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RESUMO

Introducéo: Dois grandes estudos de genoma humano ENIGMA e CHARGE
identificaram uma variante genética comum da tescalcina (TESC rs7294919)
envolvida no volume hipocampal em individuos saudaveis. Sabe-se que o0 gene
TESC é altamente expresso na embriogénese e no hipocampo adulto e pode
ter papel chave em doencas que afetam o hipocampo, entre estas, a epilepsia
do lobo temporal. Neste estudo sera investigado o impacto do polimorfismo
rs7294919 em pacientes com epilepsia do lobo temporal.

Métodos: Estudo de associacdo de 162 pacientes com epilepsia do lobo
temporal e 100 controles sem epilepsia. Foram comparadas as frequéncias das
variantes rs7294919 entre pacientes com epilepsia e controles e avaliados os
impactos das diferencas alélicas nas principais caracteristicas de epilepsia.
Resultados: N&o houve diferencas significativas entre os polimorfismos
rs7294919 entre pacientes e controles (Tabela 1). No entanto, o genétipo CT
foi mais comum no sexo masculino do que do sexo feminino (Tabela 2, Tabela
3 e Figura 1). Nao foram observadas outras diferencas em relacdo a média de
idade de inicio da epilepsia, histéria familiar de epilepsia, presenca de aura,
controle das crises, anormalidades de EEG interictal e achados de
neuroimagem. Depois de controle de variaveis confusionais, o alelo C esteve
significativamente aumentado em pacientes do sexo masculino (OR = 2,57; IC
=1.26-5.24 ; p = 0,009).

Conclusao: A observacdo de uma maior frequéncia do alelo do alelo C em
homens pode sugerir um efeito dependente da tescalcina através do seu gene
TESC sobre o desenvolvimento da epilepsia do lobo temporal. Tanto quanto
sabemos, este € o primeiro estudo da tescalcina no desenvolvimento de

epilepsia.

PALAVRAS-CHAVE: tescalcina, TESC, epilepsia do lobo temporal, dimorfismo

sexual.



ABSTRACT

Rationale: Two independent large genome-wide association studies identified a
common genetic variant of tescalcin polymorphism (TESC rs7294919), that is
significantly associated with hippocampal volume in healthy subjects. It is
known that the TESC gene is highly expressed in embryogenesis and in adult
hippocampus and might play a role in characteristics of diseases that affect
hippocampus, among them temporal lobe epilepsy. In this study we investigate
the impact of rs7294919 variants in temporal lobe epilepsy.

Methods: This is an association study of 162 patients with temporal lobe
epilepsy and 100 controls without epilepsy. We compared frequencies of
rs7294919 variant between patients with epilepsy and controls and evaluate the
impact of allelic difference in main characteristics of epilepsy.

Results: There were no significant differences between TESC gene
polymorphisms of patients and controls (Table 1). However, genotype CT was
more frequent in male than females (Table 2, Table 3 and Figure 1). No other
differences were observed regarding mean age of epilepsy onset, family history
of epilepsy, presence of aura, seizure control, EEG interictal abnormalities and
neuroimaging findings. After controlling for confounding variables, C allele was
increased in male patients (O.R. = 2.57; ClI = 1.26-5.24; p=0.0009.

Conclusions: Our finding might suggest a gender dependent effect of tescalcin
polymorphism (TESC rs7294919) on development of epilepsy. As far as we are
aware, this is the first study of tescalcin polymorphism on development of
epilepsy. In our view, other studies in this venue are necessary to confirm our
findings and explore other possible effects of tescalcina polymorphisms on

development and characteristics of epilepsy.

KEYWORDS: tescalcin, TESC, temporal lobe epilepsy, gender dimorphism
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1. INTRODUCAO

Conceitualmente, a epilepsia pode ser tratada como uma sindrome
intermitente em que sdo apresentadas alteracBes a nivel eletrofisioldgico, celular e
molecular, sendo ainda influenciada por fatores ambientais - o que a configura como
uma doenca multifatorial.> E uma patologia do cérebro que apresenta forte tendéncia
a apresentar crises epilépticas, e por comprometimento cognitivo, psicoldgico e de
memoria %° e que afeta cerca de 1-2% da populagdo mundial.*>®” A genética tem
papel fundamental no desenvolvimento da patogénese, bem como na manutencéo
do quadro sintomatologico, uma vez que o fendmeno da epileptogénese vem sendo

associado cada vez mais a perfis genéticos especificos 2°

como preza a atual
classificacéo das epilepsias pela International League Against Epilepsy (ILAE).>

Do ponto de vista clinico, a epilepsia é caracterizada por episodios repentinos
de atividades elétricas cerebrais anormais, que podem levar a atividade
comportamental alterada; ja do ponto de vista celular, sdo descargas em diversos
neurénios de uma determinada regido do cérebro que se propagam localmente,
denominadas crises focais, ou difundem-se, rapidamente, através do coértex cerebral,
levando a crises generalizadas.'®' Em resumo, temos como substrato
fisiopatolégico comum a todas as formas de epilepsia um desequilibrio entre
influéncias excitatérias e inibitorias no circuito neural, resultando em
hiperexcitabilidade localizada ou difusa.?

