurobehavioral Inventory (NBI): consiste em um questiondrio auto-aplicativo

de 100 (cem) afirmacdes para o entrevistado marcar verdadeiro ou falso.



17

Destina-se a deteccao de caracteristicas e/ou transtornos de personalidade em
pacientes com epilepsia.
3. Interictal Dysphoric Disorder Inventory (IDDI).
4. Neuropshychiatric Inventory for Depression in Epilepsy (NDDI-E).
Considerou-se como critérios de inclusdo ELT-EMT refrataria, com ou sem
TP e auséncia da doenca (grupo controle). Foram critérios de exclusdo ELT-EMT nao
refrataria, outras formas de epilepsia que ndo a ELT-EMT e outras doencas clinicas e/ou

neuroldgicas além de ELT-EMT.

2.2 Métodos

2.2.1 Dosagens bioquimicas

Os individuos foram submetidos a coleta de amostra de sangue periférico por
pungdo venosa para dosagem de componentes do estresse oxidativo (CAT, GPx, GSH-t,
GR, G6PD, TEAC e TBARS). As amostras foram coletadas em dois tubos de SmL com
EDTA. O processamento inicial do material bioldgico consistiu na obtencdo do lisado
celular, apos centrifugacdo a 4°C, e armazenamento do plasma. O contetdo restante
gerou a “papa” eritrocitaria (concentrado de hemadcias). Foram utilizados 50 pL da
“papa” eritrocitaria e 950 pL de 4gua ultra-pura deionizada (Mili-Q) para originar
aliquotas de lisado celular. Em seguida, todas as amostras foram armazenadas em
freezer -80 °C. Os marcadores de estresse oxidativo foram determinados por
espectrofotometria (PerkinElmer's VICTOR x3, Thermo Scientific Type evolution 300
BB e PG Instruments Limited T60V).

Para dosagem da atividade enzimatica eritrocitaria de CAT foi necessario o
preparo do meio de reagdo (10 mM H>0»), protocolo adaptado de Beutler (1975), ¢
descrito a seguir. Adicionar em um béquer 1 mL de H2O2 3% em 100 mL de H2O ultra

pura e descartar uma aliquota de 10 mL. Em seguida, acrescentar 5 mL do tampao Tris-
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HCl 1M, pH 8,0 contendo EDTA 0,5 mM, preparado com 30,27 g de Tris
(hidroximetel) aminometano, 0,365 de EDTA e 250 mL de H>O destilada. As amostras
foram colocadas em cubetas de quartzo contendo o ensaio enzimatico, que corresponde
a 995 uL de meio de reacdo e 5 uL. de amostra. As condigdes de leitura foram ajustadas
para 240 nm por 1 minuto, a 30°C.

Para anélise da atividade eritrocitaria de GPx foi utilizado o método adaptado de
Sies et al. (1979), ©® que se baseia na medida, em 340 nm, do decréscimo de
absorbancia durante a redugdo de GSSG, catalisada por GR na presen¢a de NADPH a
30°C. A atividade da GR também foi avaliada de acordo com o consumo de NADPH
oriundo da conversio de GSSG para sua forma reduzida, acompanhado em 340 nm. ¢”

A concentracdo de GSH-total (GSSG + GSH = GSH-t) foi determinada em
plasma pelo método de Tietze (1969), “® adaptado por Akerboom & Sies (1981), %
que consiste na leitura do acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico, um composto derivado da
oxidacdo da GSH, por espectrofotometria a 412 nm, durante quatro minutos. Neste
processo a GSSG ¢ reciclada pela atividade da GR, na presenga de NADPH, em GSH.

A atividade eritrocitaria de G6PD foi determinada por meio de reacao contendo
NADP e glicose-6-fosfato (G6P), que atuou na formagao de NADPH, ocasionando
acréscimo na absorbancia em 340 nm. 9

O nivel plasmatico de MDA foi analisado pelo método de TBARS, utilizando
protocolo adaptado de Liencres et al. (2014) . 7V Iniciou-se com a mistura de 100uL de
tiobarbitarico e 400uL de 4cido fosforico com 500 pL de plasma por tubo. Em um tubo
foi adicionado 500 pL de agua MilliQ a mistura (tubo 1) e em outro, 500 puL de solugdo
padrdo de MDA (tubo 2). Esses tubos fechados foram colocados em banho-maria por 30
minutos a 90°C. Apos o periodo estimado, os tubos foram retirados do banho-maria e

mantidos no gelo por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 mL de élcool n-butilico,
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os tubos agitados em vortex e centrifugados a 5000 g (forca gravitacional) por 5
minutos a 4°C. O plasma sobrenadante (200 puL) foi pipetado e colocado em placa para
leitura a 540 nm.

Para analise de TEAC plasmatico, foi utilizado protocolo adaptado de Gilca et
al. (2014). 7 Inicialmente, o espectrofotdmetro foi calibrado com 3 mL de solugdo
PBS, em comprimento de onda 734 nm. Para o controle padrdo foram adicionados 3 mL
de solugdo trolox em um tubo de ensaio com 2 mL de solu¢do PBS, e reservado. Para
leitura das amostras foram acrescentados em uma cubeta 2.970 pL da solucdo de
trabalho ABTS, anotando-se o resultado. Em seguida, foram adicionados 30 pL da
amostra controle padrdo, iniciando o crondmetro por cinco minutos, anotando-se o

resultado.

2.2.2 Perfil clinico/sécio/demografico e habitos de vida

Todos os participantes foram submetidos a um questionario especifico incluindo
perfil demografico (sexo e idade), social (escolaridade, profissao e estado civil) e clinico
(diabetes melittus - DM e hipertensao arterial sistémica - HAS), além de habitos de vida
(tabagismo, etilismo e exposicdo a agrotoxicos) (Anexo III). Dados clinicos foram
obtidos também pela revisao de prontuario médico eletronico ou entrevista clinica.

Etilismo foi definido como consumo crénico continuo ou periddico de bebidas
alcodlicas >40g de alcool/dia, que ja ¢ considerado risco significativo para a saude. ¥
Considerou-se tabagismo, consumo passado ou presente de qualquer tipo ou quantidade
de tabaco diariamente. 7%

Definiu-se HAS valores de pressdo sistolica > 140mmHg e/ou diastolica 90
mmHg. 7> Para DM, foram considerados niveis séricos de glicemia > 126 mg/dL (em

jejum) e > 200 mg/dL (2 horas ap6s sobrecarga com 75 g de glicose). ¢
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2.2.3 Analise estatistica

As analises univariadas foram realizadas por meio do software Statistica 9.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), e os graficos produzidos no software GraphPad Prisma
versdo 5.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A normalidade
dos dados foi verificada usando Normal Probability Plots of Residuals, enquanto a
homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene, assumindo nivel de significancia de
0,05. Assim, quando necessario, os dados foram transformados por logl0O. Para
comparagdo entre os grupos, adotou-se o teste General Linear Models (GLM),
abordagem que possibilita a analise de modelos com combinagdes de variaveis
categoricas e continuas, com multiplos fatores preditivos. Assim, estabelecemos os
grupos (G1, G2 e G3) como preditores com ajuste para sexo, idade e tabagismo, e os
parametros bioquimicos avaliados como varidveis dependentes. Para resultados de
P<0,05, utilizou-se teste post hoc de Tukey. Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado foi
aplicado para analisar varidveis qualitativas e teste-T ou ANOVA para variaveis
quantitativas. Para avaliar o grau de correlacdo entre os marcadores do estresse
oxidativo, utilizou-se a correlagdo de Pearson. O nivel de significancia foi fixado em P

<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil Socio-Demografico-Clinico e Habitos de Vida (Tabelas 1 e 2)

A 1idade foi semelhante entre os grupos (G1=45,1£13,9 anos; G2=38,9+13,8
anos; G3=38,4+13,4 anos (P>0,05; Tabela 1). O sexo feminino destacou-se nos
pacientes (G1=52%; G2=57,1%), mas sem diferen¢a significante em relagdo ao grupo
controle (G3=50%; P>0,05; Tabela 1). Os grupos mostraram semelhanga também para
tabagismo (G1=8%; G2=9,5%, e ausente em G3), DM (G1=4%; G2=4,8%; G3=2%) ¢
HAS (G1=8%; G3=5,8% e ausente em (G2), enquanto etilismo ndo foi relatado.

Historia familial de epilepsia prevaleceu nos pacientes comparado ao grupo
controle (G1=60%; G2=57,1%; G3=15,4%; P=0,0002 e P=0,0009, respectivamente,
Tabela 1). Em relacdo ao perfil social, houve menor frequéncia de renda financeira em
pacientes (G1=48%; G2=42,9%), comparado ao controle (G3=90,4%; P=0,0003 e
P<0,0001; respectivamente). O mesmo ocorreu para escolaridade em nivel superior
(G1=4%; G2=4,8%; G3=63,5%; P<0,0001 e P<0,0001; respectivamente; Tabela 1).
Para estado civil, em relacdo a possuir companheiro (a), ndo houve diferenga entre os
grupos (P>0,05; Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta a caracterizagdo clinica mostrando o tempo de doenca de
32,1£17,4 anos em GI e 28,2+10,9 anos em G2 (P=0,3813). Destacaram-se nos
pacientes com epilepsia e TP, depressao (47,6%) seguido de transtorno de ansiedade
generalizado (38,1%). Lesao precipitante ndo foi observada em 52% de G1 e 47,6% de
G2 (P=1,0), porém crise febril ou meningoencefalite ocorreu em 16% (para ambos) de
G1, e crise febril em 28,6% de G2, seguido de TCE em G1 (12%) e hipdxia perinatal
em G2 (14,3%), no entanto, sem diferenca significante (P>0,05). Lesdao no lado
esquerdo prevaleceu em G1 (72%) e G2 (61,9%) (P=0,5376). Entre os pacientes, 56%

de Gl e 66,7% de G2 faziam uso de trés ou mais medicamentos (0,5510).
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Tabela 1. Perfil socio-demografico, habitos de vida e comorbidades em pacientes com epilepsia do lobo temporal e esclerose mesial sem

(G1) e com transtorno psiquidtrico (G2), refratarios ao tratamento medicamentoso e individuos sem a doenga (G3).

