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“Todo o conhecimento humano comegou com intuigées, passou dai aos

conceitos e terminou com as idéias”.

Immanuel Kant



Resumo

Introducdo O gene NTRK2 codifica um receptor pertencente a familia de
neurotrofinas Tirosina Kinase, conhecido como TrkB. O TrkB é um receptor de
membrana com propriedades relacionadas a sinalizac&o e diferenciacao celular que

tem sido envolvido em transtornos neuropsiquiatricos.

Objetivo Estudar as frequiéncias de alelos variantes do gene NTRK2 em pacientes
com epilepsia do lobo temporal (ELT) comparado a controles sem epilepsia. O
impacto desses polimorfismos em varidveis clinicas e psiquiatricas dos pacientes

com ELT também foi analisado.

Métodos Inicialmente, realizamos estudo de caso-controle comparando as
frequéncias dos polimorfismos do TrkB em 198 pacientes Brasileiros com origem
Européia com ELT e 200 controles sem epilepsia. Na segunda parte, foi avaliado o
impacto das variantes alélicas em caracteristicas clinicas e eletroencefalogréaficas
dos pacientes com epilepsia. Os seguintes polimorfismos foram avaliados:
rs1867283A>G, rs10868235C>T, rs1147198G>T, rs11140800A>T, rs1187286G>T,
rs2289656A>G, rs1624327A>G, rs1443445A>G, rs3780645C>T, rs2378672C>T.
Por fim, 163 pacientes com ELT foram avaliados com uma entrevista psiquiatrica
(SCID-l) para deteccdo de transtornos psiquiatricos ao longo da vida e esses

achados foram analisados em relacdo aos polimorfismos do gene NTRK2.

Resultados Pacientes com epilepsia do lobo temporal evidenciaram um aumento
significativo de Timina em homozigose no SNP rs10868235 do gene NTRK2 quando
comparados ao grupo controle (O0.R.=1.90; 95%IC=1.17-3.09; p= 0.01). Nao foram
encontradas outras diferencas entre pacientes e controles. Pacientes com Adenina
em homozigose no SNP rs1443445 do gene NTRK2 tiveram uma média de idade de
inicio de crises mais baixa quando comparados aos demais pacientes (p<0.01).
Também observamos que a presenca de Timina foi significativamente mais
frequente no SNP rs3780645 do gene NTRK2 em pacientes que necessitam
politerapia para o controle de crises se comparados aos que estdo em monoterapia.
Esse achado pode significar uma maior dificuldade em obter o controle das crises
nesse grupo de pacientes (O.R.=4.13; 95%IC= 1.68-10.29; p= 0.001).



Apés essa analise, estudamos 163 pacientes com ELT em relacdo a presenca ou
nao de comorbidades psiquiatricas. A avaliacdo psiquiatrica foi realizada através da
aplicacdo do SCID-I (Entrevista Clinica Estruturada para Deteccdo de Transtornos
Psiquiatricos de Eixo | do DSM-1V). Setenta e seis pacientes (46.6%) apresentaram
transtornos de humor. Sexo feminino, transtorno de ansiedade, genétipo A/A no SNP
rs1867283 e gendtipo C/C no SNP rs10868235 do gene NTRK2 foram todos fatores
independentemente associados com transtornos de humor nesses pacientes
Transtornos depressivos foram o0s que mais contribuiram para esses resultados.
Apds a regressdo logistica, fatores de risco independentes para transtornos
depressivos em pacientes com ELT foram sexo feminino (OR=2.54; 95%IC=1.18-
5.47; p=0.017), presenca de transtorno de ansiedade concomitante (OR=3.30;
95%IC=1.58-6.68; p=0.001), gendtipo A/A no SNP rs1867283 do gene NTRK2
(OR=2.84; 95%IC=1.19-6.80; p=0.019), e gendtipo C/C no SNP rs10868235 do gene
NTRK2 (OR=2.74; 1C=1.28-5.88; p=0.010).

Conclusdes Observamos que pacientes com ELT apresentam uma distribuicdo
alélica distinta do gene NTRK2 quando comparados a controles sem epilepsia e que
a variabilidade alélica do NTRK2 influenciou a idade de inicio de crises e talvez a
resposta a terapia farmacoldgica anticonvulsivante. O sexo feminino, transtornos de
ansiedade e variacGes alélicas no gene NTRK2 foram todos fatores de risco
independentes para transtornos de humor ou transtornos depressivos em pacientes
com ELT. Até onde temos conhecimento, este € o primeiro estudo evidenciando
associacdes de variantes alélicas do gene NTRK2 em ELT. Acreditamos que outros
estudos nessa area ajudardo a elucidar melhor os mecanismos envolvidos na
epileptogénese do lobo temporal. Se nossos resultados forem confirmados, as
variantes alélicas do gene NTRK2 poderiam ser usadas como um biomarcador para

transtornos depressivos em pacientes com ELT.

Palavras chave: Epilepsia de lobo temporal, NTRK2, TrkB, polimorfismos.



Abstract

Introduction The NTRK2 gene encodes a member of the neurotrophic tyrosine
kinase family receptor known as TrkB. It is a membrane-associated receptor with
signaling and cellular differentiation proprieties that has been involved in

neuropsychiatric disorders.

Objective Study the frequencies of NTRK2 allele variants in patients with temporal
lobe epilepsy (TLE) compared to controls without epilepsy. The impact of these

polymorphisms on major clinical and psychiatric variables in TLE was also explored.

Methods A case-control study comparing the frequencies of the TrkB gene
polymorphism in 198 TLE Brazilian with European origin patients and in 200
matching controls without epilepsy. In a second step, the impact of allelic variation on
major clinical and electroencephalographic variables in epilepsy was evaluated in the
group of TLE patients. The following polymorphisms were evaluated: rs1867283A>G,
rs10868235C>T, rs1147198G>T, rs11140800A>T, rs1187286G>T, rs2289656A>G,
rs1624327A>G, rs1443445A>G, rs3780645C>T, rs2378672C>T. At last, 163 TLE
patients were evaluated with a psychiatry interview (SCID-I) to detect lifelong
psychiatric comorbidities and this findings were analyzed in relation to NTRK2

polymorphisms.

Results Patients with temporal lobe epilepsy showed a significant increase of
thymine homozygosis in the rs10868235 NTRK2 SNP when compared with the
control group (0.R.=1.90; 95%CI=1.17-3.09; p= 0.01) . There were no other differences
between patients and controls. Patients with adenine homozygosis in the rs1443445
NTRK2 SNP showed an earlier mean age of seizure onset when compared with
other patients (p<0.01). Also, we observed that thymine was significantly more
frequent in the rs3780645 NTRK2 SNP in patients that needed polytheraphy for
seizure control when compared to those in monotherapy. This finding perhaps
reflects an increased difficulty to exert seizure control in this group of patients (O.R.=
4.13; 95%ClI=1.68-10.29; p= 0.001).



We also analyzed 163 patients in the TLE group in relation to presence of
psychiatric comorbidities. Psychiatric evaluation was performed using the SCID-I
(Structured Clinical Interview for DSM-IV, Axis I). Seventy six patients (46.6%)
showed mood disorders. Female sex, anxiety disorders, A/A genotype in rs1867283
NTRK2, and C/C genotype in the rs10868235 NTRK2 gene were all independently
associated with mood disorders in these patients. Depressive disorders mostly
accounted for these results. After logistic regression, independent risk factors for
depressive disorder in TLE were female sex (OR=2.54; 95%CI=1.18-5.47; p=0.017),
presence of concomitant anxiety disorders (OR=3.30; 95%CI=1.58-6.68; p=0.001),
A/A genotype in rs1867283 NTRK2 (OR=2.84; 95%CI=1.19-6.80; p=0.019), and C/C
genotype in rs10868235 NTRK2 gene (OR=2.74; 1.28-5.88; p=0.010).

Conclusions We observed that patients with epilepsy showed a difference in NTRK2
allelic distribution when compared with controls without epilepsy, and that NTRK2
variability influenced age of seizure onset and perhaps pharmacologic response to
seizure control. Female sex, anxiety disorders and allelic variations in NTRK2 gene
were all independent risk factors for mood disorder or depressive disorders in TLE. .
As far as we know, this is the first study showing an association between NTKR2
allele variants in temporal lobe epilepsy. We believe that other studies in this venue
will shade some light on the molecular mechanisms involved in temporal
epileptogenesis. If our results were confirmed, NTRK2 gene allele variants could be

used as a biomarker for depressive disorders in patients with temporal lobe epilepsy.
Keywords

Temporal lobe epilepsy, NTRK2, TrkB, polymorphisms.
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1. Introducao

A epilepsia é uma doenca que se caracteriza por crises epilépticas nao-
provocadas recorrentes. Pessoas de diferentes racas, idade e nivel s6cio-econémico
estdo sujeitas a apresentar a doenca. Nos paises desenvolvidos a prevaléncia da
epilepsia € em torno de 1% (1-7), sendo até duas vezes maior em paises de baixa
renda (8, 9). Nesses, os fatores de risco que contribuem para uma maior incidéncia
sdo a precariedade da assisténcia perinatal, maior ocorréncia de infeccbes no
Sistema Nervoso Central (SNC) e traumatismo cranio-encefalico (TCE) (8). Nos
paises em desenvolvimento, a epilepsia constitui um problema de saude publica e
muitas mortes decorrentes da doenca poderiam ser evitadas com o tratamento
adequado (10).

A epilepsia originada na regido mesial do lobo temporal - Epilepsia Mesial
Temporal - (EMT) constitui a forma mais comum de epilepsia focal no adulto (11,
12). A EMT se caracteriza por recorréncia de crises parciais simples (CPS) ou
complexas (CPC) com origem nas estruturas temporais mesiais. Na maioria das
vezes, a fisiopatologia envolvida na EMT é a esclerose hipocampal (EH),
constituindo uma sindrome epiléptica caracteristica, a Epilepsia Mesial Temporal
associada a Esclerose Hipocampal (EMT-EH). Estudos mostram que 40 a 80% dos
pacientes com essa sindrome s&o resistentes ao tratamento farmacolédgico, sendo

encaminhados para avaliagdo pré-cirargica (13).

Os estudos dos mecanismos celulares envolvidos na epileptogénese do
hipocampo apontam para a contribuicdo da via de sinalizagdo BDNF-TrKb nesse
processo. Em modelos animais de EMT-EH, observou-se que quando proteina
BDNF se liga ao seu receptor TrkB ocorrem cascatas de sinalizacdo intracelular que
contribuirdo para o processo de epileptogénese. Crises epilépticas aumentam a
expressdo de BDNF e TrkB nas fibras musgosas do hipocampo, favorecendo a
suscetibilidade a crises e a severidade das mesmas (14). No modelo experimental
de kindling, observou-se que a delecéo do TrkB em camundongos Knockout evitou o

processo de epileptogénese nesses animais (15).
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A hipotese de que o TrkB desempenhe um papel importante no processo de
epileptogénese limbica tem se mostrado mais consistente nos ultimos anos. Estudos
em seres humanos avaliaram o papel de polimorfismos do gene do TrkB em
diferentes situacBes clinicas, como doenca de Alzheimer, alcoolismo, suicidio,

adicéo a nicotina, transtorno obsessivo-compulsivo, entre outras.

A presenca de determinados polimorfismos do gene NTRK2 que codifica o
TrkB e sua possivel relacdo com variabilidades clinicas na epilepsia do lobo
temporal nunca foi avaliada. Em se tratando de um processo que envolve estruturas
temporais mesiais nas quais o TrkB tem elevada expresséo e desempenha um papel
crucial, € bastante plausivel a idéia de que polimorfismos desse gene estejam

associados a variabilidade clinica da doenca.

2. Revisao da Literatura

2.1. Estratégias de busca de informacdes na literatura

A primeira parte da revisdo da literatura aborda aspectos relevantes no
entendimento da Epilepsia. Posteriormente foi analisada a Epilepsia de Lobo
Temporal, como etiologia, fisiopatologia, curso natural, perfil eletroencefalografico e
prognéstico. A estratégia de busca envolveu a base de dados PUBMED. A busca
incluiu os termos: “epilepsy”, “temporal lobe epilepsy”’, “hippocampal Sclerosis”,
“Mesial temporal lobe epilepsy”. Nessa parte, encontramos um total de 1769 artigos.
Os artigos que ndo enfocavam o tema Epilepsia de Lobo Temporal ou que nédo

envolviam seres humanos foram excluidos, restando 68 artigos.

A segunda parte da revisdo da literatura aborda o tema “Neurotrofinas e o
gene NTRK2". Esta estratégia de busca envolveu a base de dados PUBMED,
através dos termos” Neurothrophins”, “NTRK2”, “BDNF”, “TrkB”, com um total de

2280 artigos, dos quais 2.263 foram excluidos restando 17 artigos.
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Por fim, a revisdo buscou dados referentes ao tema “NTRK2 polymorphisms”,

com um total de 81 artigos, dos quais 60 foram excluidos, restando 21 artigos.

Ao total utilizamos 106 artigos para revisao da literatura.

2.2. Epilepsia
2.2.1.Principios Gerais

A epilepsia é uma doenca caracterizada por uma predisposicdo permanente
do cérebro para gerar crises epilépticas, com repercussbes nas esferas
neurobiolédgica, cognitiva, psicolégica e social (16). A Liga Internacional Contra a
Epilepsia (ILAE: International League Against Epilepsy) define crise epiléptica como
sendo a ocorréncia de sinais e sintomas transitérios devido a uma atividade
excessiva ou sincrénica de neurdnios cerebrais (16). A definicdo operacional de

epilepsia proposta pela ILAE estabelece:

1- Ocorréncia de pelo menos 2 crises nao provocadas com intervalo de 24

horas entre elas, ou

2- Ocorréncia de 1 crise ndo provocada com uma probabilidade de
recorréncia semelhante aquela encontrada apds 2 crises ndo provocadas, ou seja,

60% de chance de recorrer nos proximos 10 anos, ou
3- Diagnostico de uma sindrome epiléptica (17).

A diferenca entre crises epilépticas e crise sintomética aguda deve ser
considerada para o diagndéstico correto de epilepsia. Crises sintomaticas agudas séo
provocadas por uma situacao que diminui transitoriamente o limiar convulsivo, como,
por exemplo, um distdrbio metabdlico, ou crises dentro dos 7 primeiros dias apés
TCE ou acidente vascular cerebral. Nesse caso, ndo se considera o diagnostico de
epilepsia, pois ndo ha uma predisposi¢do cerebral permanente a crises espontaneas
(17). O diagnéstico de epilepsia geralmente é realizado de forma retrospectiva,
através da coleta detalhada da historia clinica. Os dois aspectos mais importantes

na diferenciacdo de fendmenos epilépticos de outras causas de perda de
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consciéncia sdo a presenca de aura nas crises epilépticas focais e a ocorréncia de
um estado pos-ictal confusional apds crises tdnico-clénico generalizadas. O
eletroencefalograma € uma ferramenta complementar importante para o diagnostico

de epilepsia.

A epilepsia é a doenca neuroldgica crénica mais comum e afeta cerca de 65
milhdes de pessoas ao redor do mundo. Em paises desenvolvidos, a prevaléncia da
epilepsia fica em torno de 1%, enquanto em paises pobres esta taxa chega a ser
duas vezes maior, devido as dificuldades com cuidados perinatais, maior incidéncia
de traumatismo de cranio e de infecgdes no SNC (8, 9). A incidéncia da epilepsia
em relacdo a idade apresenta uma distribuicdo bimodal, com uma curva em forma
de U, exibindo taxas de ocorréncia mais elevadas na infancia e na velhice. Este
padrdo, entretanto, € observado em paises desenvolvidos, enquanto que em paises

pobres existe um pico de incidéncia na idade adulta jovem (18).

O caréter imprevisivel da doenca acarreta perda da autonomia e importante
comprometimento das atividades de vida diaria dos pacientes portadores de
epilepsia. Em decorréncia disto, os pacientes sofrem com estigma social, prejuizo
laboral, discriminacdo e com o impacto de viver com uma doencga crbnica (17). O
problema tem uma repercussado maior nos paises do terceiro mundo, onde 0 acesso

a medicacdes antiepilépticas e ao tratamento cirlrgico sdo mais restritos (10).

Trata-se de um problema de saude publica. O indice de mortes prematuras
em epilépticos é maior que na populacdo geral, principalmente quando existe
comorbidade psiquiatrica associada. Aproximadamente metade das mortes

relacionadas a epilepsia ocorrem em pessoas com menos de 55 anos de idade (19).

2.2.2. Classificacao das crises epilépticas

Em 1989, a Comisséo em Classificacdo e Terminologia da Liga Internacional
Contra Epilepsia (ILAE) propds dividir as crises epilépticas em focais (parciais) e
generalizadas. As crises parciais tém inicio em apenas uma determinada regido
cerebral, sendo subdivididas em parciais simples (quando ndo ha comprometimento

da consciéncia) e parciais complexas (quando ocorre comprometimento da
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consciéncia) (20). As crises parciais simples (CPS) ou complexas (CPC) podem se
propagar para outras areas cerebrais e haver um processo chamado de
generalizacdo secundaria, culminando com a apresentacdo de uma crise ténico-
clénica generalizada. Um exemplo didatico € a crise originada na regido mesial do
lobo temporal. O inicio é uma sensacao epigastrica ascendente, que corresponde a
crise parcial simples, pois o paciente tem consciéncia do fendmeno. A crise parcial
simples também é chamada de aura epiléptica. Segue-se uma desconexao com 0
ambiente, ou seja, a crise passa a ser parcial complexa, pois ha comprometimento
da consciéncia. Por outro lado, as crises generalizadas sao crises em que ocorre a
ativacdo neuronal simultanea de ambos os hemisférios cerebrais, de forma difusa.
As crises generalizadas sao subdivididas em tbnicas, atdnicas, clonicas, tonico-

clénica e de auséncia (20).