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia,
afetando em torno de 40% dos adultos com epilepsia = e resulta de uma interacdo
de estruturas do sistema limbico, como o hipocampo, amigdala e cortéx entorrinal.
As ELT séo divididas em dois grandes grupos: mesiais (com origem no hipocampo e
na amigdala) e laterais (origem no neocértex temporal). **

Nos adultos a Epilepsia Mesial Temporal (EMT) €é normalmente
acompanhada de esclerose hipocampal (EH), sendo o achado anatomopatolégico
mais comum. %3 O principal tratamento na epilepsia é o uso de drogas
antiepilépticas (DAE). *°

Recentemente, a ILAE realizou uma revisdo da classificagdo das epilepsias,
sendo recomendados os termos por causas: “genéticas”, “metabdlico-estruturais” e

“‘desconhecidas”. Salienta-se que esta nova classificacdo € baseada nas mudancas
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de conhecimento quanto a natureza das epilepsias e suas origens em desordens
genéticas. 1%’

Ha evidéncias crescentes de que fatores genéticos influenciam no volume de
cortex cerebral e hipocampo, como mostram o0s grandes estudos de genoma
humano ENIGMA (do inglés Enhancing Neuro Imaging Genetics Through Meta
Analysis) ' e Consércio CHARGE (do inglés Cohorts for Heart and Aging Research
in Genomic Epidemiology)'® e podem ter influéncia direta sobre determinadas
doencas. Ambos os estudos associaram o polimorfismo rs7294919 ao volume
hipocampal, onde a presenca de cada alelo T, frequéncia de 0,91, foi associado,
apos regressdo linear, a um decréscimo de volume de 107.8 mm?® (p=2.9x10")
equivalente a um decréscimo obtido em 3,9 anos de vida.*®

Contudo, ainda ndo estdo totalmente elucidados os motivos pelos quais a
expressdo deste gene e sua proteina tescalcina sdo responsaveis por reduzir o
volume hipocampal, *® ou se isso é um fator de risco para desenvolver epilepsia ou

um preditor de mau prognéstico na doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Foram pesquisados artigos nas bases de dados do Pubmed (Pubmed.gov),

utilizando as seguintes palavras chave: “Epilepsy”, “hippocampus” “calcineurin”,
“TESC”, “tescalcin”, “rs7294919” "CHP3”, “12q24”.

Foram localizados diversos artigos, dos quais 139 foram selecionados para
revisdo sistematica para o assunto desta dissertacdo. Foi dada preferéncia para
artigos publicados nos ultimos 10 anos. Também foram pesquisados livros texto em
neurologia e epilepsia, e incluidas referéncias de capitulos destes livros. Foram
usados enderecos eletrbnicos referentes a conteddos da League Against Epilepsy

(ILAE) e World Health Organization (WHO), bem como bases de dados de genoma

humano.
PUBMED/MEDLINE Total Selecionados
1. EPILEPSY 156. 216 79
2. HIPPOCAMPUS 126.498 78
3. CALCINEURIN 11.862 14
4. TESC 20 4
5. TESCALCIN 19 2
6. CHP3 16 2
7.1rs7294919 8 8
8. 1224 540 4
Total = 139




Combinacodes

Selecionados

Combinacbdes Selecionados

1+2= 9977 42| |4+5= 10 2
1+3= 42 4| |44+6= 0 0
1+4= 1 1| |4+7= 2 2
1+5= 0 0| |4+8= 3 2
1+6= 0 0
1+7= 1 1| |5+6= 2 1
1+8= 4 2| |5+7= 1 1
1+2+3= 15 1| |5+8= 0 0
2+3= 362 6 6+7= 0 0
2+4= 2 2 6+8= 0 0
2+5= 2 1
2+6= 2 1 7+8= 3 3
2+7= 0 0
2+8= 3 1
3+4= 1 0
3+5= 4 1
3+6= 4 2
3+7= 0 0
3+8= 0 0

16
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2.1EPILEPSIA

2.1.1 Definicdes

7

Epilepsia & considerada uma desordem do cérebro, sendo a principal
sintomatologia a tendéncia de o paciente apresentar crises recorrentes. A Liga
Internacional contra a Epilepsia (ILAE na sigla em inglés), *’ define que uma pessoa
pode ser considerada com a doenca pelos seguintes motivos; (1) duas crises
epilépticas com intervalo maior de 24h entre as mesmas, sendo elas néo
provocadas, (2) ou uma unica crise com tendéncia maior a 60% de recorréncia,
percentagem de chance normalmente gerada apos duas crises (por exemplo,
pacientes com lesdo isquémica cerebral, tumores, infeccdo do sistema nervoso
central), (3) diagnéstico de uma sindrome epiléptica, mesmo que o risco de
apresentar novas crises seja baixa.® Entende-se por crises sintomaticas aquelas
desencadeadas por disturbios metabdlicos, crises na primeira semana apos

traumatismo craniano ou acidente vascular cerebral, por exemplo. *’

2.1.2 Breve Historia da Epilepsia

A primeira crise epiléptica descrita data de 4000 AC, porém apesar de ser
uma patologia ja descrita a milhares de anos, segue até hoje com estigmas da
sociedade, levando sofrimento ao paciente e aos seus familiares. %