Caracteristica G Total (N=98) G1 (N=25) G2 (N=21) G3 (N=52) *OValor-P
I‘;f[‘g;i;i‘l‘)‘if) - 45,1+13.9 38,9+13,8  38,4+13,4 0,11850
N % N % N % N % G1xG2 G1xG3 G2xG3
Sexo
Masculino 47 47,9 12 48 9 49 26 50
Feminino 51 52,1 13 52 13 57,1 26 50 0,9588 0,864 0,7686
Habito de vida
Tabagismo 4 4,1 2 8 2 9,5 0 0 1,0 0,2447 0,1970
Etilismo 0 0 0 0 0 0 0 0 - - -
Comorbidades
DM 3 3,1 1 4 1 4.8 1 2 1,0 0,5468 0,4954
HAS 5 5,1 2 8 0 0 3 5.8 0,4928 0,6574 0,5523
Historia familial 35 35,7 15 60 12 571 8 154 0,8446 0,0002 0,0009
Perfil Social
Com renda
(empregado/ 68 69,4 12 48 9 429 47 904 0,8574 0,0003 <0,0001
aposentado)
Escolaridade
; . 35 35,7 1 4 1 4.8 33 63,5 1,0 <0,0001 <0,0001
(nivel superior)
Estado civil (com 43 43,9 12 48 10 47,6 21 404 0,08939 0,6992 0,6367

companheiro/a)

P=Nivel de significancia; 0Teste ANOVA; *Teste Qui-quadrado ou Fisher; N=Numero de individuos; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao
arterial sistémica; DP=Desvio Padrio.



24

Tabela 2. Caracterizagdo clinica de pacientes com epilepsia do lobo temporal e

esclerose mesial sem (G1) e com transtorno psiquiatrico (G2), refratarios ao tratamento

medicamentoso.
G1 (N=25) G2 (N=21) P*0

Tempo de doenca
em anos (média+DP) 32,1+17,4 28,2+10,9 0,3813¢
Subtipo do N % N %
Transtorno
Psicose pos ictal i i 2 9,5 -
Psicose interictal i i 1 4.8 -
Depressao i i 10 47,6 -
Transtorno de
ansiedade - - 8 38,1 -
generalizado
Lesao Precipitante
Sem lesao 13 52 10 47,6 1,0
TCE 3 12 - - 0,2972
Meningoencefalite 4 16 2 9,5 0,8335
Crise Febril 4 16 6 28,6 0,5023
Hipoxia perinatal 1 4 3 14,3 0,4790
Lateralidade
Direito 7 28 8 38,1

0,5376
Esquerdo 18 72 13 61,9
Medicamento
Até 2 11 44 7 33,3

0,5510
3 ou mais 14 56 14 66,7

P=Nivel de significancia; *Teste Qui'quadrado ou Fisher; 0Teste T; DP=Desvio
padrdo; N=Numero de individuos; - = auséncia; TCE=Trauma cranio-encefalico.
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3.2 Marcadores de Estresse Oxidativo (Figura 8)

Os niveis de CAT (Figura 8A) mostraram-se aumentados em pacientes
(G1=15.901£5.395,5U/mL; G2=16.334+5.815,8U/mL) comparado ao controle (G3=
10.155+4.286,2U/mL; P<0,0001). J4 os niveis de GR (Figura 8B), embora com
decréscimo em pacientes (G1=0,98+0,27U/mL; G2=0,89+0,23U/mL), ndo houve
diferenca significante em relagdao ao controle (G3=1,07+0,27U/mL; P=0,0631). Niveis
de GPx (Figura 8C) e G6PD (Figura 8D) apresentaram valores significantemente
reduzidos nos pacientes (G1=4,81 + 1,54U/mL; 091 =+ 0,32U/mL e
G2=4,81£1,40U/mL; 0,85 £+ 0,24 U/mL; respectivamente) comparado ao grupo controle
(G3=7,06+1,81U/mL; 1,10+0,32U/mL; P<0,0001 e P= 0,0057; respectivamente); assim
como valores de GSH-t (Figura 8E) (G1=0,53+0,15mM; G2=0,55+0,15mM;
G3=0,66+0,27mM; P= 0,0454). Quanto aos valores de TEAC (Figura 8F),
apresentaram-se semelhantes entre os grupos (G1=2,52+0,08mM; G2=2,52+0,13mM;
G3=2,48+0,86mM; P=0,0621), ao contrario de TBARS (Figura 8G), com niveis
elevados em G1 (569,73+694,35ng/mL) e G2 (506,13+598,08ng/mL) em relagdo a G3

(180,23+47,09ng/mL; P=0,0013).

3.3 Correlacio entre Marcadores do Estresse Oxidativo (Figuras 9 e 10)

As Figuras 9 e 10 apresentam o grau de correlagdo entre marcadores de estresse
oxidativo, considerando os grupos caso (G1 e G2) e controle (G3). O grupo G2 mostrou
correlagdo negativa moderada significante entre TBARS e GPx (R=-0,5151; P=0,0240;
Figura 9B). Por outro lado, o grupo controle apresentou correlagdo positiva moderada
significante entre niveis de G6PD e GR (R=0,2854; P=0,0403; Figura 9F); entre G6PD

e GPx (R=0,3362; P=0,0148; Figura 9I); entre G6PD e GSH-t (R=0,2950; P=0,0338;
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Figura 10C); entre GSH-t e GPx (R=0,5977; P<0,0001; Figura 10F). Todas as outras

correlacdes apresentaram P>0,05.
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Figura 8. Marcadores de estresse oxidativo. Marcadores de estresse oxidativo em
pacientes com epilepsia do lobo temporal e esclerose mesial sem (G1) e com transtorno
psiquiatrico (G2) refratarios ao tratamento medicamentoso, e individuos sem a doenga
(G3) representados com média+DP. A) * Catalase (CAT): G1 e G2 > G3: P<0,0001. B)
"Glutationa redutase (GR): P>0,05. C) *Glutationa peroxidase (GPx): G1 ¢ G2 < G3
(P<0,0001). D) *Glutationa-6-fosfato desidrogenase (G6PD): Gl e G2 < G3;
P=0,0057). E) *Glutationa total (GSH-t): G1 ¢ G2 < G3 (P=0,0454). F) *Capacidade
antioxidante total (TEAC): P>0,05. G) Substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS): G1 e G2 > G3 (P=0,0013). ¢ G1: N=24; G2: N=19 e G3: N=52. m Gl1:
N=24; G2: N=19 e G3: N=50. DP= Desvio Padrao.
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Figura 9. Correlacao entre marcadores de estresse oxidativo em pacientes com epilepsia do lobo temporal por esclerose mesial temporal com ou
sem transtorno psiquiatrico e individuos sem a doenca (grupo controle). TBARS=substancias reativas ao acido tiobarbitirico; GPx=glutationa

peroxidase; GR=glutationa redutase; G6PD=glicose-6-fosfato desidrogenase. R=indice de correlagao; P=nivel de significancia.
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Figura 10. Correlagdo entre marcadores de estresse oxidativo em pacientes com epilepsia do lobo temporal por esclerose mesial temporal com
ou sem transtorno psiquidtrico e individuos sem a doenga (grupo controle). GSH-t=glutationa reduzida somada a glutationa oxidada;
G6PD=glicose-6-fosfato desidrogenase; GPx=glutationa peroxidase; TBARS=substancias reativas ao acido tiobarbiturico, CAT=catalase.

R=indice de correlacao; P=nivel de significancia.



wecuddao

30



31

4. DISCUSSAO

Foram estudados pacientes com ELT-EMT, com e sem TP, considerando
marcadores envolvidos no estresse oxidativo, abrangendo também aspectos
demograficos, sociais e clinicos, assim como comorbidades e habitos de vida.
Destacaram-se entre os pacientes, historia familial de epilepsia, baixa renda financeira, e
menor representatividade para nivel superior de escolaridade. A andlise bioquimica
mostrou niveis aumentados de CAT e TBARS ¢ reduzidos de GPx, G6PD ¢ GSH-t em
ambos os grupos de pacientes, em relagdo aos controles. Ainda, o grupo de pacientes
com TP (G2) apresentou correlacdo negativa entre TBARS e GPx. Correlacdo positiva
foi observada entre TBARS ¢ CAT, G6PD ¢ GR, G6PD ¢ GPx, G6PD e GSH-t , ¢
GSH-t e GPx no grupo controle.

Neste estudo, destacou-se o sexo feminino corroborando outros estudos, cuja
frequéncia variou de 57,1% a 60% em pacientes com epilepsia na faixa etéria entre 39
anos e 60 anos. ’"’® H4 maior incidéncia da doenca com o envelhecimento, sendo duas
vezes maior aos 70 anos e trés vezes maior aos 80 anos de idade, comparado a
infancia. "® Isso pode ser explicado, tendo em vista as principais etiologias da epilepsia
como acidente vascular encefalico, quadros demenciais isolados, traumatismo cranio-
encefalico, tumores cerebrais e encefalopatia metabdlica. ®

Em relagdo aos habitos de vida, o presente estudo ndo demostrou associagao
entre tabagismo e epilepsia, em concordancia com outra casuistica. 7 No entanto, em
outras séries, o tabagismo variou de 21,8% a 38%, comparado a frequéncia de 19,3% a
23% na populagio geral. %D Sio escassos os estudos envolvendo epilepsia e
tabagismo, cuja frequéncia, porém, ¢ sugerida como até o dobro em relagdo ao

controle. ®” Ressalta-se, ainda, a relagdo hipotética entre alguns tipos de epilepsia e
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tabagismo, considerando que aqueles com epilepsia generalizada idiopatica sdo mais
propensos a esse habito, comparados a pacientes com o tipo focal. 7

Nesse contexto, supde-se que mecanismos genéticos e fisiopatoldgicos poderiam
compartilhar alguns aspectos relacionados a dependéncia do tabaco. Além disso,
comorbidades psiquiatricas, como a depressdo, relacionadas a sobrecarga pessoal e
social devido a epilepsia, ®*®*9 aumentam o risco de fumar. 7?87 Porém, essa
condi¢do ndo foi observada neste estudo, representado por 38,1% de pacientes com
depress@o no grupo com epilepsia e transtornos psiquiatricos, provavelmente pelo
tamanho reduzido da casuistica. A proposito, um estudo que avaliou a relagdo entre
dependéncia de nicotina e gravidade dos sintomas de ansiedade e depressdo,
principalmente em mulheres, ndo mostrou diferenga significativa ao comparar fumantes
e ndo fumantes. ®¥