Em 2010, a ILAE apresentou um novo relatério da Comissdo de
Classificacdo, em relacdo a denominacéo das crises epilépticas. Nesse documento,
os termos focal e generalizado foram substituidos. As crises generalizadas foram
redefinidas como sendo aquelas em que ocorre um envolvimento bilateral de redes
neuronais corticais ou subcorticais desde o inicio. As crises focais seriam aquelas
em que apenas um dos hemisférios cerebrais é envolvido inicialmente, seja uma
parte ou uma regido mais ampla do mesmo. Para cada tipo de crise focal h4 um
determinado padréo ictal, podendo haver propagacdo posterior para o hemisfério
oposto. Os termos parcial simples e parcial complexo foram substituidos. Optou-se
pela denominacdo de crise discognitiva para expressar as crises com
comprometimento da consciéncia, antes denominadas parciais complexas. As crises
denominadas parciais simples na outra classificacdo devem ser descritas como “sem
comprometimento da consciéncia’. Recomendou-se descrever a fenomenologia da
crise, como por exemplo: crise sem comprometimento da consciéncia, com

componentes motores, ou autondmicos, ou sensitivos ou psiquicos (21).
2.2.3. Classificacao das Epilepsias

Na tentativa de trazer o tema da epilepsia para “fora das sombras” e tendo em
vista 0s avangos na neurociéncia basica, assim como nas areas de gendmica,
neuroimagem e biologia molecular, optou-se por realizar uma atualizacdo na

classificacdo das sindromes epilépticas. Portanto, em 2010, a ILAE prop6s uma
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classificacdo das sindromes epilépticas quanto a etiologia em 3 subcategorias:
sindromes genéticas, estruturais/metabdlicas e de causa desconhecida (21).

1- Sindromes de causas (genéticas: antigamente denominadas
Idiopaticas ou Primarias. Nao ha outra explicacédo para a ocorréncia da epilepsia que
ndo uma predisposicdo genética. Existe um defeito genético, presumido ou
conhecido, responsavel pela epilepsia. As epilepsias genéticas sdo idade
relacionadas, apresentam caracteristicas clinico/eletroencefalograficas tipicas e
geralmente sdo responsivas ao tratamento clinico. No entanto, existem excecoes,
como a Sindrome de Dravet, que atualmente é considerada uma sindrome genética

e que costuma ser altamente farmacorresistente (21).

2- Sindromes de causa estrutural/metabdlica: antes denominadas
epilepsias sintomaticas. Existe uma condi¢cdo estrutural ou metabdlica responsavel
pelo desenvolvimento da epilepsia. As desordens estruturais adquiridas incluem, por
exemplo, AVC, tumores, trauma e infeccdo. Danos estruturais de origem genética,
como esclerose tuberosa, erros inatos do metabolismo e malformacdes do

desenvolvimento cortical também sdo considerados nessa categoria (21).

3- Sindromes epilépticas de causa desconhecida: anteriormente
denominadas Criptogénicas. A natureza da causa subjacente ainda € desconhecida.
Representam um terco ou mais de todas as epilepsias e sdo objetivo de pesquisas

futuras envolvendo novas tecnologias de genética e neuroimagem (21).
2.3. Epilepsia do Lobo Temporal

2.3.1. Conceitos basicos

A epilepsia do lobo temporal apresenta importancia clinica destacada, devido

a sua alta prevaléncia, gravidade e refratariedade ao tratamento clinico.

O lobo temporal é o mais epileptogénico dos lobos cerebrais e as funcdes
relacionadas a memoaria, comportamento e aprendizado encontram-se distribuidas

em circuitos temporais.
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Ha evidencias clinicas que indicam tratar-se de uma desordem progressiva
em grande parte dos pacientes, havendo degeneracdo de tecido cerebral e
comprometimento cognitivo gradual. Além disso, a dificuldade de tratamento leva a
pensar que as crises em si colaborem para uma piora da condicdo epiléptica-
“Seizures beget seizures”, um conceito ja proposto por William Gowers ha quase um

século (14).
A Epilepsia do Lobo Temporal costuma ser dividida em 2 subtipos:

1- Epilepsia do lobo temporal lateral, com zona epileptogénica localizada

na neocortex temporal.

2- Epilepsia do lobo temporal mesial, com zona epileptogénica localizada

nas estruturas temporais mesiais (hipocampo, amigdala e giro parahipocampal) (22).

A epilepsia do lobo temporal mesial tem como substrato patoldégico mais
comum a esclerose hipocampal. Estima-se que a esclerose hipocampal esteja

presente em até 70% dos casos de epilepsia do lobo temporal refrataria (22).

2.3.2. Aspectos Epidemioldgicos

A epilepsia mesial temporal (EMT) é a forma mais comum de epilepsia focal
no adulto e também representa a forma mais resistente ao tratamento farmacol6gico
(12, 22).

Os obstaculos metodoldgicos para realizacdo de estudos epidemiolégicos em
epilepsia decorrem da heterogeneidade dos métodos de classificacdo e diagnostico
da doenca e do viés de selecdo de amostras de centros especializados. Existe,
portanto, uma escassez de estudos epidemiolégicos bem conduzidos em relacdo a

epilepsia de lobo temporal (18).

No estudo classico na comunidade de Rochester-Minnesota, a prevaléncia

calculada de epilepsia de lobo temporal em 1960 foi de 1.7 por 1.000 pessoas. Em
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outro estudo proveniente de andlise de 2.200 pacientes em centro terciario e
classificados de acordo com critérios da ILAE encontrou-se uma prevaléncia de 24%

de epilepsia do lobo temporal (18).

2.3.3. Historia Natural e Aspectos Clinicos

A epilepsia mesial temporal associada a esclerose hipocampal (EMT-EH)
constitui uma sindrome epiléptica distinta. Em muitas ocasides, existe uma historia
tipica de crise febril no passado destes pacientes, principalmente crises febris
complicadas ocorridas até os 5 anos de idade. A crise febril € o exemplo mais
comum de Insulto Precipitante Inicial (IPl). O IPI é um evento frequentemente
encontrado em estudos retrospectivos de EMT-EH e representa um insulto ocorrido
na fase critica do desenvolvimento cerebral (até os 5 anos), podendo corresponder a
uma histéria de convuls@es febris, traumatismo cranio-encefalico, status epilepticus
ou ocorréncia de infecgbes no SNC (23). Acredita-se que a ocorréncia de um IPI na
infancia cause um processo de epileptogénese possivelmente relacionado a
esclerose hipocampal (12, 22, 24). A predisposicdo genética a apresentar crises
febris pode estar relacionada a maior ocorréncia de crises febris prolongadas e

portanto maior risco de evolucao para esclerose hipocampal e EMT-EH (25).

Na histéria natural da EMT-EH, estudos mostram que durante a infancia
costumam surgir crises epilépticas recorrentes afebris e inicialmente responsivas ao
tratamento medicamentoso. Estas crises geralmente ficam um longo periodo em
remissdo. Este periodo é chamado de periodo latente, com duracéo de 5 a 10 anos.
Acredita-se que durante este tempo esteja ocorrendo o processo de epileptogénese.
Ao final da adolescéncia ou inicio da idade adulta, as crises geralmente recorrem, s6

que agora de forma mais resistente ao tratamento farmacolégico (12, 24).

As crises habituais dos pacientes com EMT geralmente comecam na forma
parcial simples (aura) e sdo resistentes a terapia. A forma mais usual é a aura de
uma sensacao epigastrica (desconfortavel) ascendente. Outros tipos de auras sao:
sensacao de medo, deja vu, sensacdo de estranheza e outras auras autonémicas e

experienciais. As auras podem ocorrer de forma isolada ou precedendo uma CPC,
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OuU seja: muitas vezes existe a evolucdo de uma aura para uma CPC de lobo
temporal. A tipica CPC de lobo temporal inicia com sensacédo epigastrica ascendente
(aura), evoluindo para desconexdo com o0 ambiente, fixacdo do olhar (staring) e
automatismos oroalimentares (mastigacao, lamber e estalar os labios). Muitas vezes
ocorre distonia do membro superior contralateral ao foco epiléptico, representando
uma propagacao da crise para 0s nucleos da base. Raramente hd o fenbmeno de
generalizacdo secundaria. Segue-se um periodo de confusdo pés-ictal (12). Nos
pacientes com EMT-EH as drogas antiepilepticas costumam controlar bem as crises
com evolugdo tbnico-clbnica, mas cerca de 40% dos pacientes seguem

apresentando CPS (auras) e CPC incapacitantes (25).

2.3.4. Aspectos fisiopatoldgicos

Epileptogénese € o processo através do qual um tecido cerebral normal
adquire a tendéncia a gerar crises epilépticas espontaneas e recorrentes(14). Ha
mais de um século vem se estudando modelos de ictogénese, ou seja, de geracéo
de crises epilépticas. Da mesma forma, a cada ano cresce o nimero de ensaios
clinicos destinados a testar novas drogas anticonvulsivantes, ou seja: drogas que
impedem a ocorréncia de crises, mas ndo impedem a evolucao para epilepsia. De
forma diversa, os modelos capazes de reproduzir os processos de epileptogénese
parecem ser mais complexos. Os estudos de agentes que possam prevenir a
epileptogénese ainda séo escassos, mas existem alguns mecanismos conhecidos

gue sao alvo de pesquisas com esse objetivo, tais como:
- Perda neuronal
- Neurogénese
- Sprouting axonal
- Reorganizagédo sinaptica
- Angiogénese

- Danos dendriticos



26

- Gliose e alteragbes das funcdes da Glia
- Quebra da barreira hematoencefalica
- Reorganizacao da matriz extracelular

- Alteracfes de propriedades intrinscecas dos neurdnios (alteracdes de perfis

de expresséo genéticos e fungdes de canais ibnicos)
- Imunidade inata e adaptativa (26)

Os mecanismos envolvidos na predisposicdo a geracao de crises epilépticas
na EMT-EH incluem principalmente a perda neuronal e uma reorganizacao
circuitaria anormal. Ainda ndo existem biomarcadores para epileptogénese téo
fidedignos quanto a medida do hematdcrito € para a anemia, por exemplo. Ainda
assim, podemos apontar como potenciais biomarcadores para EMT as alteracfes na
estrutura  hipocampal visualizadas na RNM, descargas interictais no

eletroencefalograma e oscilaces patoldgicas de alta frequéncia (26).
2.3.5. Esclerose Hipocampal

O hipocampo faz parte do arquicortex- filogeneticamente primitivo- e € uma
estrutura cerebral essencial na formacdo, consolidacdo e evocacdo da memoria
declarativa (explicita). Localiza-se na por¢cdo medial dos lobos temporais e €
dividido em 3 partes: cabeca, corpo e cauda. O cértex hipocampal, também
denominado de Corno de Amon, pode ser dividido em 4 setores: CAl, CA2, CA3 e
CA4. A nomenclatura CA deriva de Corno de Amon. Ao Corno de Amon se liga o
giro denteado, também parte do hipocampo. Possui organizacdo interna em 3
camadas, com células granulares no giro denteado e células piramidais no Corno de
Amon (27). Em seres humanos, o hipocampo direito esta mais relacionado a
memoria viso-espacial e o hipocampo esquerdo a memobria verbal (28). Esta
diferenca, no entanto, parece estar presente em adultos e adolescentes, enquanto
criancas e idosos nao evidenciam este padréo de lateralidade. Pacientes com EMT-
EH de longa data apresentam déficits nas testagens neuropsicoldgicas relacionadas
a memoéria e o declinio cognitivo parece estar relacionado ao tempo de doenca e a

idade de inicio das crises (29).
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Figura 1. Representacdo esquematica do hipocampo humano
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A esclerose hipocampal € o achado histopatolégico mais comum encontrado
em pecas cirdrgicas de pacientes com EMT submetidos a cirurgia da epilepsia,
chegando a 70% (22, 30). Entretanto, a incidéncia de esclerose hipocampal na
populacdo geral é desconhecida, pois os estudos envolvem populacdes com ELT
refrataria avaliados em centros cirtrgicos(31).

Na forma classica de EH ha perda neuronal na por¢cdo CA1 do corno de Amon
e na regido hilar do hipocampo (22, 30). Do ponto de vista fisiopatolégico, a regido
CAl do hipocampo apresenta uma vulnerabilidade maior ao stress celular
metabolico (durante periodos de hipoxemia, por exemplo). Os achados patolégicos
da EH incluem severa perda de neurdnios piramidais e gliose ao longo
principalmente da por¢do CAl (com relativa preservacdo dos neurbnios piramidais
de CA2 e CA3), dispersédo de células granulares, brotamento de fibras musgosas e
alteragcbes nos interneurdnios (23, 32). Estudos de microanatomia e

imunohistoquimica de hipocampos escleréticos evidenciaram perda seletiva de
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Somatostatina e Neuropeptideo Y em neurdnios inibitorios do giro denteado (12).
Estudos moleculares tem evidenciado fatores envolvidos na patogénese da
Esclerose Hipocampal, sendo os mais estudados: canalopatias, ativacdo de
receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato), desregulacdo do influxo de célcio
intracelular, proteinas ligantes, canalopatias adquiridas que aumentam a
excitabilidade neuronal, eventos inflamatdrios e regulagéo epigenética (31). Na EMT,
além da esclerose hipocampal, outras estruturas limbicas também costumam

apresentar perda neuronal, como o uncus, a amigdala e o giro parahipocampal (30).

A associacdo da EH com ocorréncia de IPI's na infancia ainda néo €
totalmente clara. Estudos retrospectivos mostram a relagdo entre crise febril
complexa na infancia e o desenvolvimento de EMT-EH, no entanto, existem fatores
genéticos e ambientais implicados nesse processo (33). Estudos evidenciaram que
em 60 a 80% dos pacientes com epilepsia temporal intratavel é possivel identificar-
se historia de um IPI na infancia (34). Alguns dados prospectivos mostraram que em
6% dos pacientes com crise febril Unica podera haver evolu¢do para sindrome de
EMT-EH (25). As evidéncias na area ainda néo estabelecem de forma clara a razao
pela qual alguns individuos expostos a IPI's desenvolverdo um quadro de epilepsia

temporal enquanto outros nao.

A partir da década de 1990, o uso da Ressonancia Nuclear Magnética (RNM)
de cranio tem sido empregado com sucesso para deteccdo de esclerose
hipocampal. Apesar de haver variabilidade em relagcéo a interpretacdo dos achados
na RNM, de acordo com a técnica empregada e expertise do examinador, a RNM é
0 método de elei¢cdo para investigacdo de epilepsias focais. O protocolo preferencial
de estudos de RNM para EMT inclui cortes coronais perpendiculares ao eixo
longitudinal do hipocampo. Os achados tipicos da EH sédo a reducdo do volume

hipocampal, aumento de sinal em T2 e desorganizacédo microestrutural (23).
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Figura 2: RNM de encéfalo evidenciando esclerose hipocampal a direita

2.3.6. Aspectos Eletroencefalograficos

O eletroencefalograma (EEG) é o registro da atividade elétrica cerebral,
medida através de um amplificador diferencial. Em 1929, Hans Berger realizou o
primeiro registro atividade elétrica cerebral em seres humanos. Desde entdo, o
método vem sendo aprimorado e empregado em diversos cenarios clinicos, tendo
um papel significativo na classificacdo das epilepsias e no acompanhamento de

pacientes epilépticos.

A assinatura eletroencefalografica da EMT é o aparecimento de descargas
interictais envolvendo a regido temporal antero-basal, podendo ser consideradas
biomarcadores da epilepsia (12).

Na EMT, cerca de 40 a 50% dos pacientes podem apresentar anormalidades
no EEG no periodo interictal. Essas anormalidades podem ser divididas em
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alentecimentos intermitentes nas faixas theta ou delta, caracterizando os termos:
TIRDA e TIRTA, correspondendo respectivamente a atividade delta ritmica
intermitente temporal e atividade theta ritmica intermitente temporal. Estes padrées
de alentecimento estéo altamente relacionados a EMT. Outro tipo de anormalidade
sdo as descargas interictais. As descargas interictais sdo divididas em pontas e
ondas agudas (12, 25). As pontas tém duracédo de 20 a 70 milisegundos (ms) e as

ondas agudas tém duracao de 70 a 200 ms (35).

Nos casos de EMT, as descargas interictais apresentam inversao de fase nos
eletrodos esfenoidais ou temporais anteriores (F8 ou F7), quando analisadas em
montagens bipolares. Podem ocorrer pontas ou ondas agudas bitemporais, embora
na maior parte das vezes a regido responsavel pela geracéo de crises seja um lobo

temporal apenas.

Figura 3: Descargas de pontas bitemporais, com predominio a direita (EEG

interictal).
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O regqistro de crises tipicas do paciente no videoeletroencefalograma é o
principal parametro utilizado para determinar a zona epileptogénica. O padrao ictal
eletrografico tipico consiste em descargas ritmicas de 5 a 8 Hz iniciando em uma

das areas temporais basais com padrao ictal recrutante caracteristico (12).