A palavra epilepsia teve origem na Grécia Antiga e significava que aquele
individuo estava sofrendo um ataque pelos deuses. HipoOcrates que viveu de 460-
370 AC julgava a epilepsia como uma doenca fisica, por excesso de flegma no
cérebro. Ja o termo epilepsia foi cunhado somente por volta do ano 1.000 por
Avicena, grande escritor, cientista e médico persa, que escreveu a obra al-
Qanun (ou "O Canone da Medicina”), na qual havia diversas recomendacdes e
tratamentos desta doenca. No cristianismo passou a ser considerada uma
possessao pelo demonio, inclusive com passagens biblicas relacionadas a esta
doenca. 22,23,24

Ja a eletroencefalografia € uma ciéncia relativamente jovem, Hans Berger
realizou em 1924 a andlise de ondas cerebrais em um menino de 17 anos que havia

sido submetido a trepanacgéo cerebral.®® Partindo para Era Contemporanea, no ano


https://pt.wikipedia.org/wiki/Al-Qanun
https://pt.wikipedia.org/wiki/Al-Qanun
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de 1997 foi desenvolvida a campanha “A epilepsia fora das sombras”, uma iniciativa
conjunta da ILAE, do Comité Internacional para Epilepsia e da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), com intuito de conscientizar a populacédo sobre a doenca e prover
tratamento adequado aos portadores da patologia, principalmente nos paises

subdesenvolvidos, incluindo fortemente o Brasil. 2°

2.1.3 Epidemiologia

A atividade cerebral epiléptica pode ser desencadeada por diversos fatores e,
por isso, a epilepsia é considerada uma disfuncdo complexa e multifatorial.t
Atualmente, a doenca afeta pessoas de todas as idades em todas as partes do
mundo. Estimativas da OMS apontam 2.4 milhdes de pessoas diagnosticadas
anualmente com epilepsia nos paises desenvolvidos, ja nos subdesenvolvidos este
ndmero seria no minimo duas vezes maior. E uma das patologias neurologicas mais
comuns, *! afetando aproximadamente 1 a 2% da populacdo.>®’

No Brasil, h4 poucos dados epidemiolégicos disponiveis. Estudo conduzido
na regido sudeste, mostrou que a prevaléncia de epilepsia durante a vida foi de
9,2/1.000 pessoas e a taxa estimada de epilepsia ativa foi de 5,4/1.000 pessoas.?’ Ja
estudo realizado no Rio de Janeiro, em uma comunidade urbana, definiu a
prevaléncia de epilepsia entre 16,2-20,2/1.000 habitantes, ja a prevaléncia de
epilepsia ativa girou em torno de 5,1/1.000 habitantes. 2

Criancas menores de dois anos de idade e adultos com mais de 65 anos sao
particularmente vulneraveis. Somado a isso, ha um crescimento importante na
incidéncia desta patologia nas pessoas acima de 60 anos, e as medidas
populacionais para tal ainda ndo estdo preparadas, como ja o tentam fazer para
Acidente Vascular Cerebral (AVC) e Alzheimer, principalmente em paises em
desenvolvimento. ’

A despeito das repercussodes desta doenca, devemos salientar que pessoas
com epilepsia tém mais problemas fisicos, incluindo fraturas e trauma contuso,* bem
como maiores taxas de transtornos psiquiatricos, como depresséo e ansiedade. A
epilepsia é mais prevalente nos paises em desenvolvimento, provavelmente por
menor acesso a saude e maior numero de causas sintomaticas (doencas infecciosas

do sistema nervoso central, AVC, Traumatismos Cranio Enceféalicos).** Desta forma,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Organiza%C3%A7%C3%A3o_Mundial_de_Sa%C3%BAde
http://pt.wikipedia.org/wiki/Organiza%C3%A7%C3%A3o_Mundial_de_Sa%C3%BAde
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a epilepsia destaca-se como uma patologia com importantes consequéncias
econbmicas em termos de saude, pois implica em morte prematura e perda de

produtividade no trabalho. #

Figura 1 - NUmero de pessoas com epilepsia no mundo

Ameéricas
9 468 000 (N=19)

Y 4

Europa
5 102 000 (N=38)

Pacifico
< Ocidental
9 871 000 (N=17)

Sudeste
Asitico » P
3483000 (N=9) | |12 411 000 (N=7) 7

Numero total de pessoas com epilepsia em regides da OMS. Fonte: adaptada de WHO*

2.1.4 Crise epiléptica

As crises epilépticas iniciam abruptamente e podem ser varidveis na sua
forma de apresentagdo, com a ocorréncia de disfuncbes motoras, sensitivas,
autondmicas, ou mesmo alteracdes no estado de consciéncia. *?° O substrato
fisiopatolégico comum a todos os tipos pode ser um desequilibrio entre influéncias
excitatérias e inibitorias no circuito neural, resultando em uma hiperexcitabilidade em
diferentes regifes. Assim, as crises podem ser divididas em dois grandes grupos:
generalizadas, atingindo rapidamente ambos os hemisférios, ou focais, em que a

hiperexcitabilidade é localizada. > **

2.1.5 Classificacéo de Epilepsia
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A ILAE na sua revisao atual sobre epilepsia, apesar de incluir nas
terminologias as caracteristicas eletro-clinicas das crises e as anormalidades
estruturais ou metabdlicas, ainda ndo nos esclarece totalmente sobre os fatores de
causa e/ou consequéncia de epilepsia. A orientacdo, atual é que os detalhes sejam
pormenorizados na descrigdo das crises.?