Ha referéncia, ainda, do efeito benéfico da nicotina sobre convulsdes, o que
poderia induzir os pacientes ao tabagismo. 7 Considera-se, de modo geral, que a agio
da nicotina como um neuromodulador, poderia regular a frequéncia de crises pela
modulacdo do sistema GABA (4cido gama-aminobutirico). ®” Em modelos animais, a
nicotina pode ser proconvulsivante ou anticonvulsivante, de acordo com a dose e ao
modo agudo ou crénico de administragdo. 7 Por outro lado, ha uma hipotese que
inverte a causalidade, considerando que o tabagismo pode ser um fator de risco para
convulsdes devido maior probabilidade de acidente vascular encefédlico, que pode ser
complicada pela epilepsia focal em caso de lesdes corticais. ¥

Apesar do presente estudo ndo ter registrado casos de abuso de alcool em ambos
os grupos de pacientes, o alcoolismo parece ser um fator importante para o inicio da

epilepsia, pois pode ocasionar lesdes cerebrais e facilitar traumas. ® E comum que

pacientes com a doenca sejam aconselhados a ndo consumirem alcool, devido a possivel
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interacdo com medicamentos prescritos para o tratamento. Ainda, mesmo com o
tratamento farmacoldgico adequado, ¢ importante que o paciente identifique e evite
situagdes que aumentem sua suscetibilidade a crises, como exposicao a flashes de luz
intermitentes, privagdo de sono e principalmente abuso de bebidas alcodlicas. !® No
entanto, ¢ desconhecida a razao entre a taxa de alcoolismo em pacientes com epilepsia e
o restante da populagio. ©?

Em relacdo as comorbidades, este estudo mostrou semelhanca entre pacientes e
controles para DM e HAS, corroborando outra casuistica com 11% de DM. ® Ressalta-
se que DM ¢ um fator de risco independente para crises convulsivas, principalmente em
pacientes idosos ja que a hiperglicemia, assim como a hipoglicemia, ¢ comum nessa
faixa etaria. ® E possivel que neste estudo, a faixa etaria principalmente de pacientes
adultos jovens, a baixa frequéncia de tabagismo e auséncia de etilismo tenham
influenciado na frequéncia reduzida de DM.

Distirbios metabolicos alteram o equilibrio entre excitagao e inibicdo de redes
neurais. 7 A cetoacidose diabética tem sido associada a aumento do risco de
convulsdes em criangas e adolescentes com DM tipo 1. ®® Esses fatores metabdlicos,
com efeito prejudicial no sistema nervoso, associam-se a anormalidades no EEG e
convulsdes epilépticas. > Ha referéncia de 3,0% para incidéncia cumulativa de
convulsoes em individuos com DM, em comparagao a 1,9% naqueles sem a doenga,
representando aumento de 1,47 no risco de convulsdes apds o ajuste para idade, sexo e
principais comorbidades. ®¥

A presenca de duas ou mais comorbidades em pacientes com DM, como doenca
cardiaca coronariana, fibrilagdo atrial, insuficiéncia cardiaca ¢ doenga cerebrovascular,
confere maior risco para crises convulsivas, assim como em pacientes com epilepsia e

uma ou mais comorbidades. 1°” Isso confirma o papel das doencas vasculares como
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uma das principais causas de epilepsia em idosos. !°D Neste estudo, pacientes com
epilepsia sem TP mostraram frequéncia reduzida de HAS, enquanto no grupo com TP,
representado por faixa etaria principalmente de adultos jovens, todos tinham pressdao
arterial no limite recomendado. O controle adequado de parametros metabodlicos se faz
necessario ndo apenas para diminuir as complicagdes vasculares do DM e HAS, mas
também evitar outras complica¢des. ¥

Ressalta-se, ainda, na epilepsia a associagdo entre DM e depressdo, cujos
mecanismos biologicos sdo ainda obscuros. Neste estudo, essa associa¢dao teve baixa
representatividade, pois embora a depressdo tenha sido o transtorno mais frequente,
observado em 47,6% de G2, corroborando a prevaléncia de 20% a 55% entre pacientes
com crises recorrentes de epilepsia,'’? DM foi observado em apenas 4,8% de G2. E
sugerido que alteragdes hormonais, principalmente aumento de cortisol, assim como da
ativacdo imunoinflamatodria associam-se a maior risco de DM na presenga do transtorno
depressivo. 19 Além disso, alteracdes do transporte de glicose em regides especificas
do cérebro poderiam ocorrer em pacientes com diabetes favorecendo o
desencadeamento da depressdo. (19 Ressalta-se, ainda que pacientes com diabetes e
depressao apresentam maior risco de obesidade, menor nivel educacional e
socioecondmico, além de pior suporte social, sendo mais vulneraveis a estressores
financeiros e psicossociais. (14109

Neste estudo, a historia familial de doencas neuroldgicas prevaleceu nos
pacientes, comparado aos controles, corroborando autores que ressaltam o carater
genético para epilepsia refrataria. 161 Reconhecidamente, ha contribuicio genética
para a epilepsia, destacando-se que os genes estdo envolvidos no processo

epileptogénico por trés modos, como causa primaria, determinando o limiar de

suscetibilidade ou respondendo por meio de expressao diferencial a lesdes
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epileptogénicas. (19119 Nesse contexto, ha risco 1,5 a 5 vezes maior de desenvolver a
doenca em parentes de pacientes em relagio a populacio geral. ' Nesse caso, ha
referéncia de risco relativo elevado nos parentes em primeiro grau, tanto para epilepsia
focal como generalizada. ('

Em relagdo ao perfil social, constatou-se neste estudo menor nivel de
escolaridade entre os pacientes, assim como de renda financeira. Isso confirma o
impacto da epilepsia ndo apenas restrito a aspectos clinicos e bioldgicos, mas também
psicologicos e sociais, assim como para os familiares, com limitacdes e piora na
qualidade de vida de todos os envolvidos. 1'2!'3) O diagnostico de epilepsia e seus
efeitos indesejados afetam significativamente a vida pessoal e familiar ja na infincia.
Nesse caso, as criangas sdo expostas a comportamentos de superprotecao dos familiares,
refletindo em rendimento académico mais baixo e comprometimento em atividades
diarias e na independéncia, dificultando o relacionamento com amigos dentro e fora do
ambiente escolar, independente do nivel cognitivo. 1%

Considerando o mercado de trabalho, ressalta-se que a preocupacao com as
crises e possiveis acidentes, além do suposto absenteismo, influencia na contratacdo de
um profissional, mesmo com capacitacdo. Acrescenta-se, ainda, a duvida quanto a
capacidade de trabalho, produtividade e o impacto das crises epilépticas para os demais
empregados no local de trabalho. !> Estudos demonstram que na epilepsia o estigma é
o problema mais dificil a ser contornado, até mesmo em relagdo as implicacdes clinicas
da doenga, 1'® ocasionando isolamento social, agravado pelo preconceito. (16117

Nesse contexto, para melhor compreensdo da situagao real dos pacientes faz-se
necessario considerar aspectos relacionados a escolaridade, profissdo (condi¢des de
trabalho, renda), contexto familiar e social, fatores psicoldgicos, condi¢des materiais e

subjetivas de vida, entre outros. !!*!1® A baixa escolaridade e de renda financeira entre
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os pacientes deste estudo ndo s6 reafirma a existéncia desses estigmas, mas também
remete a necessidade de esclarecer ao paciente acerca da escolha da profissao,
considerando suas habilidades, capacidades e limitagdes. Isso poderia reduzir o temor e
facilitar seu engajamento em universidades e vagas de emprego. !'> Ressalta-se, ainda,
neste estudo, o estado civil semelhante para pacientes e controles, discordando de outras
séries que demonstram o isolamento decorrente da epilepsia, numa tentativa de esconder
a doenca de familiares, parceiros e pessoas do convivio profissional. !%!120 Isso
provoca estado de sofrimento psiquico prolongado, o que pode gerar graves
consequéncias sociais, como a perda ou abandono de pessoas, escola e também
emprego. (11%121)

Destaca-se para ELT maior risco de morte prematura devido a diversos fatores,
inclusive pelo aumento de transtornos psiquidtricos (como ansiedade e depressdo) e,
assim, de suicidio, além de maior suscetibilidade a quedas e lesdes, comprometendo a
qualidade de vida. ?» Na caracterizagdo clinica, notou-se nesta casuistica tempo de
doen¢a em média de 28 a 32 anos, inferior ao observado em outra série, com média de
41,7 anos (variagdo de 18 a 54 anos). '¥) Diversas doengas ou lesdo cerebral podem
causar epilepsia, sendo as causas mais frequentes: anomalia cerebral, traumatismo
craniano, andxia durante o parto, tumores, infeccdo cerebral e crises febris. > Neste
estudo, a crise febril destacou-se em ambos os grupos de pacientes, particularmente
naqueles com TP, além de meningoencefalite em especial no grupo sem transtornos.
Ressalta-se, ainda, nesta casuistica o comprometimento do hemisfério esquerdo, além
de politerapia. Reconhecidamente, a lateralidade da lesdo influencia funcdes cognitivas

como aten¢ao, memoria e linguagem. Em pacientes com ELT, a lateralidade da lesdo

tem impacto sobre o funcionamento cognitivo, sendo que ELT-EMT no hemisfério



37

dominante associa-se a prejuizo de linguagem e fungdes verbais, mas sem comprometer
o nivel intelectual. 2%

Em relacgdo a terapia medicamentosa, 56 a 66,7% dos pacientes apresentavam-se
em politerapia com até 3 ou mais medicamentos, assim como em outro estudo
correspondendo a cerca de 80% dos pacientes. 1> Entre os quadros de epilepsia
refratdria ao tratamento medicamentoso, que pode chegar a 30%, destacando-se a ELT-
EMT, as crises podem ocorrer com maior frequéncia e menos previsibilidade. Isso
confere mais vulnerabilidade a quedas e traumatismos, comprometendo também a
autonomia. (16117120 Nesse caso, a refratariedade clinica exige um tratamento
especifico, com combinagdo de FAEs concomitantemente, diante de falha da
monoterapia em controlar as crises. )