Figura 4. crise com inicio na regido temporal esquerda (EEG

ictal).
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2.3.7. Prognostico

A sindrome da EMT é altamente refrataria ao tratamento farmacolégico,

sendo considerada uma doenca cirurgicamente tratavel em muitos casos.

Um ensaio clinico randomizado demonstrou a superioridade do tratamento
cirargico em ralagdo ao tratamento clinico continuado em casos selecionados de
EMT-EH refrataria (36). A taxa de pacientes que ficam livres de crises pode ser de
53 a 84% (37). Estudos que determinem fatores progndsticos de resposta ao
tratamento ou mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na EMT contribuem para o

melhor entendimento e manejo dessa doenca, diminuindo a morbidade da doenca.
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2.3.8. Comorbidades psiquiatricas na Epilepsia de Lobo Temporal
2.3.8.1. Aspectos Gerais

Ao longo da histéria, a epilepsia foi considerada muitas vezes como sendo
causada por influéncia sobrenatural ou por possessées demoniacas. No seu livro
“Sobre a Doenca Sagrada” Hipocrates foi o primeiro a discordar desse paradigma,

atribuindo a epilepsia a um processo de origem cerebral.

HipOcrates ja apontava a existéncia de associacfes entre epilepsia e
transtornos mentais e a observacdo de que pacientes com depressao sao mais
propensos a desenvolver epilepsia e vice-versa ja havia sido proposta por ele (460-
375 a.c) (38).

Durante muito tempo, o objetivo do tratamento da epilepsia concentrou-se no
controle das crises epilépticas, negligenciando caracteristicas neuropsiquiatricas
desses pacientes. A epilepsia pode influenciar nas esferas emocional,
comportamental, cognitiva e social do individuo. O reconhecimento do impacto
negativo dos sintomas psiquiatricos na vida dos pacientes tem motivado um maior
interesse em identificar e tratar precocemente estas situacoes. A realizacdo de uma
histéria clinica detalhada e a aplicacdo de escalas de screening para transtornos
psiquiatricos favorece o diagnoéstico adequado de comorbidades psiquiatricas. Tendo
em vista o potencial psicotropico dos farmacos anticonvulsivantes, a identificacdo de
transtornos psiquiatricos ajuda na escolha adequada do tratamento da epilepsia,
pois alguns farmacos tem efeito psicotropico negativo, como o Fenobarbital, por
exemplo (39). Alem disso, a qualidade de vida das pessoas com epilepsia sofre
maior impacto negativo quando as comorbidades psiquiatricas ndo recebem
tratamento. A identificacdo e tratamento adequado da depressdo em pacientes com
epilepsia representa maior impacto na qualidade de vida do que o préprio controle

de crises epilépticas(38,39).
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2.3.8.2. Dados Epidemiologicos

Os estudos que avaliam a associacdo entre epilepsia e transtornos
psiquiatricos sao heterogéneos, devido ao tipo de amostra estudada e a metodologia
diagnostica aplicada. Muitas pesquisas séo realizadas em centros terciarios de
tratamento para epilepsia, em amostras de pacientes cirurgicos, havendo caréncia

de estudos de base populacional (40, 41).

A populacdo com epilepsia em geral apresenta 6% de comorbidade com
transtornos psiquiatricos e este numero sobe para 10-20% em pacientes com
epilepsia do lobo temporal ou epilepsias refratarias. Estudo prévio do nosso grupo
analisou a prevaléncia de transtornos psiquiatricos em 98 pacientes com ELT e
encontrou uma taxa de 54,1% de comorbidades psiquiatricas, utilizando uma

entrevista semi-estruturada (42).

Considerando a populacao epiléptica, os transtornos do humor sdo os mais
frequentes (24- 74%), em particular a depressao (30%), seguida por transtornos de
ansiedade (10-25%), psicoses (2-7%) e transtornos de personalidade (1-2%) (40).

2.3.8.3. Mecanismos Neurobiolégicos

Ha evidencias de que os transtornos psiquiatricos e a ELT podem
compartilhar mecanismos fisiopatolégicos comuns. As crises epilépticas de lobo
temporal, por exemplo, comumente iniciam com uma sensagdo de medo (aura). A
atividade epileptogénica temporal mesial frequentemente envolve a amigdala e
portanto € acompanhada por sensacdo de medo. Da mesma forma, estudos em
pacientes submetidos a cirurgia da epilepsia mostraram que a estimulacéo elétrica
da amigdala desencadeia sintomas de ansiedade, sensac¢fes de deja vu,

alucinagoes e disturbios autondmicos (43).

As alteragbes de circuitos envolvendo neurotransmissores serotonérgicos,
noradrenérgicos, glutamatérgicos e gabaérgicos sdo fundamentais para a patogenia

da depressdo e sao alvo de tratamento desta condicdo. Da mesma forma, a
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diminuicdo da atividade destes sistemas parece estar relacionada ao processo de
facilitacao de crises epilépticas, inclusive em modelos animais (44, 45).

Alguns estudos evidenciaram maior prevaléncia de transtornos psiquiatricos
em pacientes em ELT se comparados a pacientes com epilepsias generalizadas ou
extra-temporais, enquanto outros ndo comprovaram esta associacdo (41). O
envolvimento do sistema limbico na génese tanto da ELT quanto nas patologias
psiquiatricas parece representar um mecanismo fisiopatologico comum. Além disso,
0 aparecimento de transtornos psiquiatricos ao longo da vida de pacientes com ELT
esta relacionado a fatores psicossociais, neurobioldgicos e farmacolégicos (40, 41).
Nas ultimas décadas, pesquisas clinicas e experimentais tém demonstrado que
existe uma relacao bidirecional entre Epilepsia e transtornos psiquiatricos, ou seja:
pacientes epilépticos estdo sob maior risco de apresentar uma condi¢cao psiquiatrica
e pacientes com transtornos psiquiatricos tem maior chance de desenvolver
epilepsia (46). O substrato patolégico comum tanto a epilepsia quanto a depressao
parece envolver as estruturas limbicas do lobo temporal e também esta relacionado
a hiperreatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, aumento da atividade
glutamatérgica e diminuicdo das atividades serotoninérgica e gabaérgica
(44,46,47).Estudos evidenciaram que pacientes com transtorno depressivo maior
tem 4 a 7 vezes mais chance de apresentar uma crise epilética ndo provocada(47).

2.3.8.4. Caracteristicas Clinicas

O transtorno psiquiatrico mais prevalente em pacientes com epilepsia é a
depressao; embora ainda seja subestimada e subtratada. A frequéncia de depresséo
em pacientes epilépticos refratarios pode chegar a 50%, enquanto em pacientes
controlados a frequéncia aproxima-se de 10% (48). Em comparacdo com a
populacdo geral sem epilepsia, a depressdo em pacientes epilépticos refratarios € 3
a 10 vezes mais comum (49). A apresentacéo clinica da depressédo pode ser atipica.
Existe a descricdo de uma forma peculiar de depressdo em pacientes com epilepsia,
chamada de Transtorno Disférico Interictal, descrito por Blumer, mas ja observado
por Kraepelin e Bleuler. Nesse transtorno, observam-se sintomas polimorficos
caracterizados por irritabilidade entremeada por humor euforico, medo, ansiedade,

anergia, dor e insénia (50).
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De acordo com o DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders- Fourth Edition), os transtornos depressivos podem ser de 4 tipos:
transtorno depressivo maior, transtorno distimico, depressdo menor e transtorno

depressivo ndo especificado (50).

Dentro dos transtornos de humor, além da depressdo, o DSM-IV inclui o
transtorno bipolar, que € menos frequente em pacientes epilépticos, se comparado a
depresséo. O transtorno bipolar é dividido em 2 tipos: transtorno bipolar tipo | (com
episodios de depressdo maior associados a episodios de mania) e Transtorno
bipolar tipo Il (com episodios de depressdo maior associados a episédios de
hipomania). O transtorno ciclotimico também pode ocorrer em pacientes com

epilepsia, mas sua prevaléncia exata € desconhecida (50).

Quanto aos transtornos de ansiedade, o DSM-IV prop&e classifica-los em:
transtorno de pénico, transtorno de ansiedade generalizada, transtornos fobicos e
transtorno obsessivo compulsivo (51). Em pacientes epilépticos, frequentemente os
transtornos de ansiedade ocorrem como comorbidade, em associacdo com

depressdao, tendo chegado a uma taxa de 34% em um estudo populacional (52).

Dentro da classificacdo do DSM-IV também encontramos os transtornos
psicoticos. Em pacientes com epilepsia, 0os sintomas psicéticos costumam ser
divididos de acordo com sua relacdo temporal com a ocorréncia das crises

epilépticas:
- Sintomas ictais
-Sintomas pos-ictais
- Sintomas interictais (sé&o independentes das crises).

A maioria dos estudos diz respeito a analise das psicoses interictais. As

psicoses interictais estdo mais relacionadas a epilepsia de lobo temporal (53).

Os pacientes com epilepsia também podem apresentar comorbidade
psiquiatrica por abuso de alcool ou substéancias, descrito pelo DSM-IV.
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2.3.8.5. Métodos de Investigacao Psiquiatrica em Epilepsia

A interpretacdo de condicfes psiquiatricas relacionadas a epilepsia deve ser
cuidadosa, uma vez que a maioria dos estudos envolve uma metodologia de
avaliacdo e populacdes diversas. Além disso, sintomas relacionados a propria
epilepsia ou ao uso de farmacos anticonvulsivantes podem ser erroneamente
atribuidos a um transtorno psiquiatrico, por exemplo. (54). A maioria das
investigacdes realizadas teve como populacdo de estudo pacientes com ELT
refrataria em centros cirdrgicos terciarios enquanto a populacéo geral com epilepsia

em atendimento em nivel primario foi menos estudada (55).

A investigacdo de transtornos psiquiatricos em pacientes com epilepsia
geralmente é feita através do uso de instrumentos de screening para doencas
psiquiatricas. Os questionarios auto aplicaveis sdo considerados bons instrumentos,
orientando o diagndstico inicial. Sdo exemplos de questionarios auto aplicaveis a
escala de Beck para Depressdo, BDI (Beck Depression Inventary) e o CES-D
(Center for Epidemiologic Study- Depression), ambos elaborados para medir
sintomatologia depressiva na populacédo geral. Os questionarios auto aplicaveis, no

entanto, tendem a superestimar a prevaléncia de transtornos psiquiatricos (42).

Atualmente tém sido utilizadas entrevistas estruturadas, em que o
examinador realiza uma lista de perguntas ao paciente, elaborando um diagndstico
mais preciso. Sao exemplos de entrevistas estruturadas o SCID (Structured Clinical
Interview for DSM-1V), o MINI (The Mini- International Neuropsychiatry Interview), e o
IDTN-E (Inventario de Depressédo em Transtornos Neuroldgicos para Epilepsia) (42).

A Entrevista Clinica Estruturada para Transtornos do Eixo |, a SCID-I
(Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis | Disorders) € uma entrevista semi-
estruturada utilizada em estudos clinicos em todo o mundo, desenvolvida por Spitzer
et al. em 1992 e traduzida e adaptada para o Portugues em 2001, por Del Ben e
colaboradores (56) . A SCID | tem como objetivo diagnosticar os transtornos
psiquiatricos do Eixo | do DSM-IV. Esse instrumento foi criado para ser administrado
por um clinico ou profissional de saude treinado em conduzir avaliacdes
diagnoésticas, ndo sendo necessario ser medico. O tempo de aplicacdo do

instrumento tem duracdo média de 30 a 60 minutos, de acordo com a complexidade
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do paciente. A entrevista é dividida em 6 mddulos para deteccdo de um ou mais
diagndsticos ao longo da vida, de acordo com o Eixo | do DSM-IV (transtornos de
humor, psicéticos, de ansiedade, somatoformes e de uso de 4alcool ou

substéancias)(57).

2.4. Neurotrofinas

2.4.1. Definicao

As neurotrofinas sdo proteinas estruturalmente semelhantes que quando
secretadas desempenham um papel importante na sobrevivéncia, desenvolvimento
e funcdo de neurbnios do sistema nervoso central e periférico (58, 59). Em 1953, foi
descoberta a primeira neurotrofina, chamada Fator de Crescimento do Nervo, NGF
(Nerve Growth Factor). Desde entdo, iniUmeras linhas de pesquisa tém se dedicado
a estudar a influéncia dessas proteinas nos mecanismos de doencas e na fisiologia

celular.

As neurotrofinas sdo polipeptideos sintetizados no reticulo endoplasmatico
rugoso, onde as pro-neurotrofinas sdo armazenadas em vesiculas secretoras.
Dentro das vesiculas, as proteases convertem as pré-neurotrofinas em neurotrofinas

maduras, que tem aproximadamente 120 aminoacidos em comprimento (58).

A familia das neurotrofinas é composta por 4 proteinas: NGF (Nerve Growth
Factor), BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), NT3 (Neutrophin- 3) e NT4
(Neurotrophin-4). Essas neurotrofinas desempenham uma grande variedade de
funcdes neuronais, agindo sobre os receptores p75NTR (p75 Neurotrophin
Receptor), TrkA (Tyrosine Kinase A), TrkB (Tyrosine Kinase B) e TrkC (Tyrosine
Kinase C) (58).

O receptor p75NTR é uma glicoproteina transmembrana que incialmente foi
identificada como tendo baixa afinidade de ligacdo ao NGF. Posteriormente,

verificou-se que o p75NTR se liga as outras neurotrofinas de forma similar.
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O NGF se liga ao receptor TrkA, O BDNF se liga ao TrkB e o NT3 se liga ao
TrkC e de forma fraca ao TrkB e ao TrKA. O NT4 também apresenta ligacdo com o
receptor TrkB. (59).

Figura 2. Neurotrofinas e receptores
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Adaptado de Deinhardt, K. 2008. Referéncia 66

Ha evidencias de que as neurotrofinas exercam funcdo de protecdo contra a
excitoxicidade, promocdo da plasticidade, regeneracdo e reparacdao neuronal. A
acdo das neurotrofinas se da em nivel pré e pdés-sinaptico e elas podem estar
envolvidas em mecanismos de morte ou sobrevivéncia neuronal (60-62). Estudos
sobre apoptose envolvendo o papel das neurotrofinas ja tem repercussdes clinico-

terapéuticas objetivas nos dias atuais. Um exemplo € o estudo de pacientes com
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cancer, mais precisamente no Neuroblastoma, em que via de sinalizacdo BDNF-
TrkB desempenha papel critico em relacdo a resposta ao tratamento. Quando ha
expressao significativa dos receptores TrkA ou TrkC ha maiores chances de
sobrevida, enquanto pacientes que expressam TrkB ligado ao BDNF tem

prognéstico significativamente pior (63).

2.4.2. Via de sinalizagcdo BDNF - TrkB

Estudos evidenciam que o BDNF tem alta expressdo em estruturas
hipocampais e no cortex cerebral, principalmente da crianca e do adulto jovem. Tem
papel importante no controle da funcéo sinaptica e plasticidade cerebral, interferindo
sobre a diferenciacdo, sobrevivéncia e morfologia neuronal. Os processos de

memoéria e aprendizagem estéo particularmente envolvidos nessa via (64).

O BDNF tem alta afinidade pelo seu receptor TrkB e ao ativa-lo desencadeia
uma série de cascatas de sinalizacdo intracelular. O TrkB faz parte do grupo de
receptores Trk, composto pelo TrkA, TrkB e TrkC (58, 59).

O receptor TrkB € organizado em dominios extra e intracelular. O dominio
extracelular contém 2 regides ricas em cisteina, separadas por uma regido rica em
leucina, seguida por um dominio de Imunoglobulina-like, ligado ao dominio
transmembrana de Tirosina Kinase (58, 59). A regido transmembrana termina no
citoplasma e contém diversos residuos de Tirosina que determinam sitios de

fosforilacdo intracelular.
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Figura 3- Representacdo esquematica da estrutura do TrkB
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Adaptado de Deinhardt, K., 2008. Referéncia 66

A ligacado do BDNF ao TrkB promove dimerizagdo do receptor,
desencadeando cascatas de fosforilagao intracelular. Sdo conhecidas 3 cascatas de

sinalizacao intracelular:



1- Ativagcdo mediada por sch/Frs2 e Ras/Raf da via MAPK/ MEK/ ERK.

2- Ativagdo mediada por shc/Frs2 e GAB1 da via PI3K / Akt.-mTOR

41

3- Ativacdo da via PLCy, produzindo IP3 (Inositol Trifosfato) e DAG

(Diaglicerol), com aumento de célcio intracelular (65, 66).

Figura 4. Cascatas intracelulares ativadas pelo TrkB

GAB1

sch )| Frs2 @ sch

.

MAPK

PIBK

T

>

mTOR

Adaptado de Deinhardt, K., 2008. Referéncia 66.

Estudos apontam para a contribuicdo de alteragcdes na via BDNF-TrkB em

vérias condi¢cbes neuropsiquiatricas e degenerativas, como Alzheimer, autismo,

depressdo e Sindrome de Rett. Variagbes no TrkB também foram relacionadas a

obesidade e hiperfagia. Compostos sintéticos que possam mimetizar a ativacao ou

inibicdo do TrkB podem ser de grande interesse terapéutico e em sido estudados

intensamente (67).
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2.4.3. Estudos de Genética Humana em Neurologia

O genoma humano € composto por menos de 30.000 genes. Do ponto de
vista genético, os seres humanos sdo praticamente idénticos entre si, com uma taxa
de semelhanca em torno de 99,5% do seu DNA se comparado a outros individuos.
As diferengas na sequéncia de DNA entre os seres humanos sdo denominadas
polimorfismos (variacdes alélicas presentes em mais de 1% da populacao) (68, 69).