Essa revisdo de 2010 baseia-se nos avancos e novos conhecimentos em
epileptogénese, das estruturas elementares a funcdes celulares, suas redes e
oscilacbes, seus genes e suas interagcdes e enfoca nas manifestacdes clinico
eletroencefalogréficas das crises e sindromes epilépticas. Além disso, preza pelo
exame de imagem estrutural e funcional e apoia os procedimentos investigativos e
de neurocirurgia, tornando, assim, a epilepsia intrinsecamente ligada aos avangos

da neurociéncia.*® Seguem detalhes desta classificacéo no item 2.2.

2.2CLASSIFICACAO DAS CRISES EPILEPTICAS

2.2.1 Histoérico

A primeira classificagdo sobre epilepsias e crises surgiu em 1970, sendo
atualizada posteriormente em 1981 e 1989.'°%%3! Os termos recomendados
atualmente pela ILAE segundo sua ultima revisdo de 2010, sdo divididos por causas,
“genéticas”, “metabdlico-estruturais” e “desconhecidas”. Salienta-se que, esta nova

classificacdo € baseada nas mudancas de conhecimento quanto a natureza das

epilepsias e suas origens em desordens genéticas. *°

2.2.2 Categorizacao

Causa genética é referente a epilepsias com alteracdes genéticas sabidas ou
presumidas, anteriormente chamadas de “idiopaticas”. Atualmente, este Ultimo termo
esta restrito para epilepsias de resolugdo espontanea ou benignas. Causas
metabdlicas/estruturais sdo as lesbes encefalicas. Anteriormente chamadas de
sintomaticas, essas sao epilepsias de pior prognastico. Por ultimo, temos as causas
desconhecidas, que sdo aquelas crises que até o momento ndo tiveram sua origem

identificada. Estas eram anteriormente chamadas de criptogénicas. *
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Quanto aos termos epilepsias focais e generalizadas, estes foram
abandonados, refletindo uma mudanca de pensamento quanto a origem das
epilepsias. Assim, “epilepsias generalizadas” podem se originar em diminutos focos
de lesdo, bem como manifestacdes focais ndo sdo excludentes de um processo
difusamente generalizado.*® Quanto aos termos “crise focal” e “crise generalizada”,
estes foram mantidos e demonstram, respectivamente, crises restritas a um Unico
hemisfério, e crises que se espalham muito rapidamente atingindo os dois
hemisférios. Optou-se por manter esta distingdo, mas ndo existe mais uma clara
dicotomia entre as duas.*

A revisdo de 2010 orienta que seja realizada uma descricdo pormenorizada
das crises, com suas manifestacbes motoras, cognitivas, autonémicas ou auras
experienciais/sensoriais. ‘% Por outro lado, hé especialistas na area que acreditam
ser preferivel usar a classificacdo antiga da ILAE com algumas modificacdes
alegando que numa era atual de harmonizacdo € surpreendente proporem um
sistema tdo desarmoénico de classificagdo.*

Outras mudancgas ocorreram quanto aos termos anteriormente usados. Os
termos: crises complexas ou parciais simples foram abandonados e modificados. Por
exemplo, quando ha comprometimento da consciéncia, as crises sdo chamadas de
discognitivas, ou entdo crises focais com comprometimento da consciéncia. %32

J4 a idade de apresentacdo continua sendo um recurso fundamental para
identificacdo. Sindromes eletro-clinicas sdo definidas com base na idade de inicio,
caracteristicas da crise, padrao eletroencefalograficos especificos, com variedades
extensas de causas base. Maior a especificidade de descricdo quanto mais destes
recursos pudermos usar.>?

Recomenda-se ainda o uso dos termos “encefalopatia epiléptica” para
agueles casos que as crises contribuem para comprometimento cognitivo e
comportamental em longo prazo. Por outro lado, podemos classificar as epilepsias
como “auto-limitadas”. Ja as epilepsias “farmaco-resistentes” ou
“farmacorresponsivas”, predizem o prognéstico de algumas formas de epilepsia.
Podemos ainda classifica-las como sindromes com necessidade de terapia
cirdrgica.®” Abaixo segue uma tabela que auxilia no entendimento e na classificagcéo

das crises (adaptado de epilepsydiagnosis.org).*
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Tabela 1- Classificacdo ILAE 2010 das Epilepsias

l. Crises generalizadas

la. Convulsivas

tipica

b, AUSENCi auséncia-mioclonia

- AUSEncia auséncia com mioclonias palpebrais
atipica

Ic. Ténicas

Id. Atdnicas
mioclénica

le. Miocldnicas

mioclénica negativa
miocldnica-aténica
miocldnica-ténica

Il. Crises Focais

lla. Auras

lIb. Motoras

somatossensorial
visual

auditiva

olfatoria
gustataria
epigastrica
cefélica

Sensoriais

afetiva

mnemaonica
Experienciais alucinatoria

ilusdria

hipermotora
Motora Complexa motora negativa
automatismos
Crise motora focal evoluindo
para convulsdo bilateral

lic. Epilepsia Parcial Continua

Ild. Autondmica

lle. Discognitiva

Ilf. Lateralizacdo hemisférica

lll. Localizagdo lobar

Frontal
Parietal
Temporal
Occipital




IV. Sindrome Epilépticas

Neonatais/infantis: crises
neonatais auto-limitadas e
epilepsia  autolimitada  familiar
neonatal, epilepsia auto-limitada
familial e epilepsia infantil néo-
familial, encefalopatia miocldnica
precoce, sindrome de West,
sindrome de Dravet, Epilepsia
miocldnica da infincia, epilepsia
infantil com crises focais
migratorias, encefalopatia
miocldnica em desordens néo
progressivas, convulsbes febris,
epilepsia genética com crises
febris