Estudo em criancas em monoterapia por longo periodo mostrou
comprometimento cognitivo em relagdo ao aprendizado da leitura e escrita, além dos
efeitos a longo prazo, sendo que o déficit cognitivo permaneceu mesmo apos trés anos
sem o uso da medicagdo. !?” Desse modo, as estratégias terapéuticas devem ser
direcionadas para minimizar a ocorréncia de crises espontaneas ¢ melhorar as respostas
neuroprotetoras. A epileptogénese ¢ o processo dindmico e progressivo que modifica a
excitabilidade neuronal, causando alteragdes estruturais. E também acompanhada por
alteragdes neuroquimicas e celulares que ocasionam desequilibrio entre
neurotransmissao inibitéria e excitatéria no hipocampo, e consequentemente a
ocorréncia de crises espontaneas. (2%

Ressalta-se, ainda, que o cérebro por apresentar alto consumo de oxigénio, alta
concentragdo de acidos graxos poliinsaturados, maior quantidade de metais de transicao
como cobre e zinco, além de proteinas, DNA, RNA e, particularmente, baixas

concentragdes de antioxidantes, estd mais suscetivel a danos causados pelo estresse
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oxidativo “%128129) Nesse contexto, a convulsdo tem sido relacionada a inducdo de
estresse oxidativo com morte neuronal. Estudos em modelos animais demonstraram
danos oxidativos induzidos por convulsdes atingindo hipocampo, DNA mitocondrial e
lipidios. 3%13D E relatado também que pacientes com ELT apresentam sistemas
antioxidantes alterados, indicando processo de estresse oxidativo em curso. 3%

O presente estudo demonstrou niveis aumentados do marcador de peroxidagdo
lipidica — TBARS em pacientes com ELT-EMT. Isso sugere degradagdo de lipidios e
outras biomoléculas em pacientes com epilepsia, induzidos pelas crises. (2513®) Ainda,
esse efeito pode estar relacionado a falta de efetividade do sistema antioxidante que, de
maneira compensatoria, tenta inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria
de RLs, mas nem sempre de modo eficaz. *> Outros estudos demonstraram peroxidagio
lipidica em pacientes comparado a controles, além de oxidacdo de proteinas mensurada
através do marcador intitulado proteina carbonilada. (132134135 Todavia, observou-se
também semelhanga entre pacientes e controles para marcadores de peroxidagao
lipidica, 1*® tornando o assunto polémico. Adicionalmente ¢ relatado, ainda, reducio
dos niveis de TEAC, um marcador que reflete a capacidade antioxidante total

E (28139 No entanto, isso ndo foi

equivalente ao trolox, analogo da vitamina
evidenciado neste estudo, mesmo com reducao nos niveis de GPx, G6PD e GSH-t nos
pacientes, visto que TEAC representa antioxidantes lipossoluveis e hidrossoluveis,
incluindo enzimas e vitaminas reagentes ao trolox. 7

Por outro lado, neste estudo, pacientes com ELT-EMT mostraram maior
atividade de CAT, enzima antioxidante que age na conversao de EROs, como peroxido
de hidrogénio, em agua e oxigénio, comparado ao grupo controle. Aumento do nivel de

CAT também foi demonstrado em modelos de epilepsia cronica, sugerido como

consequéncia de uma resposta antioxidante enzimdtica primaria para o aumento de
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RLs. (¥ Porém, estudo em modelo animal (ratos) demonstrou diminuigfio dos niveis de
CAT comparado ao controle, sugerindo uma limitacdo da defesa antioxidante, pelo
consumo excessivo em virtude da alta taxa de estresse oxidativo e ndo adequagdo do
organismo para essa condigdo. *%)

Entretanto, outro estudo realizado em tecido de hipocampo humano p6s morte,
observou aumento da atividade de CAT, além de outras enzimas como GPx e GR.
Niveis elevados dessas enzimas, que contribuem para regeneracdo de GSH, indicam
exposi¢do excessiva ao estresse oxidativo e, por isso, esse efeito como resposta. 40 E
importante destacar que essas enzimas estdo relacionadas com a degradacdo do
perdxido de hidrogénio. Ressalta-se que CAT, embora com niveis fisiologicamente
reduzidos no cérebro, atua no inicio da via antioxidante, pois age rapidamente em nivel
celular, pelo menos trés vezes mais em comparagdo com O sistema
peroxiredoxina/tioredoxina/tioredoxina redutase, que ¢ a principal rota de remogado de
peroxido de hidrogénio nas mitocondrias. (!*!:1%?) No entanto, este estudo mostrou niveis
semelhantes de GR em pacientes e controles, mas, reduzidos de GPx nos pacientes. Isso
sugere maior consumo de GPx, que se apresenta em maior concentragcdo no cérebro,
sendo essencial para detoxificar o peroxido de hidrogénio e, assim, proteger neurénios
que ficam mais expostos ao estresse oxidativo devido hiperexcitabilidade e morte
neuronal induzido na epilepsia. (143149

Em paciente com ELT, o sistema antioxidante como o da glutationa e SOD pode
estar alterado, sendo indicativo de estresse oxidativo. (32 No presente estudo, os
marcadores GPx e GSH-t (GSH+GSSQG) apresentaram-se reduzidos nos pacientes,
assim como em modelo animal sugerindo presenga de estresse oxidativo e o estado nao
compensatério de antioxidantes *¥ envolvidos na via da glutationa. Adicionalmente,

estudo em cortex cerebral de ratos demonstrou diminuigdo significante dos niveis de
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GSH e GSSG, 49 provavelmente relacionada a reducdo das enzimas GPx e GR que
catalisam reagdes nessa via metabolica.

Neste estudo, constatou-se correlacao positiva entre GPx e GSH-t, GPx e G6PD,
GSH-t e G6PD, e GR e G6PD, nos controles, considerando que as enzimas
antioxidantes participam da via de GSH, principal composto antioxidante intracelular.
Desse modo, todos apresentam o propoésito de prevengdo impedindo e/ou controlando a
formacdo de RLs e espécies ndo-radicalares, envolvidos com a ocorréncia de danos
oxidativos. ® A GSH reduz o H>O, a H>O em presenc¢a de GPx, formando uma ponte
dissulfeto e, em seguida, a GSH ¢ regenerada pela GR, na presenga de NADPH,
produzido pela G6PD, enzima presente na via das pentoses fosfato. (147:148)

Por outro lado, o grupo de pacientes com TP mostrou correlagdo negativa entre
GPx e TBARS, um marcador de peroxidagdo lipidica, sugerindo a importancia desse
antioxidante enzimatico como resposta ao aumento de RLs e dano oxidativo celular. Ha
referéncia de menor viabilidade neuronal em pacientes com transtorno bipolar, ja que o
desbalango redox pode causar maior toxicidade 1*?. Ainda, em relacio a andlise de
correlagdo, os controles apresentaram perfil previsto, entretanto, os pacientes mostraram
padrao diferente sugerindo a influéncia de outros fatores na interacao de vias redox.

Adicionalmente, os pacientes mostraram niveis reduzidos de G6PD em relacao
ao grupo controle, o que contribuiu possivelmente na reducao dos niveis de GSH-t. A
atividade enzimatica da G6PD ¢ de extrema importancia, pois origina NADPH, agente
redutor na recuperagdo de GSH a partir de GSSG. %9 Acrescenta-se, ainda, que a
deficiéncia de G6PD pode ser uma enzimopatia de carater genético que acomete cerca
de 400 milhdes de individuos em todo o mundo, 1315 o que ndo foi avaliado neste
estudo. A deficiéncia de GO6PD esta relacionada a hemolise celular, tendo em vista que

compromete o sistema antioxidante de eritrdocitos representado pela GSH, o que expde
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essas células a acdo de RLs e, consequentemente, a hemolise. !> 13¥ A maioria dos
casos ¢ assintomdtica, mas com alto risco de desenvolver anemia hemolitica aguda
diante de exposicao a alimentos como o feijao fava e medicamentos oxidantes como
sulfonamidas, nitrofurantoina e primaquina. (!>%

Neste estudo, embora nao considerados os tipos de FAEs utilizados na ELT-
EMT, ressalta-se o efeito protetor do tratamento medicamentoso na epilepsia, tendo em
vista a modulagdo neuronal, com redu¢do da hiperexcitabilidade e, consequentemente,
menor dano tecidual, ©* o que poderia contribuir na estabilidade do estado redox.
Entretanto, a casuistica ora estudada apresentou alteragdo de marcadores de estresse
oxidativo como CAT, GPx, GSH-t, G6PD, e TBARS, o que pode ter ocorrido devido ao
carater refratario dos pacientes com ou sem TP, em relagdo ao controle. Nesse caso,
destaca-se os critérios de inclusdo rigidamente controlados, que dificultou o aumento da
casuistica, porém conferiu homogeneidade aos grupos.

Tém sido crescentes os estudos de estresse oxidativo, tanto experimentais como
clinicos, na elucidacdo de mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos na
epilepsia. Nesse contexto, destacam-se os estudos experimentais com antioxidantes. 13
Inclui-se a N-acetilcisteina, que em suplementagcdo cronica aumenta niveis séricos de
glutationa, demonstrando capacidade de suprimir a epileptogénese no modelo
pentilenotetrazol, devido seu efeito antioxidante. (! Destaca-se também a ubiquinona,
potente antioxidante que reage com EROs evitando o dano oxidativo, como a
peroxidagdo lipidica da membrana mitocondrial. Desse modo, atenua a gravidade das
convulsoes induzidas pela pilocarpina em ratos, revertendo o dano oxidativo e
restaurando as atividades do complexo enzimatico mitocondrial. 37 Isso é observado

também para naringenina, que melhora a eficidcia de enzimas antioxidantes no

hipocampo de camundongos com status epilepticus induzido por pilocarpina. (>®
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite as seguintes conclusdes:

1. Valores reduzidos de GPx, GSH-t ¢ G6PD e aumentados de CAT indicam
demanda de antioxidantes no combate ao estresse oxidativo na ELT-EMT, independente
de TP, porém, ndo sdo necessariamente eficazes tendo em vista o aumento de TBARS,
um marcador de peroxidacao lipidica.