Os estudos de associacdo sao aqueles em que se realiza a comparacao da
frequéncia alélica entre os casos e o0s controles. Os polimorfismos devem ser
escolhidos com base em um referencial de plausibilidade biolégica ou devem-se
fazer estudos com grande numero de variacdes alélicas. O principal objetivo deste
tipo de estudo € identificar uma sequéncia alélica variante capaz de causar ou de
contribuir significativamente para um determinado fenotipo. Os estudos de

associagao sao divididos em 3 tipos (70).

1- Gene candidato- um determinado gene tem evidencias prévias de
desempenhar uma funcao de interesse, através de estudos de ligacédo, posicao ou

funcionalidade. Sdo entéo escolhidos em torno de 5 a 50 SNPs para avaliacéo (70).

2- Mapeamento Fino. Analisa-se uma regido de interesse podendo ser
estudados centenas de genes (70).

3- Genome-Wide Association Studies (GWAS). Sdo estudos extensos e
caros, buscando identificar variagdes ao longo do genoma, com avaliacdo de até 1

milh&o de polimorfismos. (70).
2.4.4. Trkb

O Trkb é codificado pelo gene NTRK2 (Neurotrophic Tyrosine Kinase
Receptor type 2), localizado na posi¢ao 22.1.do braco longo do cromossomo 9. O

NTRK2 é um gene com 590kb e 24 exons. Existem 3 isoformas geradas por splicing
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alternativo, sendo a forma completa chamada de TrkB full leght (TrkB F.L.) — capaz
de desencadear rapidamente a cascata de eventos intracelulares quando ativada
pelo BDNF. As outras duas isoformas truncadas (T1 e T2) ndo apresentam o
dominio Tirosina Kinase intracelular e s&o incapazes de gerar sinalizacao
intracelular rapida. E possivel que as formas truncadas tenham papel relevante em

suprimir a agao das neurotrofinas (67).

O receptor TrkB esta envolvido em processos de maturacdo do sistema
nervoso central e periférico, através de sistemas que regulam a sobrevivéncia,
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo neuronal, além da formagéo de sinapses e
plasticidade (67).

O TrkB tem elevada expressdo nas terminacgfes sinapticas do lobo temporal,
em especial no hipocampo. Evidencias provenientes de estudos experimentais
apontam para o importante papel do TrkB em processos de neuroplasticidade e
epileptogénese (15, 71-74).

Em ralacdo aos estudos experimentais envolvendo epileptogénese e TrkB,
tem papel destacado o trabalho de McNamara e colaboradores. Em 2004, este
grupo publicou a pesquisa realizada com camundongos knockout para o TrkB, ou
seja, animais TrkB”) ndo expressavam essa proteina. Verificou-se que quando
submetidos ao modelo experimental de epilepsia através de kindling, esses animais
foram capazes de apresentar crises tdnico-clénico generalizadas porém néao
desenvolveram epileptogénese, portanto, ndo sendo capazes de gerar crises
espontaneas. No mesmo estudo, os camundongos knockout para o BDNF,
chamados BDNF("), quando submetidos ao modelo de kindling, foram capazes de
se tornar epilépticos, gerando crises espontaneas. Através destes achados, inferiu-
se a necessidade da presenca TrkB no processo de epileptogénese. Até entdo, esta
propriedade ndo havia sido atribuida a nenhuma proteina especifica (15). Estudos
posteriores do mesmo grupo corroboraram esta hipotese. O uso de substancias
capazes de reduzir a expressao do TrkB no hipocampo de camundongos no modelo

de kindling inibiu o processo de epileptogénese (75).

No modelo animal de epilepsia do lobo temporal utilizando acido Kainico para

inducdo de status epilepticus foi possivel evitar a evolucdo do processo
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epileptogénico utilizando inibidores do TrkB, bloqueando assim a evolucdo para ELT.
De maneira similar, sabe-se que na ELT humana a ocorréncia de um episédio de
status epilepticus muitas vezes pode representar um IPI e colaborara para evolucéo
para ELT (76).

As formas truncadas do TrKb parecem ter efeitos contrarios ao Trkb-F.L.
Ratos transgénicos que super expressavam a forma truncada do TrkB quando
submetidos ao modelo de epilepsia utilizando kainato evidenciaram epileptogénese

hipocampal reduzida, devido a baixa expressao da forma Trkb F.L. (77).

Estudos com multiplos modelos animais de epilepsia evidenciaram expressao
aumentada de TrkB no hipocampo, avaliada pelo aumento da imunodeteccdo do
TrkB fosforilado (p-TrkB). A utilizacdo de anticorpos seletivos contra o p-TrkB em
conjunto com analise microscopica e marcadores celulares mostraram maior
reatividade ao TrkB nas células granulares do giro denteado e na por¢do CA1l do
hipocampo (78). Outro estudo em camundongos evidenciou que a elevada
fosforilacdo do TrkB nas fibras musgosas do hipocampo e na por¢cdo CA3 associa-se
com inducdo de crises no modelo de kindling (79). Binder e colaboradores
mostraram que inibicdo seletiva do TrkB utilizando infusdo intraventricular de
anticorpos contra essa proteina ocasionou declinio na epileptogénese no modelo
animal de kindling (80).

Além dos efeitos da inibicdo do TrkB no processo de epileptogénese,
recentemente foi estudado um possivel efeito anticonvulsivante da inibicdo dessa
proteina. Foram estudados camundongos submetidos ao processo de kindling e
posteriormente realizou-se inibicdo da kinase através de boqueio quimico. A reducéo
da proteina TrkB nos camundongos tratados quimicamente foi relacionada com
reducdo da severidade das crises e aumento no limiar convulsivante de crises focais

e generalizadas (81).

A Ciclotiazida é uma droga pro-convulsivante conhecida por induzir atividade
epiléptica exuberante no hipocampo de ratos. No entanto, um estudo mostrou que a
inibicdo do Trkb antes da administragdo dessa droga suprimiu a atividade

epileptiforme nos animais tratados (82).
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Dentro da perspectiva de analisar o papel do TrkB na epileptogénese
humana, Kandratavicius L. e colaboradores realizaram um estudo da expressao de
receptores de neurotrofinas em fatias de hipocampos cirurgicamente ressecados de
pacientes com ELT refrataria, com e sem comorbidades psiquiatricas. A andlise
imunohistoquimica dos receptores p75, TrkA, TrkB e TrkC foi realizada em 40
hipocampos retirados de pacientes com ELT-EH refrataria, comparados com 10
hipocampos humanos provenientes de individuos néo epilépticos submetidos a
necropsia. Os pacientes foram divididos em 3 subgrupos: 1- Pacientes com ELT-EH
refrataria sem histérico de transtornos psiquiatricos. 2-Pacientes com ELT-EH
refratdria associada a psicose interictal. 3- Pacientes com ELT-EH refratéria e
diagnoéstico de depressdo maior. Os autores observaram aumento na expressao de
TrkB nos hipocampos de pacientes que nado obtiveram remissao pos cirdrgica
completa e naqueles pacientes com maior numero de crises secundariamente
generalizadas. Uma tendéncia a correlacéo direta entre a frequéncia de crises e a
maior expressdo do TrkB foi observada. Além disso, a expressdo aumentada de
TrkB foi observada no hipocampo de pacientes com histéria de psicose e depressao
maior (83).

A influéncia do TrkB em transtornos psiquiatricos também tem sido estudada.
Um estudo de necropsia de pacientes adolescentes vitimas de suicidio analisou o
cérebro de 29 pacientes suicidas e 25 controles. Houve significativa reducédo na
expressdo de mMRNA do BDNF e do TrkB no cértex pre-frontal e hipocampo dos
pacientes suicidas quando comparado aos controles (84). Em relacdo a
esquizofrenia, estudos evidenciaram diminuicdo de mMRNA do TrkB no cortex pre-

frontal de pacientes esquizofrénicos (85, 86).

De forma geral, portanto, as evidencias demonstram um papel crucial do TrkB
no processo de epileptogénese e de plasticidade cerebral. O blogueio ou a
modificacdo da atividade dessa proteina pode representar um passo importante no
entendimento dos mecanismos que levam o tecido cerebral normal a ser capaz de
desencadear crises epilépticas espontaneas. Assim como o TrkB esté relacionado a
processos de aprendizagem e memoria, acredita-se que graus variados de ativacao
desse receptor também possam contribuir para a reorganizacdo circuitaria anormal,

levando a epilepsia e transtornos psiquiatricos.
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2.4.5. Polimorfismos do gene NTRK2 e associag¢des clinicas

A denominacdo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) refere-se a um
polimorfismo de nucleotideo Unico, em que ocorre uma variagdo na sequéncia de
DNA afetando somente uma base nitrogenada- Adenina (A), Timina (T), Citosina(C)
ou Guanina(G). Essas substituicdbes de base Unica acontecem em média a cada
1000 pares de base. Polimorfismos de nucleotideo Unico afetam mais de 1% da
populacdo. Os polimorfismos mais provaveis de influenciar em doencgas sdo aqueles
em que a mudanca da base gera uma mudanca no aminoacido e na proteina, como

acontece na anemia falciforme, por exemplo (87).

Diversos estudos tém averiguado a influéncia de variacbes alélicas-
polimorfismos- do gene NTRK2 em patologias neurologicas e psiquiatricas. Em se
tratando de doencas complexas e multifatoriais, a andlise dos polimorfismos
genéticos contribui para o entendimento da heterogeneidade dos fenétipos dessas
doencas. As chamadas “doengas complexas” sdo aquelas em que a
correspondéncia entre o genotipo e o fendtipo ndo é completa. Além disso, pode-se
determinar interacGes entre diferentes loci e repercussdes em vias biolégicas que

podem predizer maior ou menor suscetibilidade a doenca.

A associacdo entre alteracbes na via BDNF-TrKb e risco de suicidio em
depressao é suportada por um consistente corpo de evidencias (88). Um importante
estudo alemao, de Kohli MA, avaliou a associacdo entre polimorfismos de gene
NTRK2 e historia de tentativa de suicidio ao longo da vida em pacientes deprimidos.
A populacéo original consistiu de 394 pacientes deprimidos dos quais 113 tinham
tido tentativa de suicidio e 366 controles. Outros 2 grupos formaram populacdes de
replicacéo do estudo. Um grupo de 744 pacientes alemaes com transtorno de humor
dos quais 152 tiveram tentativa de suicidio e um grupo de 921 individuos Afro-
americanos sem historica de doencga psiquiatrica dos quais 119 tinham tido tentativa
de suicidio. Os SNPs rs10868235, rs1867283, rs1147198, rs11140800 e rs1187286
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foram associados com tentativa de suicidio ao longo da vida em pacientes
deprimidos e esses dados foram replicados nas duas populacbes alemées e na
populacdo afro-americana com transtorno de humor (89). Murphy, T.M. e
colaboradores estudaram o SNP rs1659400 do NTRK2 e encontraram a associacao
entre tentativa de suicidio em pacientes psiquiatricos (90). Um estudo polonés
analisou o SNP rs10868235 do NTRK2 em estudo de caso-controle e encontrou a

associacao deste polimorfismo com predisposi¢ao a suicidio completo (91).

O estudo norte-americano de Dong e colaboradores avaliou 272 pacientes
com transtorno depressivo maior de acordo com os critérios do DSM-IV e 264
controles saudaveis numa populacdo de Americanos com origem Mexicana. O SNPs
rs2289657 e rs56142442 do NTRK2 foram associados a suscetibilidade a depressao
e a resposta a antidepressivos- Desipramina e Fluoxetina (92). Nessa mesma linha
de pesquisa, o estudo aleméo de Hennings e colaboradores avaliou um total de 894
individuos caucasianos com critérios de depressao pelo DSM-IV, avaliados com a
escala de depressdo de Hamilton. Os SNPs do gene NTRK2 rs10868223,
rs1659412 e rs11140778 foram associados a resposta ao tratamento farmacolégico,
definida como reducéo de pelo menos 50% no escore de Hamilton apds 5 semanas
de tratamento (93). Outro estudo norte americano avaliou a influéncia de
polimorfismos de NTRK2 em pacientes portadores do virus HIV (Human
Immunodeficiency Virus) em relacdo a depressdo. Sabe-se que o HIV diminui os
niveis de BDNF e por consequéncia as cascatas desencadeadas pelo seu receptor,
TrkB. Foram incluidas somente mulheres, 1365 pacientes HIV positivos e 371 HIV
negativos de origem afro-americana e caucasiana. A auséncia de sintomas
depressivos em pacientes HIV positivos foi associada com o polimorfismo do NTRK2
rs1212171, podendo representar um fator protetor para depressao nesta populacao
(94). Li e colaboradores avaliaram os SNPs do NTRK2 rs1387923, rs2769605 e
rs1565445 em 948 pacientes com transtorno depressivo maior, em um estudo
prospectivo de resposta ao tratamento farmacolégico. O polimorfismo rs1565445 foi
significativamente associado a depressao resistente ao tratamento, relacionada a

presenca do alelo TT, em comparacdo com os alelos CC e TC (95).

A anorexia nervosa € um transtorno psiquiatrico grave e com forte

componente genético. O estudo Polonés de Dmitrzak-Weglarz et al analisou a
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influéncia dos SNPs do NTRK2 rs1187326, rs993315, rs1187327 e rs2289656 em
um estudo de caso-controle com 256 pacientes com anorexia nervosa e 167
controles. O polimorfismo rs2289656 foi associado a maior risco de anorexia

nervosa nessa populacao (96).

A resposta ao tratamento com litio em pacientes com transtorno bipolar
parece envolver a via de sinalizacdo BDNF-TrkB. Um estudo avaliou polimorfismos
do BDNF e do TrkB em relacdo a resposta profilatica com litio. Apenas
polimorfismos do BDNF foram relacionados a variaces de resposta ao tratamento,
enquanto polimorfismos do TrkB rs1187326, rs2289656, rs1187327 ndo mostraram
associacdo (97). Um estudo Chinés avaliou 284 pacientes com transtorno bipolar
tipo | de acordo com DSM-IV e 295 controles saudaveis. Foram estudados os
polimorfismos do NTRK2 rs2769605, rs1565445, rs1387923. Houve uma associacao
significativa entre o SNP rs2769605 e a resposta ao tratamento com estabilizadores
do humor (Litio e Valproato), sendo o alelo A associado a uma taxa maior de

resposta quando comparado ao genoétipo GG (98).

Um estudo espanhol investigou a associacdo de polimorfismos do NTRK2 em
relacdo a ocorréncia de transtorno obsessivo-compulsivo (TOC). Foram estudados
215 pacientes com TOC e 342 controles de origem Hispanico-caucasiana. Esse
estudo verificou uma associacao significativa entre o SNP rs2378672 e TOC em

pacientes do sexo feminino (99).

O grupo Finlandes de Xu et al publicou o estudo de 43 SNPs do gene NTRK2
em 229 pacientes com dependéncia a alcool e 287 controles saudéaveis. Os
polimorfismos rs10780691 (gendtipo CT) e rs 993315 (gendtipo TC) mostraram forte

associacdo com dependéncia a alcool (100).

Dentro da linha de investigacdo do papel das neurotrofinas em transtornos
psiquiatricos, € plausivel que a via de sinalizacdo BDNF-TrkB esteja envolvida na
patogénese do transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH). Em 2008,

Conner et al realizaram um estudo com 143 individuos adultos do sexo masculino,
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analisando a influéncia do SNP rs1212171 do NTRK2 em escores de pontuacao

para TDAH, n&o tendo encontrado associacao significativa (101).

Em relacdo aos estudos de associagédo de polimorfismos do NTRK2 e doenga
de Alzheimer, identificam-se 4 estudos. O primeiro estudo foi publicado em 2005, do
grupo Finlandes de Vepsalainen et al. Foram estudados 375 pacientes Finlandeses
com doenca de Alzheimer e 460 controles. Foram analisados os SNPs rs1212171,
rs1187326, rs1187327. Nao foram encontradas diferencas significativas nos 2
grupos (102). Em 2008, Chen et al publicaram os resultados do trabalho que
analisou 14 SNPs do NTRK2. Nenhum SNP isolado mostrou associagcdo com
doenca de Alzheimer, porém associacfes significativas foram encontradas para
haplétipos contendo os SNPs rs1624327, rs1443445 e rs378645 (103). O estudo
Italiano de Cozza et al, publicado em 2008, encontrou associacdo entre o SNP
rs2289656 com doenca de Alzheimer esporadica (104). Em 2013, Zeng et al
estudaram 216 pacientes com Alzheimer e 244 controles Chineses. Foram
genotipados os SNPs rs1307279, rs1212171, rs1187321, rs1187323 e rs2289656.

N&o houve associagao estatistica com doenca de Alzheimer nessa populacéo (105).

Murphy e colaboradores avaliaram a associagao entre o SNP rs11140714 do
gene NTRK2 e mudancas na arquitetura cerebral de pacientes com depressao.
Nesse estudo de 45 pacientes com depressao e 45 controles, observou-se redugao
no volume da substancia branca cerebral do lobo frontal nos pacientes em

homozigose do alelo A nesse SNP (106).

A seguir, apresentamos uma tabela resumindo os principais achados de

associac0es clinicas e alelos variantes do gene NTRK2.