Infantis: epilepsia com crises
miocldnicas-atdnicas, epilepsia
com mioclonias palpebrais,
Sindrome de  Lennox-Gastaut,
epilepsia auséncia da infancia,

epilepsia Com auséncias
miocldnicas, Sindrome de
Panayiotopoulos, epilepsia
occipital da infincia, epilepsia do
lobo occipital fotossensivel,
epilepsia da infancia com pontas
centro-temporais, encefalopatia

epiléptica com  pontas-ondas
confinuas durante 0 50N0,
Sindrome de  Landau-Klefiner,
epilepsia autossdmica dominante
noturna do lobo frontal.

Adolescente/adulto: epilepsia
auséncia juvenil, epilepsia
miocldnica juvenil, epilepsia com
crises tdnico-clénicas
generalizadas, epilepsia
autossdmica dominante com
sintomas auditivos, outras
epilepsias do lobo temporal
familiares

Idade de inicio variavel:
epilepsia focal familial com focos
variados, epilepsias reflexas,
epilepsia miocldnica progressiva.

23
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Genética
Estrutural

V. Etiologia Metabdlicas
Imuno-mediadas
Infecciosas
Desconhecida

V1. Epilepsias
néao classificaveis

2.3EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

A prevaléncia estimada de ELT é de 65 milhdes de pessoas afetadas, 85%
destas nos paises em desenvolvimento. A incidéncia nestes paises chega a ser trés
vezes maior que nos paises desenvolvidos, girando em torno de 12,85/1.000
habitantes.”

As ELT séo divididas em dois grandes grupos: mesiais (com origem nho
hipocampo e na amigdala) e laterais ou neocorticais (origem no neocortex
temporal),* esta Ultima correspondendo a aproximadamente 10% das ELT.3*

As epilepsias de lobo temporal neocorticais (ELTN) e EMT compreendem
duas sindromes epilépticas, com caracteristicas clinicas e eletroencefalograficas
distintas. Em geral aquelas se tratam de crises focais, com sintomas visuais ou
auditivos, com atividade clonica inicialmente contralateral e geralmente tornando-se

crise convulsiva bilateral.*>*® As EMT ser&o detalhadas abaixo no item 2.4.

2.4EPILEPSIA MESIAL TEMPORAL

2.4.1 Principios gerais

A EMT é a forma mais comum de epilepsia ** e resulta de uma interacao de
estruturas do sistema limbico, como o hipocampo, amigdala e cortex entorrinal. Nos
adultos é a EMT é normalmente acompanhada de EH, sendo o achado

anatomopatologico mais comum e que denota pior prognostico nestas populagdes.
10,13,14
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Acredita-se que convulsdes febris e status convulsivo na infancia precoce
estejam associados a alto risco de desenvolver EMT e EH, sendo considerados por
alguns autores como primeiro insulto, porém pesquisas recentes mostram que este
talvez seja um segundo insulto, ocorrendo em individuos com predisposi¢coes
genéticas ou anatdmicas. >’

O inicio da EMT pode variar desde a infancia até a vida adulta e os
mecanismos que controlam isso ndo estdo completamente esclarecidos®,
independente disto, € uma epilepsia de mau controle medicamentoso, levando aos
portadores a uma baixa qualidade de vida.'****° Desenvolver medicamentos que

atuem ainda no periodo de laténcia da doenca seria de grande valia. **

2.4.2 Caracteristicas anatomopatoldgicas do hipocampo normal e doente

O cértex hipocampal possui apenas trés camadas, ao contrario das seis do
restante do cértex cerebral. O hipocampo é também chamado de Corno de Amon
(CA) e possui diferentes tipos de células piramidais nas suas subregides — CAL,
CA2, CA3 e CA4. Ja o giro denteado (GD) difere estruturalmente do CA. Nele o
predominio é de células granulares que se ligam as outras regides através de
axbnios, em especial fibras musgosas, que sao projecdes axonais destas células
granulares.****** As projeces de axdnios para regido CAl vindas das células
piramidais da regido CA3 sdo denominadas de colaterais de Schaffer e constituem
as maiores rotas de fluxo de informac&o no hipocampo® (Figura 2).