2. A correlacdo entre marcadores do estresse oxidativo reflete a integragdo de
enzimas antioxidantes e compostos da via da glutationa, cuja alteracao pode influenciar
na peroxidacdo lipidica como indicado pela correlagcdo negativa entre GPx e TBARS.

3. Renda financeira insatisfatéria e baixo nivel de escolaridade em pacientes
com ELT-EMT confirmam a presenga de estigmas sociais ja pré-estabelecidos para
epilepsia. Ressalta-se, ainda, o carater genético da doenga pelo historico familial de

epilepsia, principalmente, nos pacientes comparados a individuos sem a doenga.
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APENDICE — Artigo

O artigo intitulado “Marcadores de Estresse Oxidativo em Pacientes com Epilepsia do

Lobo Temporal Mesial” serd submetido a Epilepsy & Behavior.
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RESUMO

Introducio - A epilepsia, condigdo neurologica cronica de etiologia heterogénea, afeta
mundialmente cerca de 50 milhdes de individuos. A epilepsia do lobo temporal (ELT),
com prevaléncia estimada de 20-25%, induz alteragdes bioquimicas, fisioldgicas,
moleculares e estruturais complexas no cérebro. A esclerose mesial temporal (EMT) ¢
uma das lesdes mais frequentemente associadas a ELT. Ha prevaléncia elevada de
transtornos psiquiatricos (TP) em pacientes com ELT-EMT, cujos mecanismos
fisiopatologicos podem estar correlacionados. O estudo do estresse oxidativo,
decorrente do desequilibrio entre producdao de compostos oxidantes e atividade do
sistema de defesa antioxidante, podera contribuir na compreensao da base biologica de
ELT-EMT. Objetivos — Avaliar associagdo de marcadores do estresse oxidativo com
ELT-EMT em pacientes resistentes ao tratamento medicamentoso, com e sem TP.
Casuistica e Métodos — Foram estudados 98 individuos, distribuidos em trés grupos:
G1-25 pacientes diagnosticados com ELT-EMT refrataria sem TP; G2-21 pacientes
com ELT-EMT refrataria e TP; G3—-52 individuos sem diagnostico de epilepsia (Grupo
Controle). Marcadores do estresse oxidativo, incluindo catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa reduzida somada a glutationa
oxidada (GSH-t), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), capacidade antioxidante
total equivalente ao Trélox (TEAC) e substincias reativas o acido tiobarbitlrico
(TBARS) foram analisados por espectrometria. Perfil clinico/demografico/social e
habitos de vida foram obtidos por questionario e prontuario médico. Admitiu-se erro
alfa de 5%. Resultados — Os grupos mostraram semelhanca para sexo, tabagismo,
etilismo e comorbidades (P>0,05). Historia familial de epilepsia prevaleceu nos
pacientes comparado aos controles (G1=60%; G2=57,1%; G3=15,4%; P=0,0002 e
P=0,0009, respectivamente). Para perfil social, observou-se menor renda financeira em
pacientes (G1=48%; G2=42,9%), comparado aos controles (G3=90,4%; P=0,0003 e
P<0,0001; respectivamente). O mesmo ocorreu para escolaridade em nivel superior
(G1=4%; G2=4,8%; G3=63,5%; P<0,0001 e P<0,0001; respectivamente). Em relacdo
aos marcadores de estresse oxidativo, niveis de CAT mostraram-se aumentados em
pacientes (G1=15.9014£5.395,5U/mL; G2=16.334+5.815,8U/mL), comparado aos
controles (G3=  10.155+4.286,2U/mL; P<0,0001), assim como TBARS
(G1=569,73+694,35ng/mL; G2=506,13+598,08ng/mL;  G3=180,23+47,09ng/mL;

P=0,0013). Por outro lado, os pacientes apresentaram reducdo nos niveis de GPx
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(G1=4,81£1,54U/mL; G2=4,81£1,40U/mL), G6PD (G1=0,91+0,32U/mL; G2=0,85+
0,24U/mL) e GSH-t (G1=0,53%+0,15mM; G2=0,55+0,15mM), comparado aos controles
(G3=7,06£1,81U/mL;  1,10+0,32U/mL; 0,66+£0,27mM; P<0,0001; P=0,0057;
P=0,0454). Houve correlagdo negativa entre TBARS e GPx no G2 (R=-0,5151;
P=0,0240), entretanto, houve correlagcdo positiva no grupo controle entre GR e G6PD
(R=0,2854; P=0,0403), GPx e GO6PD (R=0,3362; P=0,0148); GSH-t ¢ G6PD
(R=0,2950; P=0,0338) e GPx e GSH-t (R=0,5977; P<0,0001).Conclusdo — Valores
reduzidos de GPx, G6PD e GSH-t e aumentados de CAT em pacientes, com ou sem TP,
indicam demanda de antioxidantes no combate ao estresse oxidativo na ELT-EMT,
porém nem sempre eficaz mostrado pelo aumento de TBARS, um marcador de
peroxidacao lipidica. A correlagdo entre os marcadores de estrese oxidativo reflete a
integracdo dos sistemas antioxidantes e a peroxidacdo lipidica. Destaca-se, ainda, a
persisténcia de estigmas sociais pré-estabelecidos nos pacientes com ELT-EMT,
relacionados a perfil socio-econdmico-educacional, além de carater genético associado a

doenga.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal; Estresse Oxidativo; Biomarcadores.



68

1. Introducio

Epilepsia é uma condi¢do neurologica cronica, de etiologia heterogénea. (2
Caracteriza-se por descargas elétricas neuronais anormais espontaneas, resultado da
potencializacdo da excitagdo e/ou falha de neurotransmissdo inibitéria, ocasionando
perda de neurdnios, sendo a crise epilética a expressdo clinica da doenga. ¥
Mundialmente, hé cerca de 50 milhdes de individuos com epilepsia, sem distingdo de
género, idade, raca ou classe social. *>® Na populacio brasileira, é representada por 3
milhdes de pessoas, 7’ com incidéncia de 12/1.000 habitantes na Grande Sdo Paulo, SP
® ¢ 18,6/1.000 em Sdo José do Rio Preto, SP. ¥ Apos a definicio, o tratamento consiste
em farmacos antiepilépticos (FAEs), no entanto, 30 a 40% sdo resistentes. Desses
pacientes, cerca de 30% apresenta-se como candidato potencial a cirurgia, sendo
eficiente em até 80% dos casos. 1913

A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ a forma mais comum de epilepsia focal na
populagdo adulta, sendo responsavel por 40% de todos os casos de epilepsia nesse
grupo. ¥ Destaca-se como mais frequente nesses pacientes a esclerose mesial temporal
(EMT), que causa gliose ¢ morte neuronal normalmente no hipocampo e estruturas
circunvizinhas, como para-hipocampo e amigdala. “!'¥ A ELT-EMT associa-se a
déficits cognitivos, como perda de memoria verbal, de funcionamento executivo e de
linguagem, além disso, pode ocorrer alteragdes de humor e transtornos de pesonolidade.
61516 A complexa associa¢do entre epilepsia e transtornos psiquiatricos (TP) esta entre
0s mais presentes e importantes aspectos da epileptologia, devido a elevada frequéncia,
principalmente em pacientes com ELT-EMT. (7

Estudos demonstram associacdo entre estresse oxidativo ¢ doengas

neurodegenerativas, incluindo as doengas de Alzheimer e Parkinson, assim como

epilepsia. 1829 O processo de estresse oxidativo ocorre quando héa desequilibrio entre
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compostos oxidantes e a atuagdo do sistema de defesa antioxidante, em favor da geragao
excessiva de radicais livres (RLs) ou falha na sua remocao. ?P Os compostos oxidantes
sao representados pelas espécies reativas: atomos, moléculas ou ions que possuem alta
reatividade em sua maioria, destacando-se as espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e
oxigénio (EROs), como radical superoxido (O2"), radical hidroxila (OH"), radical
alquila (L"), e peroxido de hidrogénio (H,02). '?? (Lima e Abdalla, 2001; Puttachary
etal., 2014).

Nesse contexto, ressalta-se a presenca de marcadores do estresse oxidativo como
baixos niveis de antioxidantes, assim como peroxidagdo lipidica exacerbada no sangue e
em tecido neuronal de pacientes com epilepsia. ***» Os RLs geralmente atacam
proteinas, lipideos e macromoléculas de DNA, comprometendo a fungdo de membranas
celulares e danificando os sistemas de transportes. 32>2%) Destaca-se, nesse processo, a
peroxidacao lipidica de membrana que ocorre devido ao aumento de RLs ou decréscimo
da atividade dos mecanismos de defesa antioxidante, € tem sido relacionada com
algumas formas de epilepsia. *® Seu subproduto malondialdeido (MDA), pode ser
mensurado pela técnica denominada substancias reativas ao acido tiobarbitrico
(TBARS). 22

Em condi¢des normais, EROs sdo rapidamente convertidas para niveis fisioldgicos
nao toxicos gracas a acdo de antioxidantes. Esses antioxidantes podem ser mensurados e
avaliados como marcadores de balango redox. ?!2227:28) Ressalta-se, ainda, que a agio
antioxidante de compostos hidrofilicos ou lipofilicos pela retengcdo do radical gerado de
uma reag¢ao enzimatica, quimica ou eletroquimica pode ser verificada também por ensaio
enzimatico que analisa a capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (TEAC). @®

A remog¢do de H»O: envolve a acdo de catalase (CAT) e também glutationa

peroxidase (GPx). As reacdes que envolvem GPx implicam na utilizagdo de agentes
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redutores, como nicotinamida adenosina difosfato reduzida (NADPH), originando
glutationa oxidada (GSSG). Nesse caso, a regeneracao de glutationa reduzida (GSH) sera
obtida pela reducdo de GSSG com acdo da enzima glutationa redutase (GR), a custa da
oxidagio de NADPH, ? produzida pela participagio da enzima glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD). Nesse contexto, NADPH ¢ o agente redutor necessario na redugao
de GSSH a GSH, um antioxidante que protege as hemacias contra espécies reativas
evitando, consequentemente, a hemolise. %31

Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar a associagdo de marcadores
de estresse oxidativo (CAT, GPx, GSH-t, GR, G6PD, TEAC ¢ TBARS) com ELT-EMT
refrataria com ¢ sem TP, considerando também a correlacdo entre os marcadores
bioquimicos, além de perfil clinico/sdcio/demografico e habitos de vida em pacientes

com a doenga, comparado a um grupo controle.