Tabela 1: Principais estudos de associac¢des clinicas e SNPs do gene NTRK2
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Autor Ano de publicacdo | Correlacéo SNP
clinica
Kohli, MA. 2010 Tentativa de | rs10868235,
suicidio rs1867283,
rs1147198,
rs11140800
rs1187286
Murphy, TM. 2011 Tentativa de | rs1659400
suicidio
Chojnicka, 1. 2012 Suicidio completo | rs10868235
Dong, C. 2009 Suscetibilidade a | rs2289657
depresséao e | rsb6142442
resposta a
antidepressivos
Hennings, JM. 2013 Resposta ao | rs10868223,
tratamento rs1659412
antidepressivo rs11140778
Avdoshina, V. 2013 Depressédo em | rs1212171
mulheres HIV
positivo
Li, Z. 2013 Depresséao rs1565445
resistente ao

tratamento
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Autor Ano de | Correlacéo clinica | SNP
publicacao
Dmitrzak-Weglarz | 2013 Anorexia nervosa | rs2289656
Wang,Z. 2013 Resposta a | rs2769605
estabilizadores de
humor em TAB |
Alonso, P. 2008 Transtorno rs2378672
obsessivo-
compulsivo
Xu, K. 2007 Dependéncia a | rs10780691
alcool
rs 993315
Chen, Z. 2008 Alzheimer Haplotipos
rs1624327,
rs1443445
rs378645
Cozza, A. 2008 Alzheimer rs2289656
Murphy,M.L. 2012 Substancia branca | rs11140714

cerebral em
pacientes com

depressao
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3. Justificativa

A epilepsia do lobo temporal € a sindrome epiléptica focal mais frequente em
adultos e representa um desafio terapéutico. Apesar de terem surgido inidmeros
farmacos anticonvulsivantes nas ultimas décadas, ndo parece ter ocorrido mudanca
no paradigma de tratamento desses pacientes, sendo que muitos acabam evoluindo
para uma abordagem cirargica. O estudo de aspectos genéticos relacionados a esse
tipo de epilepsia representa um passo importante no entendimento dos mecanismos

de epileptogénese e portanto fundamental para estratégias terapéuticas futuras.

Nos ultimos 50 anos, o estudo das neurotrofinas tem tido posicao de destaque
tanto em patologias neuroldgicas quanto em disturbios psiquiatricos. No cenario da
epilepsia de lobo temporal, o receptor TrkB exerce papel critico. Estudos
experimentais consistentes demonstraram que a proteina TrkB pode ser um pré-
requisito para o desenvolvimento da epilepsia. A auséncia ou inibicdo do TrkB
implica em possiveis alteracdes de remodelacdo e plasticidade de circuitos meso-
limbicos levando a inibicdo da epilepsia em modelos animais de kindling. Além
disso, estudos de polimorfismos do gene NTRK2, que codifica o TrkB, associaram
determinadas variacGes alélicas com doencas neurolégicas, como a doenca de
Alzheimer, por exemplo, também com patogénese hipocampal. Variantes alélicas do
TrkB também foram associadas com transtornos psiquiatricos, como tendéncia ao
suicidio. H&, portanto, evidencias experimentais e clinicas apontando para a
contribuicdo do TrkB em processos de doenca e reorganizagdo circuitaria meso-

l[imbica.

O estudo de polimorfismos de gene NTRK2 em pacientes com epilepsia de
lobo temporal € relevante na medida em que pode estabelecer associacdes entre
caracteristicas clinicas e variantes do gene, com implicacdes progndésticas e até
terapéuticas no futuro. Assim como variacdes alélicas podem contribuir para uma
organizacdo diferenciada de circuitos meso-limbicos, é plausivel que polimorfismos

genéticos determinem um comportamento bioldgico distinto.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

1- Estudar a influéncia de alelos variantes representativos de todas as
regides do gene NTRK2 na epilepsia de lobo temporal. Avaliar a influéncia desses
polimorfismos no desenvolvimento da epilepsia e na variabilidade clinica,

eletroencefalografica e de comorbidades psiquiatricas na epilepsia de lobo temporal.

4.2. Objetivos especificos

1-Estudar a prevaléncia dos polimorfismos do NTRK2 rs1867283A>G,
rs10868235C>T, rs1147198G>T, rs11140800A>T, rs1187286G>T, rs2289656A>G,
rs1624327A>G, rs1443445A>G, rs3780645C>T, rs2378672C>T em pacientes com

ELT e controles.

2-Analisar a influéncia dos polimorfismos do NTRK2 nas caracteristicas

clinicas, eletroencefalogréaficas e de neuroimagem dos pacientes com ELT.

3-Estudar a influéncia dos polimorfismos do NTRK2 em relacdo as

comorbidades psiquiatricas em pacientes com ELT.
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ABSTRACT

Objective: The NTRK2 gene encodes for a member of the neurotrophic tyrosine receptor
kinase family known as TrkB. It is a membrane-associated receptor with signaling and
cellular differentiation proprieties that has been involved in neuropsychiatric disorders,
including epilepsy. We report here frequencies of NTRK2 allele variants in patients with
temporal lobe epilepsy (TLE) compared to controls without epilepsy and explore the impact
of these polymorphisms on major clinical variables in TLE.

Methods: A case-control study comparing the frequencies of the NTRK2gene polymorphisms
in 198 TLE Brazilian patients and in 200 matching controls without epilepsy. In a second
step, the impact of allelic variation on major clinical and electroencephalographic variables in
epilepsy was evaluated in the group of TLE patients. Testing different regions in the NTRK2
gene, the following polymorphisms were evaluated: rs1867283, rs10868235, rs1147198,
rs11140800, rs1187286, rs2289656, rs1624327, rs1443445, rs3780645, and rs2378672.

Results: Patients with temporal lobe epilepsy showed a statistically significant increase of
T/T genotype in the rs10868235 when compared with the control group (O.R.=1.90;
95%CI=1.17-3.09; p=0.01).No further differences were observed between patients and
controls. Patients that are homozygous for A allele in the rs1443445 showed earlier mean age
of seizure onset, p<0.01 (16.6 versus 22.4 years-old). We have also observed that T allele in
the rs3780645 was more frequent in patients that needed polytheraphy for seizure control
when compared to those in monotherapy,(O.R.=4.13; 95%CI1=1.68-10.29; p=0.001). This
finding may reflect an increased difficulty to exert seizure control in this group of patients. No

additional differences were observed in this study.

Conclusion: Patients with epilepsy showed a difference in rs10868235 allelic distribution
when compared with controls without epilepsy. NTRK2 variability influenced age of seizure
onset and pharmacologic response to seizure control. As far as we are aware, this is the first

study showing an association between NTKR2 allelic variants in temporal lobe epilepsy. We
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believe that further studies in this venue will shade some light on the molecular mechanisms

involved in epileptogenesis and its characteristics.
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NTRK2, polymorphism, TrkB, temporal lobe epilepsy.
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INTRODUCTION

Temporal lobe epilepsy is one of the most common types of human focal epilepsy and
its molecular and genomic basis has been extensively evaluated.r’Promising large-scale
investigations, such as genome-wide association studies, have been employed with great
expectation, but those studies have not succeed in discovering reliable markers in epilepsy
genomics so far.2°0n the other hand, more recent observations suggest that a genetic basis to
epilepsy predisposition, epilepsy development, or epilepsy phenotype variability are perhaps
broader than what has been observed to date, but remains largely unknown.'®**Genetic
markers of epilepsy are far from being elucidated; therefore new studies regarding

still warranted.

In a broader sense, neurotrophins are secreted factors that have a nourishing effect on
neurons.’®?! Nerve growth factor (NGF), brain derived nerve growth factor (BDNF),
neurotrophin 3 and 4 (NT3 and NT4) are neurotrophins prototypes. These neurotrophins and
their receptors, p75NTR, TrkA, TrkB, and TrkC, have been extensively studied during the last
decades, and many of their molecular mechanisms have already been described.'®2!Briefly,
p75NTR can bind to, and is activated by, all four neurotrophins in their mature form or as
pro-neurotrophins. Trk receptors are more specific, and usually bind to, and are activated by,
selective and mature forms of neurotrophins. NGF preferentially binds and activates TrkA,
whereas NT3 preferentially binds and activates TrkC. BDNF and NT4 preferentially bind to,
and activate, TrkB.162! The Trk family of tyrosine kinase receptors contains three single-pass
type I transmembrane proteins with glycosylated extracellular domains and three leucine-rich
repeats flanked by two cysteine repeats and immunoglobulin-C2 (Ig) domains proximal to the
transmembrane region. Intracellulary, Trk receptors possess a tyrosine kinase domain.®-
21These neurotrophins and their receptors are mainly involved in neuronal development and
signaling, including cell survival and differentiation, axonal and dendritic growth and
arborization, neural protection, and synaptic plasticity.®?' While TrkB is predominantly
expressed within the central nervous system, TrkA and TrkC are largely found on peripheral
neuronal populations.’®2'Due to its functions, neurotrophins and their receptors, and more

specifically TrkB, have been studied in neuropsychiatric disorders with growing interest, and
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they are rising as potential targets for the development of new therapies for neurol

psychiatric disorders.?2-24

TrkB is a neurotrophin receptor that has been emerged as a potential candidate for
epileptogenesis and epilepsy treatment. The mMRNAS levels of BDNF and TrkB are increased
after epileptic seizures.?>2" In refractory focal cortical dysplasia, TrkB is expressed in large
dysplastic and in small neurons.?® TrkB knockout mice showed impaired epileptogenesis after
kindling.?®Reduction of expression of TrkB de novo in the mature brain impaired
epileptogenesis in mice.*°Transitory inactivation of TrkB inhibited epileptogenesis after status
epilepticus in a kainic model of epilepsy.3! More recently, Liu and colleagues showed that
reduction of TrkB receptors might impair electric induction of seizures that suggest TrkB as a
potential molecular target for the development of new antiepiletic drugs.® In spite of these
interesting results in animal models of epilepsy and their potential implication for human
epileptogenesis, only few studies have examined genes that encode neurotrophins as
candidate markers or targets for human epilepsy. Moreover, most of these studies examined

the BDNF gene and not its biding receptor, TrkB, with varied results.34!

The NTRK2 gene encodes for TrkB.***3a membrane receptor kinase that auto-
phosphorylates when activated by ligand binding and is effective via the MAPK signaling
pathways. TrkB is involved in neuronal outgrowth and arborization, and in synaptic
plasticity.’8As briefly discussed above, TrkB is a potential molecular target for blocking
epileptogenesis and for epilepsy treatment. In previous studies, the NTRK2 allele variants
were first associated with mood disorders, eating disorders, vulnerability to nicotine or
alcohol dependence, obsessive-compulsive disorder, attention-deficit/hyperactivity disorder,
autism, and Alzheimer disease.**>*However, as far as we are aware and in spite of promising
preclinical molecular studies, there are no association studies of variants in the NTRK2 gene
in human epilepsy. We report here the results of a study designed to investigate SNPs within
the NTRK2 gene in epilepsy. More specifically, this is an association study where frequencies
of variants in NTRK2 are compared between patients with temporal lobe epilepsy and controls
without epilepsy. In a second step, data from patients’ group, evaluating the impact of allelic

variation on major clinical and electroencephalographic variables in epilepsy were explored.
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2. METHODS

2.1 Patients

This is a case-control study of 198 patients with temporal lobe epilepsy seen at the
Epilepsy Outpatient Clinic of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Inclusion
criteria were based on the 2010 ILAE’s electroclinical classification and epilepsy etiology
(Commission on Classification Terminology of the International League Against Epilepsy,
2010).>Patients with extratemporal epilepsies, mental retardation, and those with systemic
diseases were excluded. All patients were submitted to interictal EEG studies and
neuroimaging studies (MRI and CT-scan). Controlled or refractory epilepsy was classified
according with ILAE recommendations. The control group was composed by 200 non-related
healthy subjects that agreed in participating in the study, matched by age, gender and
ethnicity, and enrolled from the same geographical region and socio-economic class of
patients with epilepsy. For exclusion based on any neurological, psychiatric or major clinical
disorders, a structured interview was utilized. In order to avoid different ethnical groups, we
included only Brazilian with European origin individuals in this study. Porto Alegre is the
capital of Rio Grande do Sul state. A great part of the State population is composed by
Caucasian European immigrants (e.g. Germans, Italians, and Portuguese) (IBGE Cities)®®.
Thus we believe that we selected only controls and patients from Caucasian origin. Non-
caucasian controls and patients were excluded. The study was approved by the Ethics
Committee of our institution, Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, and it is in agreement with the Declaration of Helsinki. All subjects included provided

written informed consent to participate in this study.
2.2. DNA extraction and analysis

DNA was isolated from peripheral leukocytes according to standard
procedures.®’Subjects were genotyped for specific SNPs distributed in different regions of the
NTRK2 gene as follows: rs1867283, rs10868235, rs1147198, rs11140800, rs1187286,
rs2289656, rs1624327, rs1443445, rs3780645, and rs2378672. SNPs flanking regions were
amplified by real-time PCR using TagMan® SNP genotyping assays (Applied Biosystems).
SNPs information was obtained from the National Center for Biotechnology Information SNP
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database (available on the site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) and they were chosen
based on previously published studies. PCR reaction was prepared according to manufacture’s
insctructions and analyses were performed on the ABI Prism 7500 Fast Sequence Detector

System® (Applied Biosystems).

For each SNP analyzed, DNA samples from two homozygous individuals for each
allele and two heterozygous individuals (six samples for each SNP) were sequenced to
confirm results. For DNA sequencing, new sets of primers were designed, PCR reaction was
performed, and products were purified using the QIA PCR Purification kit (Qiagen). PCR
reaction products were then sequenced using the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kit (Applied Biosystems) and analyzed on ABI 3130x| Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Results were analyzed by SeqScape® Software v3.1 (Applied Biosystems).

2.3. Variables and statistical analysis

At first, we assessed statistical differences between patients and controls in relation to
the variants studied. In a second step, we studied the patient group only, evaluating clinical
variables related to the epileptogenic process associated with same variants in the NTRK2
gene. Variables studied were age, age of epilepsy onset, duration of epilepsy, gender, seizure
control, mono or polytherapy for epilepsy, extension of irritative zone, and neuroimaging
variables. Good seizure control was defined as no seizure during the past year. Extension of
irritative zone was defined as unilateral only if 90% or more of all EEG epileptiform
discharges were located in one of the temporal lobes. For data analysis, we used Fisher’s
Exact Test for qualitative variables. For quantitative variables, we used independent T-test
with Levene’s test for equality of variances. Qualitative variables are expressed in number
and percentage. Quantitative variables are expressed as mean and standard deviation (S.D).
All statistical analyses were carried out with SPSS 16 statistical package for Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Results were considered significant when p<0.05.
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3. Results

Gender distribution of patients’ group (198) was 131(66%) females and 67(34%)
males. The mean age in patients was 43.4 (minimum 19 and maximum 79 years, SD=12.5).
Distributions of genotypes frequency were all in Hardy-Weinberg equilibrium for both cases
and controls. Table 1 shows SNPs genotype distribution in the NTRK2 gene in patients with
TLE and in controls. In this study, we observed that patients with temporal lobe epilepsy
showed a statistically significant increase of T/T genotype in the rs10868235 when compared
with the control group (O.R.=1.90; 95%CI=1.17-3.09; p=0.01) (Table 1). No additional
differences were observed between patients and controls. In a second step of this study, we
analyzed if genomic variants showed different distribution in epilepsy patients regarding main
clinical or eletrographic variables. Patients that are homozygous for the A allele in the
rs1443445 showed earlier mean age of seizure onset (mean age=16.56 years old; SD=12.51)
when compared to other patients (mean age 22.4 years old; SD=16.44), a significant
difference (p=0.01). We also observed that presence of T allele, either in heterozygous or in
homozygous state, was significantly more frequent in the rs3780645 in patients that needed
polytheraphy for seizure control when compared with those in monotherapy (0.R.=4.13;
95%C1=1.68-10.29; p=0.001), a finding that might reflect an increased difficulty of achieving
pharmacological seizure control in this group of patients (Table 2). The presence of T allele in
patients with refractory epilepsy was increased, but did not reach a significant difference
(0.R.=2.06; 95%CI1=0.91-4.70; p=0.08). There were no differences in analyses of interictal
EEG epileptiform discharges (Table 3). Regarding neuroimaging, 96 (48.5%) patients had
normal neuroimaging findings, 41 (20.7%) patients had hippocampal sclerosis, 30 (15.2%)
patients had gliosis, 12 (6.1%) had neurocysticercosis and the remaining 19 (9.6%) had other
diagnosis (low grade tumor, cystic lesions, lobar or other atrophies). No NTRK2 allele
variants were associated with specific neuroimaging findings (Table3). No further differences

were observed in this study.
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4. DISCUSSION

In this study we observed that patients with epilepsy showed a significant increase of
T/T genotype in the rs10868235 when compared to the control group. This result suggests
that NTRK2 genetic variability might predispose to epilepsy. Moreover, patients that are
homozygous for the A allele in the rs1443445 showed a significantly earlier mean age of
seizure onset when compared to other patients. We have also observed that T allele in the
rs3780645 was more frequent in patients that need polytheraphy for seizure control when
compared with those in monotherapy, a finding perhaps reflecting an increased difficulty of
managing seizures via pharmacological means in this group of patients. Differences observed
in age of epilepsy onset and seizure control (as reflected by a difference in number of drugs
that patients were using for epilepsy control) suggest that NTRK2 variants might have impact
in clinical variables in epilepsy. Taken together, these results may suggest that the NTRK2
gene variants, and perhaps TrkB genetic variability, might influence human epileptogenesis as
well as some characteristics of epilepsy expression in patients with temporal lobe epilepsy.