Ainda entre as camadas, vemos interneurbnios GABAérgicos, um
neurotransmissor inibitorio, denominado acido gama-aminobutirico (GABA), além de
neuropéptides e proteinas de ligacdo do célcio. O cortex entorrinal, por sua vez,
recebe as fibras aferentes neocorticais, emitindo diversas comunicacdes ao

hipocampo.**
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Figura 2 - Desenho Esquemaético de Hipocampo

PLACA TERMINALDO
CORNO DE AMON

GIRO
DENTEADO

GIRO PARA-

HIPOCAMPA ST, Y
SUBICULO
AREA — ISOCORTEX COM 6
ENTORRINAL CAMADAS

Desenho esquematico do hipocampo, demonstrando as seis camadas celulares do coértex
entorrinal, tornando-se na sequéncia apenas trés camadas celulares. Subregides do Corno
de Amon (CA)

A marca central da EMT é a perda seletiva de neurdnios da camada lll do
cortex entorrinal, GD, e areas CAl1 e CA3 do hipocampo. As células musgosas
surgem em maior quantidade apds a injuria epiléptica inicial e fazem novas sinapses
com as camadas mais profundas dos hipocampos, distribuindo-se de forma

ectopica’®*

e crescendo de forma aberrante dentro destas, fato que ocorre
inversamente proporcional a perda axonal. Tais células passam a permitir a
formacdo de circuitos neuronais excitatérios.***"*84° Achados, como os descritos
acima, foram estudados em hipocampos de cirurgias de ELT, de onde vem este tipo
de anélise anatomopatoldgica.'® Nesse contexto, vé-se uma perda especifica de
interneurdnios gabaérgicos, o que contribuiu para o desbalanco, em prol da
hiperexcitabilidade neuronal®’#®4% Evidéncias crescentes vém mostrando o papel
importante dos astrécitos em epilepsia no que diz respeito ao desbalanco entre as
forcas inibitérias e excitatorias.®

Os astrocitos estdo em intimo contato com a vasculatura e com diversas

sinapses para auxiliar na modulagdo da liberagdo e captacdo dos
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neurotransmissores>® (Figura 3). Quando ativados podem proteger e da mesma
forma contribuir com o dano induzido pelo glutamato ao Sistema Nervoso
Central(SNC)** Esse estado de hiperatividade dos astrécitos leva a um estado de
hiper-sincronizacdo como o observado em epilepsia.>® Imagina-se que um aumento
do célcio (Ca?") intracelular por si sé seja suficiente para liberagéo pela astroglia de
glutamato, e também que haja uma interacdo do Ca2" com as células da glia e
neurénios, interferindo nos sitios de liberacdo e nos diferentes modos de exocitose

de neurotransmissores. >*

Figura 3- Representacdo do neurbnio, astroglia e capilar sanguineo e sua intima
relacéo
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Desenho demonstrando a intima relacdo entre o neurbnio, o0 astrécito e 0 vaso sanguineo.

Permitindo a troca de neurotransmissores e fornecimento do suplemento energético.

Na representacdo do exposto acima, comparou-se pacientes com EMT e
controles através de RM trés teslas (3T) com volumetria. Observou-se que o0s
pacientes com EMT apresentaram reducdes significativas de volume de hipocampo,

e suas regibes CAl, CA2-3, CA4-GD, e subiculo (p corrigido < 0,05). No entanto,
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associado ao maior tempo de doenga, notou-se principalmente atrofia de regiao
CA1, e naqueles com EMT esquerda, atrofia de subiculo.”®

2.4.3 Calcio, calcineurina e proteinas ligadoras do Célcio

A peca essencial na passagem do impulso neuronal € a bomba sodio-
potassio (Na'/K* ATPase) ativada pelo trifosfato de adenosina, crucial para manter o
gradiente eletroquimico através da membrana celular, regulando a entrada de K* e
saida de Na" (figura 4). A perda deste equilibrio leva a entrada Ca2" ocorrendo
consequentemente despolarizacdo neuronal e edema. O mecanismo ocorrido para
manter este Ca2" milhares de vezes menor no intracelular € a manutencdo do bom
funcionamento da Na'/K*ATPase e outro, € a funcdo adequada da bomba saédio-

calcio (Na*/Caz").®

Figura 4 - Demonstracédo da bomba Na'/K* ATPase e o gradiente eletroquimico para
despolarizacdo neuronal

Espago extracelular

@

Sitio de ligacdo do K+

Na+

K+
gradiente
eletroquimico

gradiente
eletroquimico &

Sl'tio de ligacdo do Na+

Desenho esquematico da bomba Na'/Ca2?’, com suas subunidades a e B, permitindo a
entrada ativa de 2K* e a saida de 3Na". Observa-se também o gradiente eletroquimico (K"
em maior quantidade intracelular e Na* em maior concentragéo no extracelular).

As proteinas ligadoras do calcio tém funcdo na regulacdo deste Ca2"
intracelular, evitando uma sobrecarga do ion na célula. Um aumento dessas

proteinas protegeria 0s neurbnios da superexcitacdo e consequente dano

7
.5

neuronal.”® A presenca aumentada destas proteinas esta relacionada a ativacao
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astroglial.”® H& evidéncias de que a calcineurina, principal classe dessas proteinas,
seja mediadora da apoptose celular, porém ndo h& qualquer evidéncia direta que
sua superexpressao torne 0s neurdnios mais predispostos a tal efeito.>

Na crise epiléptica e apds seu término a regulacdo da Na'/K*ATPase esta
alterada e hipofuncionante, bem como ocorrem mudancas nas concentragcdes Caz?"
gerando efluxo de neurotransmissores excitatérios, com menor taxa receptac&o.’®®