2. Material e Métodos

2.1. Casuistica

Foram estudados 98 individuos, independente de grupo étnico e sexo,
distribuidos em trés grupos: G1 — 25 pacientes diagnosticados com ELT-EMT refrataria
sem TP; G2 — 21 pacientes com ELT-EMT refrataria com TP; G3: 52 individuos sem a
doenca (controle). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sao Jos¢ do Rio Preto — CEP/FAMERP sob CAAE:
30797214.0.0000.5415. Todos os individuos foram informados das caracteristicas do
estudo, confirmando participacdo pelo Termo de Consentimento Livre e Pos-

Esclarecido.
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2.2. Perfil socio-demografico-clinico e habitos de vida

Todos os participantes foram submetidos a um questionario especifico, incluindo
perfil demografico, social e clinico, além de héabitos de vida. Os pacientes foram
avaliados por psiquiatra por meio de entrevista clinica e instrumentos ja traduzidos e
validados para a lingua portuguesa. Dados clinicos foram obtidos também pela revisdo

de prontudrio médico eletronico.

2.3. Dosagem bioquimica

Os individuos foram submetidos a coleta de amostra de sangue periférico por
puncdo venosa para dosagem de componentes do estresse oxidativo (CAT, GPx, GSH-t,
GR, G6PD, TEAC e TBARS). As amostras foram coletadas em tubos com EDTA. O
processamento consistiu na obten¢do do lisado celular, apds centrifugacdo a 4°C, e
armazenamento do plasma. O conteido restante gerou a “papa” eritrocitaria
(concentrado de hemacias), utilizada para originar aliquotas de lisado celular (50 pL da
“papa” eritrocitaria ¢ 950 uLL de agua ultra-pura deionizada -Mili-Q). Os marcadores de
estresse oxidativo foram determinados por espectrofotometria (PerkinElmer's VICTOR
x3, Thermo Scientific Type evolution 300 BB e PG Instruments Limited T60V).

Para dosagem da atividade enzimatica eritrocitaria de CAT foi necessario o
preparo do meio de reagdo (10 mM H>0,), protocolo adaptado de Beutler (1975), ¢?
com condig¢Oes de leitura ajustadas para 240 nm por 1 minuto, a 30°C. Para analise da
atividade eritrocitaria de GPx foi utilizado o método adaptado de Sies et al. (1979), ¢¥
que se baseia na medida em 340 nm, do decréscimo de absorbancia durante a redugao
de GSSG@G, catalisada por GR na presenca de NADPH a 30°C. A atividade da GR
também foi avaliada de acordo com o consumo de NADPH oriundo da conversdo de

GSSG para sua forma reduzida, acompanhado em 340 nm (Beutler, 1969). ¢4
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A concentracdo de GSH-total (GSSG + GSH = GSH-t) foi determinada em
plasma pelo método de Tietze (1969), @3 adaptado por Akerboom & Sies (1981), G®
que consiste na leitura do acido 5-mercapto-2-nitrobenzoico, um composto derivado da
oxidacdo da GSH, por espectrofotometria a 412 nm, durante quatro minutos. A
atividade eritrocitaria de G6PD (Beutler, 1994) @7 foi determinada por meio de reagio
contendo NADP e glicose-6-fosfato (G6P), que atuou na formacdo de NADPH,
ocasionando acréscimo na absorbancia em 340 nm.

O nivel plasmatico de MDA foi analisado pelo método de TBARS, utilizando
protocolo adaptado de Liencres et al. (2014), ®® com leitura em placa a 540 nm. Para
andlise de TEAC plasmatico, foi utilizado protocolo adaptado de Gilca et al. (2014), ¢
que consiste em um controle padrdo com solugdo trolox e PBS e para leitura das
amostras, primeiro foi colocada a solucdo de trabalho ABTS, anotando-se o resultado e
em seguida, foram adicionados 30 pL da amostra, iniciando o crondometro por cinco

minutos, anotando-se o resultado, em comprimento de onda 734 nm.

2.3. Analise estatistica

As andlises univariadas foram realizadas por meio do software Statistica 9.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), e os graficos produzidos no software GraphPad Prisma
versao 5.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Adotou-se o teste
General Linear Models (GLM), abordagem que possibilita a analise de modelos com
combinagdes de variaveis categoOricas e continuas, com multiplos fatores preditivos.
Assim, estabelecemos os grupos (G1, G2 e G3) como preditores com ajuste para sexo,
idade e tabagismo, e os parametros bioquimicos avaliados como variaveis dependentes.
Para resultados de P<0,05, utilizou-se teste post hoc de Tukey. Teste exato de Fisher ou

Qui-quadrado foi aplicado para analisar varidveis qualitativas. Para avaliar o grau de
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correlacdo entre os marcadores do estresse oxidativo, utilizou-se a correlagdo de

Pearson. O nivel de significancia foi fixado em P < 0,05.

3. Resultados
3.1. Perfil socio-demografico-clinico e habitos de vida

A idade foi semelhante entre os grupos (G1=45,1£13,9 anos; G2=38,9+13,8
anos; G3=38,4+13,4 anos (P>0,05; Tabela 1). O sexo feminino destacou-se nos
pacientes (G1=52%; G2=57,1%), mas sem diferenga significante em relagdo ao grupo
controle (G3=50%; P>0,05; Tabela 1). Os grupos mostraram semelhanca também para
tabagismo (G1=8%; G2=9,5%; G3=ausente), DM (G1=4%; G2=4,8%; G3=2%) e HAS
(G1=8%; G3=5,8%; G2=ausente), enquanto etilismo ndo foi relatado.

Histoéria familial de epilepsia prevaleceu nos pacientes comparado ao grupo
controle (G1=60%; G2=57,1; G3=15,4%; P=0,0002 ¢ P=0,0009, respectivamente,
Tabela 1). Em relagdo ao perfil social, houve menor renda financeira em pacientes
(G1=48%; G2=42,9%), comparado ao controle (G3=90,4%; P=0,0003 e P<0,0001;
respectivamente). O mesmo ocorreu para escolaridade em nivel superior (G1=4%;
G2=4,8%; G3=63,5%; P<0,0001 e P<0,0001; respectivamente; Tabela 1). Para estado
civil, em relagdo a possuir companheiro (a), ndo houve diferenca entre os grupos
(P>0,05; Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo clinica mostrando o tempo de doenca de
32,1£17,4 anos em G1 e 28,2+10,9 anos em G2 (P=0,3813). Destacaram-se nos pacientes
com epilepsia e TP, depressao (47,6%) seguido de transtorno de ansiedade generalizado
(38,1%). Lesdo precipitante nao foi observada em 52% de G1 e 47,6% de G2 (P=1,0),
porém crise febril ou meningoencefalite ocorreu em 16% (para ambos) de G1, e crise febril

em 28,6% de G2, seguido de trauma cranio-encefalico em G1 (12%) e hipdxia perinatal em
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G2 (14,3%), no entanto, sem diferenca significante (P>0,05). Lesdo no lado esquerdo
prevaleceu em G1 (72%) e G2 (61,9%) (P=0,5376). Entre os pacientes, 56% de G1 e

66,7% de G2 faziam uso de trés ou mais medicamentos (0,5510).

3.2. Marcadores de estresse oxidativo

Os niveis de CAT (Figura 1A) mostraram-se aumentados em pacientes
(G1=15.901£5.395,5U/mL; G2=16.334+5.815,8U/mL) comparado ao controle (G3=
10.155+4.286,2U/mL; P<0,0001). J& para GR houve semelhanca entre os grupos
(P=0,0631; Figura 1B). Niveis de GPx (Figura 1C) e G6PD (Figura 1D) apresentaram
valores significantemente reduzidos nos pacientes (G1=4,81%£1,54U/mL; 0,91+
0,32U/mL e G2=4,81£1,40U/mL; 0,85 + 0,24 U/mL; respectivamente), comparado ao
grupo controle (G3=7,06+1,81U/mL; 1,10+0,32U/mL; P<0,0001 e P= 0,0057;
respectivamente); assim como valores de GSH-t (Figura 1E) (G1=0,53+0,15mM;
G2=0,55+0,15mM; G3=0,66+0,27mM; P=0,0454). Quanto aos valores de TEAC
apresentaram-se semelhantes entre os grupos (P=0,062; Figura 1F), ao contrario de
TBARS (Figura 1G), com niveis elevados em Gl (569,73+694,35ng/mL) e G2

(506,13+£598,08ng/mL), em relagao a G3 (180,23+47,09ng/mL; P=0,0013).

3.3 Correlacgdo entre marcadores do estresse oxidativo
As Figuras 2 e 3 apresentam o grau de correlagdo entre marcadores de estresse
oxidativo, considerando os grupos caso (G1 e G2) e controle (G3). O grupo G2 mostrou
correlagdo negativa moderada significante entre TBARS e GPx (R=-0,5151; P=0,0240;
Figura 2B). Por outro lado, o grupo controle apresentou correlagdo positiva moderada
significante entre niveis de G6PD e GR (R=0,2854; P=0,0403; Figura 2F); entre G6PD

e GPx (R=0,3362; P=0,0148; Figura 2I); entre G6PD e GSH-t (R=0,2950; P=0,0338;
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Figura 3C); entre GSH-t e GPx (R=0,5977; P<0,0001; Figura 3F). Todas as outras

correlagdes apresentaram P>0,05.

4. Discussao

Foram estudados pacientes com ELT-EMT, com e sem TP, considerando
marcadores envolvidos no estresse oxidativo, abrangendo também aspectos
demograficos, sociais e clinicos, assim como comorbidades e hdabitos de vida.
Destacaram-se entre os pacientes, histéria familial de epilepsia, baixa renda financeira, e
menor representatividade para nivel superior de escolaridade. A andlise bioquimica
mostrou niveis aumentados de CAT e TBARS e reduzidos de GPx, G6PD ¢ GSH-t em
ambos os grupos de pacientes, em relacdo aos controles. Ainda, o grupo de pacientes
com TP (G2) apresentou correlacdo negativa entre TBARS e GPx. Correlacdo positiva
foi observada entre TBARS ¢ CAT, G6PD ¢ GR, G6PD ¢ GPx, G6PD e GSH-t , ¢
GSH-t e GPx no grupo controle.