In humans, BDNF preferentially activates TrkB that is phosphorylate at the tyrosine
residue of the transmembrane domain, creating a Shc binding site that is important for CREB
and CaM kinase signaling and hippocampal long term potentiation.’®*8TrkB biding also
activates phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) which results in Akt membrane docking and
increased protein translation via the mammalian target of rapamycin (mTOR)-p70S6 kinase
and 4E-BP1 pathways, leading to axonal growth.'®Besides neurotrophins, others ligands, such
as glucocorticoids or zinc, are able to transactivate TrkB receptors.®°%5Due to these
important roles in synaptic plasticity, TrkB is becoming increasingly studied in
neuropsychiatric disorders.??Regarding epilepsy, in a seminal study He et al. tested the role of
BDNF or TrkB in epileptogenesis by submitting synapsin-Cre conditional BDNF(-/-) and
TrkB(-/-) mice using the kindling model of epilepsy.?°Only in TrkB(-/-) mice there was a
reduction of electrophysiological parameters and no behavioral evidence of epileptogenesis
during the kindling process. Thus, TrkB but not BDNF seems to be crucial for
epileptogenesis, and TrkB downstream signaling pathways are potential molecular targets for
the development of drugs that could block epileptogenicity.?’Danzer and colleagues examined
hippocampal dentate granule cells in these conditional TrkB knockout mice and observed an
increase in the number of giant mossy fiber buttons with fewer primary dendrites and

enlarged dendritic spines in hippocampal dentate granule cells.* These findings might
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indicate that TrkB is required for development and/or maintenance of normal synaptic
connectivity of the granule cells in the hippocampus, and that abnormalities in these circuits
would favor hippocampal epileptogenicity.®® In line with this conclusion are the observations
that reduction of expression of TrkB de novo in the mature brain is sufficient to impair
epileptogenesis in the kindling model of epileptogenisis,®® and that selective and transitory
inactivation of TrkB inhibited epileptogenesis after status epilepticus provoked by amygdala

kainic acid microinfusion.3!

NTRK2 variants were first studied in psychiatric diseases including mood disorders,
anorexia nervosa, eating disorders, and attention-deficit/hyperactivity, with variable
results.*446505INTRK2 allele variants were also associated with nicotine and alcohol
dependence.*”*8 In line with findings related with mood disorders, variants in the NTRK2gene
have been associated with antidepressant treatment and the variability of the NTRK2 gene has
been linked to suicidal behavior.>1*2%At this time, it is unknown whether NTRK2
polymorphisms are associated with differences in neurophysiological functions, but this is an
interesting possibility that needs to be further investigated in the future. In this venue, Murphy
and colleagues observed reduced MRI fractional anisotropy in brain regions involved in
emotional regulation of depressed patients, and significantly smaller gray matter volume in
frontal lobe regions in patients who are homozygous for the A allele of the rs11140714 SNP
in NTRK2.%2The authors concluded that polymorphisms in the NTRK2 gene increase risk of
architectural changes in brain regions involved in modulation of emotional response and

might play an important role in depression.

Regarding neurological disorders, NTRK2 association studies were conducted for
Alzheimer’s disease and autism. For Alzheimer’s disease, at least four studies were
published.*>4°6364 Two studies, one conduced in Finnish and another in Chinese ham
Alzheimer patients, failed to show differences in NTRK2 variants between patients and
controls.*>%3Chen and colleagues genotyped NTRK2 in 203 families with at least two AD
affected siblings. They found no single SNP association, but observed a significant
association for locus haplotypes in areas of the gene containing sequences that could be
involved in alternative splicing and/or regulation of NTRK2.4°Cozza and colleagues observed
genotype-wide association of the rs2289656 on NTRK2 in patients with sporadic Alzheimer’s
disease.®* For autism, Correia et al. observed higher BDNF levels in autistic children and
tested if BDNF orNTRK2 variants would be associated with BDNF increased levels.>*These
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authors observed no evidence for BDNF or NTRK2 genetic variability could play a major role
in BDNF increased levels in autistic children. However, they observed an association of six
single nucleotide polymorphisms and multiple haplotypes in the NTRK2, but not in the BDNF
gene. The authors suggested a role of NTRK2 as a susceptibility factor for autism.>*Autism is
associated with epilepsy and both might share a common genetic background.® Interestingly,
we previously failed to observe association between the VVal66Met BDNF variant in temporal
lobe epilepsy,®but we are reporting now that NTRK2 is associated with epilepsy or with some

clinical characteristics that might reflect epileptogenicity itself in the same group of patients.

We are aware that our work presents some limitations. The ethnic admixture of the
Brazilian sample may be a bias in genetic studies. However, the population of Rio Grande do
Sul State, where this study was conducted, is composed of Caucasian European descendants
and we included only patients with this ethnic background in this study. In addition to the
ethnic stratification limitation discussed above, sample size is an important limitation of this
study. Thus, negative results need to be interpreted with caution due to lack of statistical
power. On the other hand, significant results are less problematic, especially when there is

biological plausibility supporting the results.

In summary, we observed that patients with epilepsy have a different variant
distribution in NTRK2 gene when compared with controls without epilepsy, and that NTRK2
variability influenced age of seizure onset and possibly seizure control. As far as we are
aware, this is the first study showing an association between NTKR2 variants in epilepsy. We
believe that additional studies in this field will shed some light upon the molecular
mechanisms involved in human epileptogenesis as well as in characteristics associated to this

condition.
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Table 1: Distribution of SNPs genotypes in the NTRK2 gene in patients (n=198)

and controls (n=200)

SNP Genotype distribution p

rs10868235 cC CT TT

Patients 59 (30%) 85 (43%) 54 (27%)

Controls 65 (33%) 102 (51%) 33 (16%) 0.032*
rs11140800 AA AC CcC

Patients 55 (28%) 91 (46%) 52 (26%)

Controls 49 (25%) 97 (48%) 54 (27%) 0.754
rs1147198 GG GT TT

Patients 13 (6%) 71 (36%) 114 (58%)

Controls 17 (9%) 86 (43%) 97 (48%) 0.190
rs1187286 GG GT TT

Patients 11 (6%) 72 (36%) 115 (58%)

Controls 15 (8%) 75 (37%) 110 (55%) 0.678
rs1443445 AA AG GG

Patients 114 (58%) 72 (36%) 12 (6%)

Controls 130 (65%) 63 (32%) 07 (3%) 0.228
rs1624327 AA AG GG

Patients 14 (7%) 74 (37%) 110 (56%)

Controls 12 (6%) 94 (47%) 94 (47%) 0.151
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rs1867283 AA AG GG

Patients 41 (21%) 103 (52%) 54 (27%)

Controls 34 (17%) 121 (61%) 45 (22%) 0.234
rs2289656 AA AG GG

Patients 04 (2%) 50 (25%) 144 (73%)

Controls 03 (2%) 48 (24%) 149 (74%) 0.879
rs2378672 CC CT TT

Patients - 15 (8%) 183 (92%)

Controls - 20 (10%) 180 (90%) 0.393
rs3780645 cC CT TT

Patients 169 (85%) 28 (14%) 01 (1%)

Controls 169 (84%) 30 (15%) 01 (1%) 0.971
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Table 2: Clinical characteristics according to variants in the NKTR2 gene
SNP Age at Seizure control Familial history of Antiepileptic Drug
onset Epilepsy
Mean
(SD)
Controlled | Refractory No Yes Monotherapy | Polytherapy
rs10868235
CcC 18.0 (14.3) | 28 (47%) | 31(53%) | 40 (68%) | 19 (32%) | 32 (54%) 27 (46%)
CT 17.7 (12.7) | 40 (47%) | 45 (53%) | 63 (74%) | 22 (26%) | 39 (46%) 46 (54%)
TT 20.5(14.7) | 30 (56%) | 24 (44%) | 34 (63%) | 20 (37%) | 32 (59%) 22 (41%)
p=0.48 p =0.58 p=0.37 p=0.28
rs11140800
AA 19.3 (14.4) | 28 (51%) | 27 (49%) | 35 (64%) | 20 (36%) | 33 (60%) 22 (40%)
AC 19.6 (14.1) | 44 (48%) | 47 (52%) | 68 (75%) | 23 (25%) | 21 (40%) 31 (60%)
cC 16.0 (12.2) | 26 (50%) | 26 (50%) | 34 (65%) | 18 (35%) | 49 (54%) 42 (46%)
p=0.30 p=0.95 p=0.29 p=0.11
rs1147198
GG 18.1 (16.8) | 04 (30%) | 09 (70%) | 12 (92%) | 01 (08%) | 08 (62%) 05 (38%)
GT 15.9 (13.0) | 36 (51%) | 35(49%) | 51 (72%) | 20 (28%) | 39 (55%) 32 (45%)
TT 20.2 (13.7) | 58 (51%) | 56 (49%) | 74 (65%) |40 (35%) | 56 (49%) 58 (51%)
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p=0.12 p=0.38 p=0.11 p=0.58

rs1187286
GG 15.6 (9.9) | 04 (36%) | 07 (64%) | 07 (64%) | 04 (36%) | 04 (36%) 07 (64%)
GT 18.1 (12.7) | 38 (53%) | 34 (47%) | 51 (71%) | 21 (29%) | 34 (47%) 38 (53%)
TT 19.1 (14.7) | 56 (49%) | 59 (51%) | 79 (69%) | 36 (31%) | 65 (57%) 50 (43%)
p=0.70 p =058 p=0.88 p=0.26

rs1443445
AA 16.0 (11.7) | 57 (50%) | 57 (50%) | 79 (69%) | 35(31%) | 59 (52%) 55 (48%)
AG 22.2 (16.4) | 34 (47%) | 38 (53%) | 50 (69%) | 22 (31%) | 41 (57%) 31 (43%)
GG 20.4 (9.0) | 07 (58%) | 05 (42%) | 08 (67%) | 04 (33%) | 03 (25%) 09 (75%)
p<0.01 p=0.76 p=0.98 p=0.12

rs1624327
AA 18.1 (17.4) | 06 (43%) | 08 (57%) | 10 (71%) | 04 (29%) | 07 (50%) 07 (50%)
AG 17.3 (11.3) | 42 (57%) | 32 (43%) | 52 (70%) | 22 (30%) | 42 (57%) 32 (43%)
GG 19.3 (14.8) | 50 (45%) | 60 (55%) | 75 (68%) | 35(32%) | 54 (49%) 56 (51%)
p =0.62 p=0.28 p=0.94 p =0.59

rs1867283
AA 18.7 (14.4) | 23 (56%) | 18 (44%) | 28 (68%) | 13 (32%) | 22 (54%) 19 (46%)
AG 18.3 (13.7) | 50 (49%) | 53 (51%) | 70 (68%) | 33 (32%) | 54 (52%) 49 (48%)
GG 19.0 (13.6) | 25 (46%) | 29 (54%) | 39 (72%) | 15(28%) | 27 (50%) 27 (50%)
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p=0.95 p=0.61 p=0.85 p=0.93

rs2289656
AA 12.5 (5.20) | 03 (75%) | 01 (25%) | 04 (100%) : 03 (75%) 01 (25%)
AG 20.4 (17.4) | 27 (54%) | 23 (46%) | 33 (66%) | 17 (34%) | 27 (54%) 23 (46%)
GG 18.0 (12.4) | 68 (47%) | 76 (53%) | 100 (69%) | 44 (31%) | 73 (51%) 71 (49%)
p=0.39 p=0.42 p=0.36 p =0.60

rs2378672
CT 23.2 (16.7) | 05(33%) | 10(67%) | 11 (73%) |04 (27%) | 06 (40%) 09 (60%)
TT 18.1 (13.5) | 93 (51%) | 90 (49%) | 126 (69%) | 57 (31%) | 97 (53%) 86 (47%)
p=0.17 p=0.20 p=0.72 p=0.33

rs3780645
cC 18.8 (13.6) | 88 (52%) | 81 (48%) | 118 (70%) | 51 (30%) | 96 (57%) 73 (43%)
CT 16.4 (14.6) | 10 (36%) | 18 (64%) | 18(64%) | 10 (36%) | 07 (25%) 21 (75%)
TT 28.0(--) - 01 (100%) | 01 (100%) - - 01(100)
p=0.55 p=0.17 p=0.67 p <0.01




Table 3: NTRK2 SNPs and neuroimaging or interictal EEG

SNP Neuroimaging Interictal EEG
Normal Altered p Unilateral | Bilateral p

rs10868235

cC 32 (54%) | 27 (46%) 40 (68%) | 19 (32%)

CT 44 (52%) | 41 (48%) A7 (55%) | 38 (45%)

TT 20 (37%) | 34 (63%) | 0.137 | 28 (52%) | 26 (48%) | 0.181
rs11140800

AA 21 (38%) | 34 (62%) 27 (49%) | 28 (51%)

AC 50 (55%) | 41 (45%) 54 (59%) | 37 (41%)

cC 25 (48%) | 27 (52%) | 0.145 | 34 (65%) | 18 (35%) | 0.220
rs1147198

GG 03 (23%) | 10 (77%) 06 (46%) | 07 (54%)

GT 41 (58%) | 30 (42%) 38 (54%) | 33 (46%)

TT 52 (46%) | 62 (54%) | 0.05 | 71(62%) |43 (38%) | 0.334
rs1187286

GG 03 (27%) | 08 (73%) 09 (82%) | 02 (18%)

GT 30 (42%) | 42 (58%) 40 (56%) | 32 (44%)




TT 63 (55%) | 52 (45%) | 0.076 | 66 (57%) | 49 (43%) | 0.252
rs1443445
AA 62 (54%) | 52 (46%) 69 (59%) | 47 (41%)
AG 29 (40%) | 43 (60%) 39 (54%) | 33 (46%)
GG 05 (42%) | 07 (58%) | 0.153 | 09 (75%) | 03 (25%) | 0.389
rs1624327
AA 05 (36%) | 09 (64%) 09 (64%) | 05 (36%)
AG 37 (50%) | 37 (50%) 46 (62%) | 28 (38%)
GG 54 (49%) | 56 (51%) | 0.607 | 60 (55%) |50 (45%) | 0.524
rs1867283
AA 16 (39%) | 25 (61%) 21 (51%) | 20 (49%)
AG 58 (56%) | 45 (44%) 62 (60%) | 41 (40%)
GG 22 (41%) | 32 (59%) | 0.071 | 32 (59%) | 22 (41%) | 0.603
rs2289656
AA 02 (50%) | 02 (50%) 03 (75%) | 01 (25%)
AG 28 (56%) | 22 (44%) 28 (56%) | 22 (44%)
GG 66 (46%) | 78 (54%) | 0.463 | 84 (58%) | 60 (42%) | 0.755
rs2378672
CT 04 (27%) | 11 (73%) 08 (53%) | 07 (47%)
TT 92 (50%) | 91 (50%) | 0.079 | 107 (58%) | 76 (42%) | 0.698

89



rs3780645
cC 80 (47%) | 89 (53%) 95 (56%) | 74 (44%)
CT 16 (57%) | 12 (43%) 19 (68%) | 09 (32%)
TT - 01 (100%) | 0.392 | 01 (100%) - 0.356
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ABSTRACT

Rationale: Psychiatric comorbidities are very prevalent in epilepsy, adding important
burden to the disease and profoundly affecting quality of life in these individuals.
Patients with temporal lobe epilepsy (TLE) are especially at risk to develop
depression and diverse evidences suggest that the association of depression with
epilepsy might be related to common biological substrates. In this study we test if
NTRK2 allele variants are associated with mood disorders or depression in patients
with temporal lobe epilepsy.

Methods: Association study of 163 patients with TLE of the Epilepsy Outpatient
Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). NTRK2 allele variants studied
were rs1867283, rs10868235, rs1147198, rs11140800, rs1187286, rs2289656,
rs1624327, rs1443445, rs3780645, and rs2378672. All patients were submitted to
the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID-I) and patients with mood
disorders were compared with patients without these condition.

Results: In our TLE cohort, seventy six patients (46.6%) showed mood disorders.
Female sex, anxiety disorders, A/A genotype in rs1867283 NTRK2, and C/C
genotype in the rs10868235 NTRK2 gene were all independently associated with
mood disorders in these patients. Depressive disorders mostly accounted for these
results. After logistic regression, independent risk factors for depressive disorder in
TLE were female sex (OR=2.54; 95%CI=1.18-5.47; p=0.017), presence of
concomitant anxiety disorders (OR=3.30; 95%CI=1.58-6.68; p=0.001), A/A genotype
in rs1867283 NTRK2 (OR=2.84; 95%CI=1.19-6.80; p=0.019), and C/C genotype in
rs10868235 NTRK2 gene (OR=2.74; 1.28-5.88; p=0.010).

Significance: Female sex, anxiety disorders, and allelic variations in NTRK2 gene

were all independent risk factors for mood disorder or depressive disorders in TLE. If
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our results were confirmed, NTRK2 gene allele variants could be used as a

biomarker for depressive disorders in patients with temporal lobe epilepsy.