A calcineurina tem sua atividade aumentada na epilepsia em modelos
animais® e em status epiléptico induzido.®? Os neurdnios provavelmente usam o
sinal dela para hipersincronizacdo da despolarizacdo e propagacdo da crise.®®
Acredita-se que a calcineurina regula a excitabilidade neuronal, plasticidade e
transcricdo génica.®* Os dendritos acabam, a longo prazo, sofrendo um rearranjo no
seu citoesqueleto sob da acao desta proteina, modificando sua morfologia de forma
aberrante.®>%®

Os astrdcitos, ao contrario dos neurbnios, ndo disparam potenciais de acao,
no entanto disparam potenciais espontaneos e induzidos por neurotransmissores,
evocando aumentos de concentracdo de Ca®’ intracelular, o que por si representa a
forma de excitabilidade destas células.®® A sinalizacdo pelo aumento de Ca?
intracelular causa por via direta modulacdo neuronal e por via indireta mecanismos
célcio-dependentes da transmisséo e ativacao glial.®’

Estudos na tentativa de bloquear farmacologicamente a acédo da calcineurina
mostram que isto pode prevenir a reorganizacdo dos terminais dentriticos e parece

prevenir a adaptacdo da rede neuronal.®®

O estudo de Ingram e colaboradores
usando substancias como FK506, ciclosporina A ou nicardipina (bloqueadores da
calcineurina) com esta funcdo nao obteve sucesso na supressao do brotamento das
fibras musgosas em ratos.*> No entanto, lkegaya e colaboradores encontraram
resultados positivos, prevenindo o brotamento axonal e melhorando a deterioragao
cognitiva.®® Ambos os estudos usaram modelos de ELT em ratos induzidos por
pilocarpina. %% Como se observa, h4 ainda divergéncias sobre a real acdo da
calcineurina.

A ideia prevalente € a de que seja possivel que o aumento de atividade da
calcineurina, a principal proteina ligadora do calcio durante a vida precoce, possa
desenvolver perda das ramificacBes dentriticas, aumento de células musgosas e

reorganizagao dos circuitos neuronais ao longo dos anos. 68
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2.4.4 Teoria proposta para Esclerose Hipocampal

Um dos mecanismos de causa e consequéncia de epilepsia propostos € pela
perda de neurdnios ou esclerose hipocampal. De acordo com esta teoria, ja proposta

h& mais de um século, ha trés principais fases envolvidas:

l. Fase de injuria aguda (status epiléptico, convulsdes febris
prolongadas, acidente vascular cerebral, trauma craniano)
I. Fase latente de epileptogénese

1. Fase de epilepsia cronica e recorrente’

A astrogliose, como ja explicitado anteriormente, é considerada o0 mecanismo
basilar de formacédo do foco epileptogénico e observada na EH de pacientes com
EMT.*"*® Incluem-se também vérios graus de alteracdo na expressdo génica na glia
e na vascularizagdo cerebral.”® O entendimento de um mecanismo comum de
epileptogénese poderia desenvolver novas terapias a niveis medicamentoso, génico
e molecular e meios de prevencédo destes mecanismos cicatriciais.>?

Inserido neste contexto de remodelamento aberrante, sabe-se que as

1’° e estdo mais

epilepsias de inicio precoce tém maior impacto no hipocampo icta
associadas a mecanismos compensatorios, enquanto a ELT em fases tardias da
vida, o cérebro ja ndo apresenta a mesma plasticidade. ** No estudo de Teixeira e
colaboradores que avaliou pacientes com lesdo estruturar cerebral definida durante
os primeiros anos de vida, ainda sem epilepsia, e acompanhou estes individuos ao
longo dos anos, observou-se que had uma lateralizacdo com predominio de ELT
ipsilateral a injuria primaria, corroborando, em parte, estes mecanismos de

plasticidade.”

2.4.5 Caracteristicas clinicas

As caracteristicas clinicas desta epilepsia tém como padrdo a presenca de
aura, normalmente aura epigastrica ascendente, mas podendo apresentar-se
através de sintomas autondmicos ou psiquicos, como fenbmeno de déja vu ou
jamais vu. Os pacientes podem apresentar postura distdnica contralateral ao foco

temporal e 0s automatismos apenas representados pelo membro superior ipsilateral.
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Nos episoddios h& variados graus de contactuacdo, porém inexoravelmente no
periodo poés-ictal os pacientes apresentam amnésia do evento e um periodo
confusional.*®

Quanto a fenomenologia das crises, elas sdo dimoérficas entre os sexos,
principalmente em ELT.”>”® Alguns autores mostraram que mulheres teriam mais
auras que homens, incluindo manifestacdes de hipersexualidade, medo ictal e auras

afetivas’> ">

e que crises tonico-clonico generalizadas ocorreriam mais em
homens, sugerindo uma difusdo mais rapida e efetiva da zona epileptogénica.’?
Winston e colaboradores propéem que a memoéria de trabalho esté alterada
na EH por haver um prejuizo de integracdo entre as substancias brancas e
cinzentas, sugerindo mudancas estruturais e funcionais neste tipo de paciente.”