Destacou-se o sexo feminino corroborando outros estudos, cuja frequéncia
variou de 57,1% a 60% em pacientes com epilepsia na faixa etdria entre 39 anos e 60
anos. “%4D Em relacdo aos habitos de vida, ndo houve associagdo entre tabagismo e
epilepsia, em concordancia com outra casuistica. “* No entanto, em outras séries, o
tabagismo variou de 21,8% a 38%, comparado a frequéncia de 19,3% a 23% na
populagdo geral. #**¥ Ressalta-se, ainda, a relagdo hipotética entre alguns tipos de
epilepsia e tabagismo, considerando que aqueles com epilepsia generalizada idiopatica
s30 mais propensos a esse habito, comparados a pacientes com o tipo focal. *? Apesar
do presente estudo ndo ter registrado casos de abuso de alcool em ambos os grupos de
pacientes, o alcoolismo parece ser um fator importante para o inicio da epilepsia, pois

pode ocasionar lesdes cerebrais e facilitar traumas. “> E comum que pacientes com a
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doenca sejam aconselhados a ndo consumirem alcool, devido a possivel interagdo com
medicamentos prescritos para o tratamento. 4

Em relacao as comorbidades, para DM e HAS houve semelhanca entre pacientes
e controles corroborando outra casuistica com 11% de DM. “7 Ressalta-se que DM ¢é
um fator de risco independente para crises convulsivas, principalmente em pacientes
idosos, ja que a hiperglicemia, assim como hipoglicemia, ¢ comum nessa faixa
etaria. “® E possivel que neste estudo a faixa etaria principalmente de pacientes adultos
jovens, a baixa frequéncia de tabagismo e auséncia de etilismo tenham influenciado na
frequéncia reduzida de DM. O controle adequado de parametros metabolicos se faz
necessario ndo apenas para diminuir as complicagdes vasculares do DM e HAS, mas
também evitar outras complicagdes. ¥

Ainda, histéria familial de doencas neurologicas prevaleceu nos pacientes,
comparado aos controles, corroborando autores que ressaltam a contribuicdo genética
para a epilepsia “*-°D, sendo o risco de 1,5 a 5 vezes maior de desenvolver a doenga em
parentes de pacientes em relacdo a populagio geral. 2

Em relacdo ao perfil social, constatou-se neste estudo menor nivel de
escolaridade entre os pacientes, assim como de renda financeira. Isso confirma o
impacto da epilepsia ndo apenas restrito a aspectos clinicos e bioldgicos, mas também
psicoldgicos e sociais, assim como para os familiares, com limitagdes e piora na
qualidade de vida de todos os envolvidos. ®3°% Ressalta-se, ainda, o estado civil
semelhante para pacientes e controles, discordando de outras séries que demonstram o
isolamento decorrente da epilepsia, numa tentativa de esconder a doenca de familiares,
parceiros e pessoas do convivio profissional. ¢>%)

Adicionalmente, convulsao tem sido relacionada a indugdo de estresse oxidativo

com morte neuronal. ®73® Neste estudo, pacientes com ELT-EMT mostraram maior
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atividade de CAT, comparado ao grupo controle, correlacionado negativamente com
TBARS (marcador de peroxidacao lipidica). Aumento de niveis de CAT também foram
demonstrados em modelos de epilepsia cronica, sugerido como consequéncia de uma
resposta antioxidante enzimatica primaria para o aumento de RLs. ®® Porém, estudo em
modelo animal (ratos) demonstrou diminui¢do dos niveis de CAT comparado ao
controle, sugerindo uma limitagdo da defesa antioxidante, pelo consumo excessivo em
virtude da alta taxa de estresse oxidativo e ndo adequagdo do organismo para essa
condicdo. ©0

Entretanto, outro estudo realizado em tecido de hipocampo humano p6s morte,
também encontrou aumento da atividade de CAT, além de outras enzimas, como GPx e
GR. Niveis elevados dessas enzimas, com acdo na recuperacao de glutationa reduzida,
com papel antioxidante, indicam exposi¢do excessiva ao estresse oxidativo e, por isso,
esse efeito como resposta. V) No entanto, neste estudo observou-se niveis semelhantes
de GR em pacientes e controles, mas niveis reduzidos de GPx nos pacientes. E
importante destacar que essas enzimas estdo relacionadas com a degradagdo do
perodxido de hidrogénio. (6%

Em paciente com ELT, o sistema antioxidante como o da glutationa ¢ SOD
podem estar alterados, sendo indicativos de estresse oxidativo. ¥ No presente estudo,
os marcadores GPx e GSH-t (GSH+GSSG) apresentaram-se reduzidos nos pacientes,
assim como em modelo animal sugerindo presenca de estresse oxidativo e o estado nao
compensatério dos antioxidantes. ®> Ainda, a correlagio positiva apresentada entre GPx
e TBARS, infere a importancia desse antioxidante enzimdtico como resposta ao
aumento de RLs e dano oxidativo celular. Adicionalmente, estudo em cortex cerebral de

ratos, também demonstrou diminuicdo significante dos niveis de GSH e GSSG,
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provavelmente relacionada a reducdo das enzimas GPx e GR que catalisam reacoes
nessa via metabdlica. 9

Niveis reduzidos de G6PD também foram encontrados nos pacientes, em
relacdo ao grupo controle comprometendo, possivelmente, os niveis de GSH, de acgdo
antioxidante. A atividade enzimatica da G6PD ¢ de extrema importancia, pois origina
NADPH, agente redutor na recuperagio de GSH a partir de GSSH. 7 A deficiéncia de
G6PD esta relacionada a hemolise celular, tendo em vista que compromete o sistema
antioxidante de eritrécitos representado pela GSH, o que expde essas células a acdo de
RLs e, consequentemente, a hemolise. *®) Ainda, no presente estudo, a correlagio
positiva entre G6PD e GR, G6PD e GPx, G6PD e GSH-t, GPx ¢ GSH-t ¢ demonstrada
pelo fato de que participam em conjunto da via da glutationa. @! Esse sistema, assim
como a CAT, também catalisa a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em agua e
oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e reduzida. "%
Ainda, em relacao a analise de correlagdao, os controles apresentaram perfil previsto,
entretanto, os pacientes mostraram padrdo diferente sugerindo a influéncia de outros
fatores na interagao de vias redox.

Desse modo, todos apresentam o propdsito de prevencao impedindo e/ou
controlando a formacao de RLs e espécies nao-radicalares, envolvidos com a ocorréncia
de danos oxidativos. ?D Nesse contexto, a correlagdo negativa apresentada no grupo de
pacientes com TP entre GPx e TBARS, um marcador de peroxidagdo lipidica, indica a
importancia desse antioxidante enzimatico como resposta ao aumento de RLs e dano
oxidativo celular.

Neste estudo, embora nao considerados os tipos de FAEs utilizados na ELT-
EMT, ressalta-se o efeito protetor do tratamento medicamentoso na epilepsia, tendo em

vista a modulagdo neuronal, com redu¢ao da hiperexcitabilidade e, consequentemente,
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menor dano tecidual, *’® o que poderia contribuir na estabilidade do estado redox.
Entretanto, a casuistica ora estudada apresentou alteracdo de marcadores de estresse
oxidativo como CAT, GPx, GSH-t, G6PD, e TBARS, o que pode ter ocorrido devido ao
carater refratario dos pacientes com ou sem TP. Tém sido crescentes os estudos de
estresse oxidativo, tanto experimentais como clinicos, na elucidacdo de mecanismos
bioquimicos e moleculares envolvidos na epilepsia. Nesse contexto, destacam-se 0s
estudos experimentais com antioxidantes. 7> Ressalta-se que a semelhanca entre ambos
os grupos de pacientes, sugere que o TP ndo potencializa o estresse oxidativo,
representado pelos referidos marcadores. Além disso, os critérios de inclusdo foram
rigidamente controlados, o que dificultou o aumento da casuistica, porém conferiu
homogeneidade aos grupos.

Em conclusédo, valores reduzidos de GPx, GSH-t e G6PD e aumentados de CAT
indicam demanda de antioxidantes no combate ao estresse oxidativo na ELT-EMT com
ou sem TP, porém, ndo sdo necessariamente eficazes tendo em vista o aumento de
TBARS, um marcador de peroxidacao lipidica. A correlagdo entre marcadores do
estresse oxidativo reflete a integragdo de enzimas antioxidantes e compostos da via da
glutationa, cuja alteracao pode influenciar na peroxidagao lipidica como indicado pela
correlagdo negativa entre GPx e TBARS. Ainda, renda financeira insatisfatoria e nivel
de escolaridade baixo em pacientes com ELT-EMT confirmam a presenca de estigmas
sociais ja pré-estabelecidos para epilepsia. Ressalta-se, também, o cardter genético da
doenca pelo histérico familial de epilepsia principalmente nos pacientes, comparado a

individuos sem a doenga.
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Tabelas e Figuras
Tabela 1. Perfil socio-demografico, habitos de vida e comorbidades em pacientes com epilepsia do lobo temporal e esclerose mesial sem

(G1) e com transtorno psiquiatrico (G2), refratarios ao tratamento medicamentoso e individuos sem a doenga (G3).