KEYWORDS: neurotrophins, temporal lobe epilepsy, biomarkers

INTRODUCTION

Psychiatric comorbidities are very prevalent in epilepsy, adding important
burden to the disease and profoundly affecting quality of life in these individuals.>
4Patients with temporal lobe epilepsy (TLE) are especially at risk to develop mood,
anxiety or psychosis disorder, with prevalence ranging from 11 to 44 %, 15 to 25 %
and 2 to 8 %, respectively.1* Evidence suggests that the association of psychiatric
disorders with epilepsy might be related to common biological substrates.*For
example, both TLE and depression are comorbid and might share abnormalities in
the same limbic structures.?%8 It is plausible that the same kind of intersection also
occur at molecular level, with epilepsy and psychiatric comorbidity sharing some
common genetic background.

Neurothrophins are secreted factors that have nourishing or sustaining effect on
neurons and some of them might play a major role in neuropsychiatric disorders.”
2Nerve growth factor (NGF), brain derived nerve growth factor (BDNF), neurotrophin

3 and 4 (NT-3 and NT-4) are prototypes of neurotrophins.'6-?1 These neurotrophins
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and their receptors, p75NTR, TrkA, TrkB, and TrkC, have been extensively studied
during the last decades, and many of their molecular mechanisms have already been
described.”*? Briefly, p75NTR can bind to, and is activated by, all four neurotrophins
in their mature form or as pro-neurotrophins. Trk receptors are more specific, and
usually bind to, and are activated by, selective and mature forms of neurotrophins.
NGF preferentially binds and activates TrkA, whereas NT3 preferentially binds and
activates TrkC. BDNF and NT4 preferentially bind to, and activate, TrkB.”'! The Trk
family of tyrosine kinase receptors contains three single-pass type | transmembrane
proteins with glycosylated extracellular domains and three leucine-rich repeats
flanked by two cysteine repeats and immunoglobulin-C2 (Ig) domains proximal to the
transmembrane region. Intracellularly, Trk receptors possess a tyrosine kinase
domain.”*These neurotrophins and their receptors are mainly involved in neuronal
development and signaling, including cell survival and differentiation, axonal and
dendritic growth and arborization, neural protection and synaptic plasticity.**While
TrkB is predominantly expressed within the central nervous system, TrkA and TrkC
are largely found on peripheral neuronal populations.’1

Because of its functions, neurotrophins and their receptors, specially
BDNF/TrkB, have been studied with great interest in neuropsychiatric disorders and
are growing as potential biomarkers or targets for the development of new therapies
for neurological or psychiatric disorders.''TRKB is a membrane receptor kinase that
auto-phosphorylates when activated by neurotrophins binding and is effective trough
the MAPK signaling pathways. TRKB is involved in neuronal outgrowth and
arborization and synaptic plasticity.°NTRK2 gene codifies TrKB receptor.* More
recently, NTRK2 allele variants have been associated with neurological or psychiatric

disorders like mood disorders,**vulnerability to nicotine dependence or alcohol
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abuse,*>obsessive-compulsivedisorder,'’attention-deficit/hyperactivity
disorder,'®autism*®and Alzheimer disease.?®

Depression is a very common psychiatric comorbidity in temporal lobe epilepsy
having important impact in quality of life of patients.*2! In this study, we investigate
if NTRK2 allele variants are associated with depression in temporal lobe epilepsy.
More specifically, this is an association study where we compare frequencies of
selected NTRK2 allele variants between patients with temporal lobe epilepsy that
have or not psychiatric comorbidities, with especial interest in mood and depression
disorders. As far as we know, this is the first study evaluating a plausible involvement

of NTRK2 in the development of psychiatric comorbidities in epilepsy.

METHODS

Patients

This is a retrospective cohort study of 163 patients with TLE of the Epilepsy
Outpatient Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).Inclusion criteria
were based on the 2010 ILAE’s electroclinical classification and epilepsy etiology
(Commission on Classification Terminology of the International League Against
Epilepsy, 2010). Patients with extratemporal epilepsies, mental retardation, and
those with systemic diseases were excluded. All patients were submitted to interictal
EEGs studies and neuroimaging with CT-scans and MRI studies. Seizure control was
defined according with ILAE recomendations. Extension of irritative zone was defined
as unilateral only if 90% or more of all EEG epileptiform discharges were located in
one of the temporal lobes. Also, all patients were submitted to the Structured Clinical
Interview for DSM-IV (SCID).??SCID is divided into six modules, for the detection of

one or more life-long diagnoses of the Axis | Diagnostic and Statistical Manual, fourth
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edition (DSM-IV).?® Based on SCID results, patients with mood disorders were
grouped in the group of patients with TLE and mood disorders as comorbidities
(MOOD DISORDERS group) or TLE and no mood disorder group (NO MOOD
DISORDERS group).These two groups of patients (MOOD DISORDERS group and
NO MOOD DISORDERS group) were compared for clinical and genotypic
differences. We also analyzed only patients with depressive disorders (DEPRESSIVE
group) and compared with patients with no depressive disorders (NO DEPRESSIVE
group). In order to avoid different ethnic between groups, we included only Brazilian
with European origin individuals in this study. Porto Alegre is the capital of Rio do Sul
state. A great part of the State population is composed by Caucasian European
immigrants (e.g. Germans, Italians, and Portuguese).®2324 Thus, we believe that we
selected only controls and patients from Caucasian origin. Non-caucasian patients or
controls were excluded from analysis. The study was approved by the Ethics
Committee of our institution in accordance with the Declaration of Helsinki, and all

subjects provided written informed consent to participate.

Genotyping

DNA was isolated from peripheral leukocytes according to standard
procedures. Subjects were genotyped for specific SNPs distributed in different
regions of the NTRK2 gene as follows: rs1867283, rs10868235, rs1147198,
rs11140800, rs1187286, rs2289656, rs1624327, rsl443445, rs3780645, and
rs2378672. SNPs flanking regions were amplified by real-time PCR using TagMan®
SNP genotyping assays (Applied Biosystems). SNPs information was obtained from
the National Center for Biotechnology Information SNP database (available on the

site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) and they were chosen based on previously
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published studies. PCR reaction was prepared according to manufacture’'s
insctructions and analyses were performed on the ABI Prism 7500 Fast Sequence

Detector System® (Applied Biosystems).

For each SNP analyzed, DNA samples from two homozygous individuals for
each allele and two heterozygous individuals (six samples for each SNP) were
sequenced to confirm results. For DNA sequencing, new sets of primers were
designed, PCR reaction was performed, and products were purified using the QIA
PCR Purification kit (Qiagen). PCR reaction products were then sequenced using the
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) and analyzed on
ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Results were analyzed by

SeqScape® Software v3.1 (Applied Biosystems).

Statistical analysis

Categorical variables were compared by the two-tailed Chi-square test or
Fisher's exact test. Numerical variables were compared by the independent Student
t-test, with the Levene test for equality of analysis of variance. In order to examine
the independent effect of each variable we used an unconditional binary logistic
regression model. All statistical analyses were carried out using the SPSS 16.0
statistical package for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Results are
expressed as odds ratio (95% confidence interval) and were considered significant if

p was lower than 0.05.
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RESULTS

The demographic and clinical characteristics of the patients are presented in
Table 1. The mean age of TLE patients evaluated was 43.38 (SD=12.51) years age
with no significant difference between the two groups studied. Female patients were
108 (66.3%) and male patients were 55 (33.7%). Overall, psychiatric disorders were
observed in 152 patients (93.2%) being mood disorder the more frequent psychiatric
comorbidity, observed in 76 (46.6%) patients. Presence of mood disorder was
significantly more frequent in women than men and in those patients with anxiety
disorders. The age of patients, age of epilepsy onset, duration of disease, seizure
control, use of monotherapy or polytherapy, lateralization of EEG interictal activity,
presence of other types of psychiatry disorders (other than anxiety disorders) did not
differ between both groups. Seventy eight patients (47.9%) showed normal
neuroimaging. Hippocampal sclerosis was observed in 36 patients (22.1%), gliosis in
24 (14.7%), neurocysticercosis in 12 (7.4%) and other abnormalities (atrophy, cystic
lesions, low grade glioma) in 13 patients (8%). Positive neuroimaging or specific

pathologies were not associated with mood disorders in our patients (Table 1).

Please Insert Table 1 About Here

The genotype distribution of NTRK2 gene allele variants according with mood
disorders in TLE patients is summarized in Table 2. We found that patients with A/A
genotype in rs1867283 NTRK2 or C/C genotype in rs10868235 SNP, showed

significantly increase of mood disorders when compared with other TLE patients. No
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other differences were observed for SNPs rs1147198G>T, rs11140800A>T,
rs1187286G>T, rs2289656A>G, rs1624327A>G, rs1443445A>G, rs3780645C>T,

rs2378672C>T.

Please Insert Table 2 About Here

In order to study the independence of variables as risk factor for depression
disorders in TLE, we included sex, presence of anxiety disorders, A/A genotype in
rs1867283 NTRK2 and CC genotype in rs10868235 SNP in NTRK2 gene in an
unconditional binary logistic regression model. After logistic regression, all four
variables remained statistically significant associated with depressive disorders in

TLE patients. The final results of logistic regression are presented in Table 3.

Please Insert Table 3 About Here

Sixty seven patients (41.1% from the total patients) had diagnostic of a
depressive disorders and major depressive disorder was diagnosed in 45 (67.2%
from depressed patients) of them (two with dysthymia associated). Eight patients
(11.9% from depressed patients) were diagnosed with dysthymic disorder. The
remained 14 patients (20.9%) had other depressive disorders. Most of TLE patients
with depressive disorders (DEPRESSION group) were women 53 (79.1%), while only
14 (20.9%) were men. In NO DEPRESSION group 55 (57.3%) were women and 41
(42.7%) were men, a significant difference. Anxiety disorders were observed in 32
(61.5%) patients with depressive symptoms and in 20 (38.5%) patients with no

depressive symptoms, also a significant difference (Table 4).The age of patients, age
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of epilepsy onset, duration of disease, seizure control, use of monotherapy or
polytherapy, lateralization of EEG interictal activity, presence of other types of
psychiatry disorders other than anxiety disorders or positive neuroimaging findings

did not differ between both groups.

Please Insert Table 4 About Here

NTRK2 A/A genotype in rs1867283, and C/C genotype in the rs10868235
were both associated with depressive symptoms in TLE patients (Table 5). After
logistic regression, independent risk factors for depressive disorder in TLE were
female sex (OR=2.54; 95%CI=1.18-5.47; p=0.017), presence of concomitant anxiety
disorders (OR=3.30; 95%CI=1.58-6.68; p=0.001), A/A genotype in rs1867283
NTRK2 (OR=2.84; 95%CI=1.19-6.80; p=0.019), and C/C genotype in rs10868235

NTRK2 gene (OR=2.74; 1.28-5.88; p=0.010).

Please Insert Table 5 and Table 6 About Here
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DISCUSSION

In this study we investigated the influence of NTRK2 gene in development of
mood or depressive comorbidities, the most common psychiatric comorbidities in
TLE. Depression was more common in patients with A/A genotype in rs1867283 or
C/C genotype in rs10868235 SNP in NTRK2 gene. No NTRK2 allele variant studied
was associated with anxiety, but anxiety was more common in depressed patients.
Depression was also more common in female patients. After logistic regression
adjustments, we concluded that female sex, presence of anxiety disorder and A/A
genotype in rs1867283 or C/C genotype in rs10868235 SNP in NTRK2 gene were all
independently associated with depression in TLE patients. Our study suggests that
the presence of selected allele variants in NTRK2 gene might be isolated risk factors
for depression in patients with TLE. If these findings were confirmed in other
populations, it could be used as biomarkers for depression risk in TLE.

More recently, allele variability of NTRK2 gene has been investigated in
neurological and psychiatric disorders. In neurological disorders, NTRK2 association
studies were published for Alzheimer's disease and autism,1920.26.27 pyt as far as we
know, not for epilepsy. For Alzheimer disease, Chen and collaborators found no
single SNP association, but observed a significant association for locus haplotypes in
areas of the gene containing sequences that could be involved in alternative splicing
and/or regulation of NTRK2.2°Cozza and colleagues observed genotype-wise
association of oneNTRK2SNP in patients with sporadic Alzheimer's disease.?®
However, two other studies, one from Finland and another from China, failed to show
differences in NTRK2 allele variants between patients and controls.?%2” For autism,
Correia et al. observed higher seric BDNF levels in autistic children and tested if

BDNF or NTRK2 allele variants would be associated with seric increased levels of
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BDNF.*®These authors observed no evidence that BDNF or NTRK2 genetic
variability would explain BDNF increased levels in autistic children. However, they
observed an association of six single nucleotide polymorphisms and multiple
haplotypes in the NTRK2, but not in the BDNF, gene.'°The authors suggested a role
of NTRK2 as a susceptibility factor for autism, a disorder also associated with
epilepsy.

In general, studies of association of NTRK2 allele variants have been more
successful in finding significant associations when researchers study psychiatric
disorders. In this venue, NTRK2 allele variants have been associated with risk for
development of diverse types of psychiatric disorders, including mood
disorders,*vulnerability to nicotine dependence or alcohol abuse,'®>'®obsessive-
compulsive disorder,” and attention-deficit/hyperactivity disorder.'® Interestingly,
some authors, but not all, have been observing an association of specific NTRK2
allele variants with mood disorders, response to pharmacological treatment in mood
disorders and suicidal behavior.142%-34 |n a large association study with German and
African American patients, Kohli et al. studied if SNPs of BDNF or NTRK2 genes
confer risk for suicide attempt in patients with diagnosis of major depressive
disorders.®*They failed to observe any associations of suicide behavior with BDNF
allele variants. However, select allele variants of NTRK2 gene, includingrs10868235,
were associated with risk for suicide attempt in depressed patients.3*Perroud N et al.
reported results of a genome-wide association study designed to identify genetic
variants involved in increasing suicidal ideation during treatment for depression in
706 adult participants of European ancestry.3® They observed increased suicidal
ideation with selected BDNF/NTRK2 allele variants.®® A positive association of

NTRK2 allele variants and suicide behavior was further observed by two additional



103

studies.®>3¢ Li Z et al. in a prospective study, observed that NTRK2 allele variants
could influence the treatment of major depressive disorder and suggested that this
might also be true for a combination of BDNF/NTRK?2 allele variants.2’Hennings et al.
performed a single and multi-marker association study with antidepressant treatment
outcome in 398 depressed Caucasian patients and two Caucasian replication
samples, resulting in a total of 894 patients investigated.?® They observed that three
NTRK2 SNPs (rs10868223, rs1659412 and rs11140778) showed a significant
association with treatment response and it was confirmed in at least one replication
sample.?®Avdoshina V et al. observed protective effect of TrkB allele variants for
depression in HIV-infected individuals, a finding suggesting that NTRK2 allele
variants might be associated with depressive comorbid symptoms in HIV positive
individuals, a result in line with our observations in epilepsy.38

Findings of NTRK2 allele variants with depressive symptoms or response to its
treatment are particularly relevant for our study. Epilepsy, depression and suicide
behavior are comorbid and epilepsy and depression share a bidirectional association,
with epileptic patients in risk to develop depression and depression been more
commonly associated with epilepsy.®2%3° Thus, it is biological plausible that both
disorders share common molecular substrates and genetic variability of NTRK2 gene
could contribute with this scenario. Unfortunately at this time, it is not possible to
know if NTRK2 polymorphisms are associated with differences in neurophysiological
functions in patients or if they are marking something else, but this is an interesting
possibility that needs to be explored in future. In this venue, Murphy and colleagues
observed reduced MRI fractional anisotropy in brain regions involved in emotional
regulation of depressed patients, and significantly smaller gray matter volume in

frontal lobe regions in patients who are homozygous for the A allele of the
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rs11140714 SNP in NTRK2.“°The authors concluded that polymorphisms of NTRK2
gene increase risk of architectural changes in brain regions involved in modulation of
emotional response and might play an important role in depression.

We recognize that our work has limitations. The ethnic admixture of the
Brazilian sample may be a bias in genetic studies. However, the population of Rio
Grande do Sul State, where this study was conduced, is mainly composed of
Caucasian European descendants. In addition to the ethnic stratification limitation
discussed above, sample size is an important limitation of this study. Thus, negative
results need to be interpreted with caution due to lack of statistical power. On the
other hand, significant results are less problematic in this scenario, especially if
resulting from functional biologically plausible hypothesis. Moreover, our result
remained significant after logistic regression, showing that selected NTRK2 gene
polymorphism were independently associated with depressive disorders in TLE. A
positive aspect of our study is that all patients were evaluated with SCID, decreasing
the possibility of a subjective and biased psychiatric evaluation in our sample.

In summary, we observed in our study that A/A genotype in rs1867283 or C/C
genotype in rs10868235 SNP in NTRK2 gene were independently associated with
mood or depressive disorders in TLE patients. As far as we know, this is the first
study showing a biological plausible association between NTRK2 gene allele variants
and a psychiatric comorbidity in TLE. We believe that other studies in this venue will

shade some light on molecular mechanisms involved in psychiatric comorbidities in

epilepsy.
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Table 1. Characteristics of TLE patients according with mood disorder
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Variable All Patients MD Absence | MD Presence | OR (95% ClI) P
Age, vy (SD) 43.38 (12.51) 4475 (12.35) | 44.16 (12.27) - 0.962
Epilepsy age onset,y(SD) | 18.58 (13.79) 19.08 (14.89) | 19.28 (14.46) - 0.418
Epilepsy duration, y 24.87 (13.68) 25.66 (14.14) | 24.88 (14.08) - 0.360
(SD)
Sex
Female 108 (66.3 %) 50 (46.3%) 58 (53.7%)
Male 55 (33.7 %) 37 (67.3%) 18 (32.7%) 2.38 (1.20-4.76) 0.018*
Seizure Control

Controlled 79 (48.5%) 42 (53.2%) 37 (46.8%)

Non-controlled 84 (51.5%) 45 (53.6%) 39 (46.4%) 0.98 (0.53-1.82) 1.000
Neuroimaging

Normal 78 (47.9%) 40 (51.3%) 38 (48.7%)

Abnormal 85 (52.1%) 47 (55.3%) 38 (44.7%) 0.85 (0.46-1.58) 0.722
Interictal EEG

Unilateral 91 (55.8%) 49 (53.8%) 42 (46.2%)

Bilateral 72 (44.2%) 38 (52.8%) 34 (47.2%) 1.04 (0.56-1.94) 1.000
AED

Monotherapy 88 (54.0%) 48 (55.2%) 40 (52.6%)

Polytherapy 75 (46.0%) 39 (44.8%) 36 (47.4%) 1.11 (0.60-2.05) 0.867
Anxiety Disorders

Absent 111 (68.1%) 68 (61.3%) 43 (38.7%)

Present 52 (31.9%) 19 (36.5%) 33 (63.5%) 2.75 (1.39-5.43) 0.0005*
Psycotic Disorders

Absent 147 (90.2%) 81 (55.1%) 66 (44.9%)

Present 16 (9.8%) 06 (37.5%) 10 (62.5%) 2.04 (0.71-5.92) 0.282
Alcool /Drug Abuse

Absent 155 (95.1%) 83 (53.5%) 72 (46.5%)

Present 08 (4.9%) 04 (50.0%) 04 (50.0%) 1.15 (0.28-4.78) 1.00

MD=mood disorders, y=years, SD=standard deviation, (*)=significant, OR=0dds ratio,

Cl=confidence interval




Table 2. Genotypic distribution according with mood disorder

SNP MD Absence MD Presence p
n (%) n (%)

rs1867283

AA 11 (34.4%) 21 (65.6%)

AG 50 (54.9%) 41 (45.1%)

GG 26 (65.0%) 14 (35.0%) 0.032*
rs10868235

CC 20 (42.6%) 27 (57.4%)

CT 44 (62.0%) 27 (38.0%)

TT 23 (51.1%) 22 (48.9%) 0.110
rs1147198

GG 04 (40.0%) 06 (60.0%)

GT 34 (57.6%) 25 (42.4%)

1T 49 (52.1%) 45 (47.9%) 0.547
rs11140800

AA 25 (53.2%) 22 (46.8%)

AC 42 (54.5%) 35 (45.5%)

CC 20 (51.3%) 19 (48.7%) 0.946
rs1187286

GG 04 (66.7%) 02 (33.3%)

GT 34 (54.0%) 29 (46.0%)

1T 49 (52.1%) 45 (47.9%) 0.781
rs2289656

AA 01 (33.3%) 02 (66.7%)

AG 24 (64.9%) 13 (35.1%)

GG 62 (50.4%) 61 (49.6%) 0.237
rs1624327

AA 06 (50.0%) 06 (50.0%)

AG 33 (55.9%) 26 (44.1%)

GG 48 (52.2%) 44 (47.8%) 0.877
rs1443445

AA 48 (53.3%) 42 (46.7%)

AG 34 (54.0%) 29 (46.0%)

GG 05 (50.0%) 05 (50.0%) 0.973
rs3780645

CcC 71 (51.1%) 68 (48.9%)

CT 16 (66.7%) 08 (33.3%) 0.187
rs2378672

CT 05 (33.3%) 10 (66.7%)

TT 82 (55.4%) 96 (44.6%) 0.113

(*)=significant
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Table 3. Independent risk factors for mood disorders in temporal lobe epilepsy.
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Risk Factors Crude OR (95% CI) p Adjusted OR (95% CI) p

Female Sex 2.38 (1.20-4.76) 0.018* 2.22 (1.07-4.58) 0.031*
Anxiety Disorder 2.75 (1.39-5.43) 0.0005* 2.54 (1.24-5.23) 0.011*
AA rs1867283 2.64 (1.18-5.92) 0.027* 3.30 (1.38-7.88) 0.007*
CC rs10868235 1.84 (0.93-3.66) 0.112 2.16 (1.03-4.53) 0.042*

(*)=significant, OR=0dds ratio, Cl=confidence interval




Table 4. Characteristics of TLE patients according with depressive disorder
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Characteristics Depressed Non-Depressed OR p
Age, y (SD) 44.01 (12.63) 44.79 (12.08) - 0.692
Epilepsy age onset, y (SD) 19.52 (14.23) 18.93 (15.00) - 0.801
Epilepsy duration, y (SD) 24.49 (14.44) 25.86 (13.68) - 0.543
Sex

Female 53 (49.1%) 55 (50.9%)

Male 14 (25.5%) 41 (74.5%) 2.82 (1.38-5.77) 0.004
Seizure control

Controlled 31 (39.2%) 48 (60.8%)

Non-controlled 36 (42.9%) 48 (57.1%) 0.86 (0.46-1.61) 0.379
Neuroimaging

Normal 35 (44.9%) 43 (55.1%)

Abnormal 32 (37.6%) 53 (62.4%) 1.35(0.72-2.52) | 0.437
Interictal EEG

Unilateral 37 (55.2%) 54 (56.2%)

Bilateral 30 (44.8%) 42 (43.8%) 0.96 (0.51-1.80) 1.000
AED

Monotherapy 37 (55.2%) 51 (53.1%)

Polytherapy 30 (44.8%) 45 (46.9%) 1.09 (0.58-2.04) 0.917
Anxiety Disorder

Absent 35 (31.5%) 76 (68.5%)

Present 32 (61.5%) 20 (38.5%) 3.45 (1.75-7.14) 0.001*
Psychotic disorders
Absent 57 (38.8%) 90 (61.2%)

Present 10 (62.5%) 06 (37.5%) 0.38 (0.13-1.02) 0.118
Alchool /Drugs

Absent 64 (41.3%) 91 (58.7%)

Present 03 (37.5%) 05 (62.5%) 1.17 (0.27-5.08) 1.000

y=years, SD=standard deviation, (*)=significant, OR=odds ratio, Cl=confidence interval




Table 5. Genotypic distribution according with depressive disorder

SNP Depressed Non-depressed p
n (%) n (%)

rs1867283

AA 18 (56.3%) 14 (43.8%)

AG 36 (39.6%) 55 (60.4%)

GG 13 (32.5%) 27 (67.5%) 0.114
rs10868235

CcC 26 (55.3%) 21 (44.7%)

CT 22 (31.0%) 49 (69.0%)

TT 19 (42.2%) 26 (57.8%) 0.031*
rs1147198

GG 05 (50.0%) 05 (50.0%)

GT 20 (33.9%) 39 (66.1%)

1T 42 (44.7%) 52 (55.3%) 0.352
rs11140800

AA 19 (40.4%) 28 (59.6%)

AC 31 (40.3%) 46 (59.7%)

CC 17 (43.6%) 22 (56.4%) 0.937
rs1187286

GG 02 (33.3%) 04 (66.7%)

GT 25 (39.7%) 38 (60.3%)

1T 40 (42.6%) 54 (57.4%) 0.868
rs2289656

AA 02 (66.7%) 01 (33.3%)

AG 13 (35.1%) 24 (64.9%)

GG 52 (42.3%) 71 (57.7%) 0.491
rs1624327

AA 05 (41.7%) 07 (58.3%)

AG 22 (37.3%) 37 (62.7%)

GG 40 (43.5%) 52 (56.5%) 0.752
rs1443445

AA 39 (43.3%) 51 (56.7%)

AG 23 (36.5%) 40 (63.5%)

GG 05 (50.0%) 05 (50.0%) 0.588
rs3780645

CC 60 (43.2%) 79 (56.8%)

CT 07 (29.2%) 17 (70.8%) 0.144
rs2378672

CT 08 (53.3%) 07 (46.7%)

1T 59 (39.9%) 97 (60.1%) 0.410

(* )=significant
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Table 6. Independent risk factors for depressive disorders in temporal lobe epilepsy.

Risk Factors Crude OR (95% CI) p Adjusted OR (95% CI) p

Female Sex 2.82 (1.38-5.77) 0.004* 2.54 (1.18-5.47) 0.017*
Anxiety Disorder 3.45 (1.75-7.14) 0.001* 3.30 (1.58-6.68) 0.001*
AA 151867283 2.15 (0.21-1.02) 0.082 2.84 (1.19-6.80) 0.019*
CC rs10868235 2.26 (1.14-4.51) 0.030* 2.74 (1.28-5.88) 0.010*

(*)=significant
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8. Consideracoées finais

O estudo de polimorfismos de nucleotideo Gnico em doengas complexas
ainda € uma area a ser explorada, principalmente em doencas neuroldgicas, como a
Epilepsia. A Epilepsia de Lobo Temporal constitui uma sindrome epiléptica distinta e
bastante estudada. No entanto, ainda sdo desconhecidos os mecanismos através
dos quais uma rede cerebral normal desenvolve a capacidade de gerar crises
epilépticas espontaneas, e, apesar de modelos animais tentarem mimetizar o que
acontece em seres humanos, ndo temos um entendimento completo a esse respeito.
Hipoteses relacionadas a ocorréncia de insultos precipitantes iniciais durante a
primeira infancia como causa da ELT associada a esclerose hipocampal valorizam
0S aspectos ambientais na génese da doenca. Por outro lado, ainda desconhecemos
o motivo por que alguns individuos submetidos a insultos iniciais nunca
desenvolverdo epilepsia enquanto outros apresentam uma forma refrataria de ELT,
por exemplo. Talvez o entendimento dessa doenca envolva o estudo de fatores
genéticos predisponentes, que quando ativados ou transcritos, sob determinada

influencia ambiental, colaborem para a ocorréncia da ELT.

O receptor transmembrana TrkB tem se mostrado bastante importante na
organizacdo da micro-estrutura cerebral, principalmente em circuitos meso-limbicos
envolvendo a formacao hipocampal. Como vimos, varios estudos tem relacionado as
funcdes desse receptor a mecanismos de doencas neuropsiquiatricas, plasticidade
cerebral e formacdo de memodrias. Interessantemente, a inibicdo do TrkB em
modelos animais impediu o desenvolvimento de Epileptogénese, apontando para
essa proteina como um fator essencial para o desenvolvimento de epilepsia. O gene
NTRK2 codifica o TrkB e portanto é plausivel que alteracdes na estrutura desse

gene tenham repercussodes na funcao do receptor.
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Até o momento, ndo temos conhecimento de outro estudo avaliando as
repercussdes de polimorfismos de gene NTRK2 em pacientes com ELT. Nosso
estudo evidenciou primeiramente uma diferenca nas frequéncias alélicas do
polimorfismo rs10868235 do gene NTRK2, com aumento de homozigose de Timina
nos pacientes epilépticos comparados aos controles.Posteriormente, analisamos as
principais caracteristicas clinicas dos pacientes com ELT em relacdo aos
polimorfismos do NTRK2 e encontramos uma idade de inicio de crises mais precoce
em pacientes com homozigose de Adenina no SNP rs1443445. Também
observamos que Timina em homozigose ou heterozigose no SNP rs3780645 foi
relacionado a necessidade de politerapia para controle de crises epilépticas. Por fim,
realizamos uma entrevista semi-estruturada de avaliagdo psiquiatrica em um
subgrupo de pacientes com ELT. Constatamos que a presenca de sexo feminino,
transtorno de ansiedade e do gendtipo CC no SNP rs10868235 do gene NTRK2 e
do gendtipo A/A no SNP rs1867283 foram fatores independentes associados a
transtornos depressivos nos pacientes com ELT. Analisando esses achados,
observamos com especial atencdo o fato de que o mesmo SNP (rs10868235)
guando em homozigose de Timina foi mais frequiente em pacientes com ELT do que
em controles e quando em homozigose de Citosina foi associado a depressao em
pacientes com ELT, talvez representando um loci interessante para estudos
posteriores tanto em epilepsia quanto em depressdo. Ambas as doencas —
depressao e epilepsia- parecem compartilhar mecanismos fisiopatoldégicos comuns,
havendo uma bidirecionalidade em relacao a elas, ou seja: individuos com epilepsia
estdo sob maior risco de desenvolver depressao e aqueles com depressao tém mais
chances de tornarem-se epilépticos. Nas duas situacdes, freqientemente, ocorre
exposicao a estressores significantes no periodo que antecede a instalacdo da
doenca. No caso da epilepsia, chama atencéo a ocorréncia de insultos precipitantes
iniciais e no caso da depressdo a ocorréncia de eventos estressantes traumaticos.
Dessa forma, tais situacdes podem influenciar e modular a atividade dos circuitos
meso-limbicos, em especial do hipocampo, agindo de forma plastica, induzindo
potencializacdo de longa duracdo e determinando padrdes de aprendizado e de
memoria, muitas vezes de forma disruptiva e mal adaptativa. Tais processos de
plasticidade, neurogénese e remodelamento estdo intimamente relacionados a

expressao de neurotrofinas no sistema nervoso central. O uso de antidepressivos,
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por exemplo, aumenta a expressao de BDNF e sua ligacdo ao seu receptor, TrkB,
contribuindo para neurogénese hipocampal. A epilepsia e a depressao, portanto,
parecem compartilhar mecanismos etiopatogénicos comuns, envolvendo a
hiperreatividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, aumento da atividade
glutamatérgica e diminuicdo da atividade gabaérgica e serotoninérgica nos circuitos
meso-limbicos. Nesse cenario, encontramos evidencias consistentes de estudos

apontando para a contribuicdo do TrkB na patogénese das duas doencas.

Esperamos que o nosso estudo contribua para um melhor entendimento dos
mecanismos de epileptogénese e de depressdo na ELT e que seja replicado em
outras populagbes, determinando assim maior aplicabilidade dos achados. A
possibilidade de que polimorfismos do gene NTRK2 encontrados no nosso estudo
representem biomarcadores para depressdo em pacientes com epilepsia pode ser

uma perspectiva futura bastante interessante.
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9. Anexo

Projeto aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacédo - GPPG- numero do projeto: 07-559,
verséo aprovada em 22/05/2009.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: Estudo dos Polimorfismos do gene NTRK2

na Epilepsia do Lobo Temporal

Esse estudo investiga a influéncia de uma alteracdo genética especifica
(presenca de um polimorfismo especifico) sobre as caracteristicas clinicas e
eletroencefalograficas da epilepsia de lobo temporal. O objetivo desta pesquisa é
identificar um possivel fator de risco para piores prognosticos neuroldgico,
psiquiatrico e neuropsicolégico, o que podera contribuir para o tratamento da

epilepsia no futuro.
Se eu concordar em participar deste estudo, acontecera o seguinte:

1. Responderei algumas questdes sobre a minha histéria clinica, para
confirmar que tenho epilepsia do lobo temporal. Isto levara cerca de 15 minutos.

Responderei uma entrevista psiquiatrica, que pode durar de 30 a 60 minutos.

2. Farei um exame fisico e neuroldgico simples, com cerca de 10 minutos
de duracéo.
3. Sera feita uma coleta de sangue com agulha de meu brago, para

estudar a presenca ou ndo da alteragdo genética em questdo. A agulha geralmente
causa um desconforto que ndo dura mais do que 1 minuto. Eventualmente podem

ocorrer hematomas ou uma infecgéo leve, mas € pouco provavel.
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Posso ndo ter beneficios diretos da participagdo nesta pesquisa. Entretanto,
poderei descobrir se possuo ou ndo uma alteracdo genética com possivel influéncia
sobre a gravidade da minha doenca. Farei os exames acima descritos

gratuitamente.
N&o séo previstos riscos adicionais ao manejo da minha doenca.

Os custos desse tratamento poderdo ser pagos pelo Governo Federal. Se eu
sofrer algum dano como resultado da minha participacdo nesta pesquisa, terei
tratamento ao meu dispor. Para obter maiores informacdes sobre este assunto,

poderei contatar a Comiss&o de Etica em Pesquisa do HCPA.

Os resultados dos exames realizados durante o estudo serdo discutidos
comigo, e estardo ao meu dispor para eventuais consultas com médico (s) particular
(es) ou de outra (s) instituicdo (s). Com excecdo dessa liberacdo de resultados,
todas as informacgOes obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e
usadas estritamente para fins de pesquisa. Minha identidade serd mantida em

segredo, de acordo com o que a lei permitir.

A investigadora, Dra. Carolina Machado Torres, discutiu estas informagdes
comigo, oferecendo-se para responder minhas duividas. Caso eu tenha perguntas
adicionais, poderei contata-la pelo telefone (51) 3359-8520.

Minha participacdo no estudo € totalmente voluntaria, sendo eu livre para
recusar a tomar parte ou abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem afetar ou

pbr em risco meu futuro atendimento médico.

Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cépia do presente termo e

me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.
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Paciente:

Documento de identidade:

Sexo: Idade:
Endereco:
Cidade: CEP: Telefone: ()

Responsavel legal (quando for o caso):

Documento de identidade do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal

Médico responséavel: Carolina Machado Torres CRM: 26206 UF: RS

Endereco: Rua Ramiro Barcelos, 2350/2040

Cidade: Porto Alegre CEP: 90035-003 Telefone: (51) 3359-8520

Assinatura e carimbo do médico Data
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