Caracteristica G Total (N=98) G1 (N=25) G2 (N=21) G3 (N=52) *OValor-P
Idade (anos)
MidiasDp - 45,1+13,9 38,0+13,8  384+134 0,11850
N % N % N % N % G1xG2 G1xG3 G2xG3
Sexo
Masculino 47 479 12 48 9 42,9 26 50
Feminino 51 52.1 13 52 13 571 26 50 0,9583 0.8694 0,7686
Habito de vida
Tabagismo 4 4.1 2 8 2 9,5 0 0 1,0 0,2447 0,1970
Etilismo 0 0 0 0 0 0 0 0 - - -
Comorbidades
DM 3 3.1 1 4 1 4.8 1 2 1,0 0,5468 0,4954
HAS 5 5.1 2 8 0 0 3 5.8 0,4928 0,6574 0,5523
Historia familial 35 357 15 60 12 57,1 8 154 0,8446 0,0002 0,0009
Pertfil Social
Com renda
(empregado/ 68 69,4 12 48 9 429 47 904 0.8574 0,0003 <0,0001
aposentado)
Escolaridade 35 35,7 1 4 1 4.8 33 63,5 1,0 <0,0001 <0,0001
(nivel superior)
Estado civil (com 43 43,9 12 48 10 476 21 404 0,08939 0,6992 0,6367

companheiro/a)

P=Nivel de significancia; 0Teste ANOVA; *Teste Qui-quadrado ou Fisher; N=Numero de individuos; DM=Diabetes mellitus; HAS=Hipertensao
arterial sistémica; DP=Desvio Padrao.
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Tabela 2. Caracterizagdo clinica de pacientes com epilepsia do lobo temporal e

esclerose mesial sem (G1) e com transtorno psiquiatrico (G2), refratarios ao tratamento

medicamentoso.
G1 (N=25) G2 (N=21) P*0

Tempo de doenca
em anos (média+DP) 32,1+17,4 28,2+10,9 0,3813¢
Subtipo do N % N %
Transtorno
Psicose pos ictal i i 2 9,5 -
Psicose interictal i i 1 4.8 -
Depressao i i 10 47,6 -
Transtorno de
ansiedade - - 8 38,1 -
generalizado
Lesao Precipitante
Sem lesao 13 52 10 47,6 1,0
TCE 3 12 - - 0,2972
Meningoencefalite 4 16 2 9,5 0,8335
Crise Febril 4 16 6 28,6 0,5023
Hipoxia perinatal 1 4 3 14,3 0,4790
Lateralidade
Direito 7 28 8 38,1

0,5376
Esquerdo 18 72 13 61,9
Medicamento
Até 2 11 44 7 33,3

0,5510
3 ou mais 14 56 14 66,7

P=Nivel de significancia; *Teste Qui'quadrado ou Fisher; 0Teste T; DP=Desvio
padrdo; N=Numero de individuos; - = auséncia; TCE=Trauma cranio-encefalico.
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Figura 1. Marcadores de estresse oxidativo. Marcadores de estresse oxidativo em pacientes com
epilepsia do lobo temporal e esclerose mesial sem (G1) e com transtorno psiquiatrico (G2) refratarios ao
tratamento medicamentoso, ¢ individuos sem a doenga (G3) representados com médiatDP. A) * Catalase
(CAT): GI e G2 > G3: P<0,0001. B) "Glutationa redutase (GR): P>0,05. C) *Glutationa peroxidase
(GPx): G1 e G2 < G3 (P<0,0001). D) *Glutationa-6-fosfato desidrogenase (G6PD): G1 e G2 < G3; P=
0,0057). E) *Glutationa total (GSH-t): Gl e G2 < G3 (P=0,0454). F) *Capacidade antioxidante total
(TEAC): P>0,05. G) Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS): G1 e G2 > G3 (P=0,0013). ¢
G1: N=24; G2: N=19 e G3: N=52. m G1: N=24; G2: N=19 e G3: N=50. DP= Desvio Padrio.
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Figura 2. Correlacao entre marcadores de estresse oxidativo em pacientes com epilepsia do lobo temporal por esclerose mesial temporal com ou
sem transtorno psiquiatrico e individuos sem a doenga (grupo controle). TBARS=substancias reativas ao acido tiobarbittrico; GPx=glutationa
peroxidase; GR=glutationa redutase; G6PD=glicose-6-fosfato desidrogenase. R=indice de correlagao; P=nivel de significancia.
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Figura 3. Correlacdao entre marcadores de estresse oxidativo em pacientes com epilepsia do lobo temporal por esclerose mesial temporal
com ou sem transtorno psiquiatrico e individuos sem a doenga (grupo controle). GSH-t=glutationa reduzida somada a glutationa oxidada;
G6PD=glicose-6-fosfato desidrogenase; GPx=glutationa peroxidase; TBARS=substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico; CAT=catalase.

R=indice de correlagao; P=nivel de significancia.
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ANEXO I — Aceite do Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP

FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO- Wﬂp
FAMERP - SP

Continuagaa do Parscer: 1.718 068

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Q Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da FAMERP a inclus3o do grupo de participante,
Questionario Clinico-Demogréfico e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conferme
encaminhamento datado em 01/09/2016, referente ao estudo CAAE: 30797214.0.0000.5415 sob a
responsabilidade de Gerardo Maria de Aratjo Filho com o titulo: "Caracterizacao clinica, psiquiatrica,
genética e biogquimica de pacientes com epilepsia do lobo tempaoral”

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_T785613] 01/09/2018 Aceito
do Projeto E1 pdf 14:42:25
Projeto Detalhade / |Emenda_CEP_PRONTO.doc 01/09/2016 |GERARDO MARIA Aceito
Brochura 14:37:04 |DE ARAUJO FILHO
| Investigador
Qutros Questionario.docx 01/09/2016 | GERARDO MARIA Aceito
14:34:34 |DE ARAUJO FILHO

TCLE / Termos de | TCLE docx 01/09/2016 |GERARDO MARIA Aceito

Assentimento / 14:27:21 |DE ARAUJO FILHO

Justificativa de

Auséncia

QOutros Folha de declaracdo CEP_29.07 14 jpg | 29/07/2014 Aceito
09:21:25

Folha de Rosta folha de rosto 001 jpg 30/04/2014 Aceito
13:04:53

Situagéao do

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

SAO JOSE DO RIO PRETO, 09 de Setembro de 2016

Assinado por:

Beatriz Barco Tavares Jontaz Irigoyen
(Coordenador)

Enderego: BRIGADEIRO FARIA LIMA. 5416

Bairro: VILA SAOQ PEDRO CEP: 15.090-000

UF: SP Municipio: SAOQ JOSE DO RIO PRETO

Telefone: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mail: cepfamerp@famerp or
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Anexo II - Termo de Consentimento Livre e Pds-Esclarecido

1) Dados de identificacdo do paciente
Nome/Iniciais

Sexo: Data de Nascimento:
Estado Civil

Prontuario

Procedéncia

CEP: Telefone:
Escolaridade

Profissao

2) Dados sobre a pesquisa cientifica:

Titulo do projeto: Investigagao de Metabodlitos e Marcadores de Estresse Oxidativo em
Epilepsia do Lobo Temporal por Esclerose Mesial Temporal.

Pesquisador: Prof. Dr. Gerardo Maria de Araujo Filho

Instituicdo: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Endereco: Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa intitulada “ Investigacdo de
Metabolitos e Marcadores de Estresse Oxidativo em Epilepsia do Lobo Temporal por
Esclerose Mesial Temporal”, que faz parte de um projeto mais amplo intitulado
“Caracterizagdo clinica, psiquiatrica, genética e bioquimica de pacientes com epilepsia
do lobo temporal”. Esta pesquisa inclui pacientes com diagndstico de epilepsia com
dificuldade em responder ao tratamento com remédios ou ndo, tendo ou ndo transtornos
psiquidtricos, assim como individuos sem essa doenga, que constituird o grupo controle.
E importante para verificar se existem substancias alteradas no organismo, relacionadas
com a doenga. Sua participacdo consiste na autorizagdo para analise das imagens do seu
exame de ressonancia magnética e a doacao de uma pequena amostra de sangue para
fazer exames de laboratorio. Essa amostra de sangue serd utilizada e guardada caso seja
necessario repetir a analise ou complementar a pesquisa e, depois devidamente
descartada. Os riscos sdo minimos e conhecidos, como discreta dor de picada de agulha
e, as vezes, uma mancha arroxeada no local da puncao, que desaparece em poucos dias.
No caso de anormalidades nos exames vocé serd comunicado e orientado para
tratamento, se necessario. Queremos deixar claro que o seu nome nunca sera divulgado,
nem a origem das informagdes que vocé fornecer. Este trabalho ¢ coordenado pelo Prof.
Dr. Gerardo Maria de Aratjo Filho, que estd a sua disposicao para tirar qualquer divida
a respeito do trabalho também pelo telefone (17) 3201-5864, na Faculdade de Medicina
de Sao Jos¢ do Rio Preto —- FAMERP. Vocé nao tera nenhuma despesa com a pesquisa.
Caso vocé ndo aceite ou desista de participar deste trabalho, isto ndo influenciara em
hipotese alguma no seu atendimento e tratamento. Se vocé tiver alguma davida sobre
esse acordo ou sobre seus direitos, vocé poderd ainda entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sio José do Rio Preto, pelo telefone
(17) 3201-5813.

Data: ............. Joveieeineiannans oo

Pesquisador Responsavel Assinatura do paciente ou responsavel
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Anexo III — Questionario Sécio-Demografico e Clinico
( ) Caso Respondedor ( ) Refratario( ) Controle ( ) Amostra:

1. Identificacao
Nome/Iniciais
Sexo: Data de Nascimento:
Estado Civil Prontuario
Endereco
CEP: Telefone:
Escolaridade
Profissao

2. Historico Médico e Habitos de Vida
Apresenta outras comorbidades:
I.( )Hipertensdo II.( ) Diabetes III.( )Colesterol IV.( ) Depressdao V( )Doenga
neurologica (epilepsia, transtornos psiquiatricos) VI () Uso de agrotoxicos
Qual?
Outras doencgas/obs.:
Toma medicagdo para as comorbidades ( ) Sim ( ) Nao
Tabagismo ( ) Sim ( ) Nao Etilismo ( ) Sim ( ) Nao
Uso de bebida alcoolica Sim () Nao () - Frequéncia 1x/Semana ( ) 2X ( ) mais ( )
Atividade Fisica (3X/semana) ( ) Sim ( ) Nao
Esté de jejum? Qual a tltima refei¢ao?
Qual alimento consome com maior frequéncia?
Data que iniciou o uso da medicagdo (para as
comorbidades):
Data que parou o uso da medicagao (para as
comorbidades):
Data em que recebeu o diagnostico da
epilepsia:

Qual o nimero de convulsdes quando recebeu o diagnodstico de
epilepsia:

Quantas convulsdes apresenta atualmente:

Data da ultima convulsao

Procedimento cirurgico (epilepsia): ( ) Sim ( ) Nao Ano:
Medicagao para

epilepsia
Data de inicio / / Data de término / /

3. Historia Familiar
Apresenta familiar em 1° grau (pais, filhos) com ELT-EMT?
Outros tipos de doencas neurologicas

Pesquisador responsavel