Outros autores confirmam as mesmas alteracdes.’®"”

2.4.6 Eletroencefalograma

Os achados de Eletroencefalografia (EEG) durante o periodo ictal mostram
descargas ritmicas de 5-8 Hertz comecando na &rea mesial temporal e, apés
geralmente 30 segundos, com generalizacdo secundaria.’® O diagndstico final da
EMT pode entéo ser definido através dos achados de RM de créanio e histéria clinica
compativel, sendo o EEG interictal com descargas originadas na regido fronto-
temporal doente ou uma lentificacdo na é&rea temporal afetada apenas

confirmatério.®*

2.4.7 Neuroimagem na Epilepsia do Lobo Temporal

A epileptologia vem num crescente de descobertas nos campos de imagem
funcional e conectividade que poderiamos passar a definir epilepsia como uma
doenca da funcionalidade e de presenca de conexdes aberrantes entre neurdnios e
redes neuronais.”®

A RM de cranio é a técnica de imagem de maior valor no diagnéstico de
ELT,” na qual observamos atrofia hipocampal em imagens ponderadas em T1 e
hipersinal em T2/Flair(fluid-attenuated inversion recovery) (Figuras 5 e 6). A
tomografia por emissdo de poésitrons (PET) mostra, em geral, um hipometabolismo

na parte mesial do hipocampo afetado.**
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Imagens de RM 3T morfométrica ponderadas em T1 usam medidas lineares,
angulares e volumetria do hipocampo doente em individuos com ELT, bem como
indices especificos para amigdala e regido para-hipocampal. O ponto de corte para
tais medidas foi estimado a partir de individuos saudaveis.®°

Em numero crescente de estudos nos ultimos anos, pesquisas sobre volume
cerebral e das diversas regides e estruturais do encéfalo vém demonstrando
alteracdes volumétricas em ELT, que ndo somente sao atrofia hipocampal. Técnicas
de RM quantitativa como a volumetria hipocampal vém sendo largamente usadas
para caracterizar alteracdes estruturais.””®*®* Outros estudos como Voxel-Based
Morphometry (VBM), nome em inglés, tem revelado padrdes topoldgicos de atrofia
cerebral na ELT, em especial uma atrofia inicialmente limbica e para-limbica,3*83848°
incluindo outras regides com conexfes ao hipocampo como amigdala e cortex-

entorrinal.®®

Métodos de Diffusion Tensor Imaging (DTI) confirmam estas
alteracoes.®

As primeiras estruturas a demonstrarem perda volumétrica sdo, em geral, 0
hipocampo ipsilateral e regides talamicas.?*® Métodos de imagem como RM com
volumetria hipocampal, além de caracterizar as altera¢des estruturais na ELT, séo
usadas para o planejamento cirtirgico destes pacientes.?’

Bonilha e colaboradores acompanharam criancas com epilepsia de inicio
recente e quociente de inteligéncia (QI) dentro da média e demonstrou que estas
tém maior probabilidade de apresentar nimero reduzido de conexdes e circuitos
neuronais. Tais resultados demonstram que, com a cronicidade da epilepsia,
comeca a ocorrer um comprometimento a médio e longo prazo da cogni¢do, com
consequente reducdo volumétrica das estruturas cerebrais.®®

Sobre volume e conexdes, técnicas de RM usando DTl demonstram os tratos
da substancia branca do cérebro’® e permitem uma inferéncia indireta das alteracées
microscopicas da ELT.***® Também se confirmou reducdo volumétrica talamica
bilateral, a despeito de se observar um maior nimero de conexdes talamo-
hipocampais, provavelmente conexdes aberrantes.®® Além de comprovar reducao
volumétrica no eixo hipocampo-talamo, viu-se também com significancia estatistica,
reducdo volumeétrica de outras estruturais, tais: amigdala, cértex entorrinal e regiao
para-hipocampal, com os dados de maior validade encontrados para EMT

esquerda.®
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Esta 4rea da neurorradiologia vem produzindo cada vez mais estudos
envolvendo epilepsia e conectomas.?”> A tractografia permite um mapeamento

cerebral®

e as evidéncias sugerem, como ja demostrado acima, que as alteracdes
vdo além do lobo temporal.”® Em estudo envolvendo 12 pacientes com ELT e
controles foi observado que ha um decréscimo de fibras nas regibes para-
hipocampal, temporal subcortical e cingulo, maiores diferencas encontradas no lado
do hipocampo doente; apesar de haver crescimento de fibras aberrantes em outras
regides.’* H& um crescente de evidéncias, por exemplo, de que as alteracées extra-
hipocampais tenham também interferéncia no desempenho neuropsicolégico e
perda cognitiva nestes individuos.?"%? Por fim, tanto VBM quanto tractografia por DTI
sdo anormais em pacientes com ELT, porém ainda ndo se compreende totalmente

estes achados.”677:81.93

Figura 5 - RM de cranio hipocampo normal
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RM de crénio corte coronal (a) STIR e ponderadas em (b) P2/FLAIR demonstrando a

anatomia de um hipocampo normal. Fonte: Imagens cedidas por Rafael Silva Menegatti

Figura 6 - RM de cranio de paciente com ELT esquerda

a z

Esclerose Mesial Temporal Esquerda em RM 1,5 T em corte coronal demonstrando (a)
FLAIR e (b) IR (Inversion Recovery). Nota-se nitida assimetria hipocampal, com decréscimo
de volume no hipocampo esquerdo e hipersinal em FLAIR. Fonte: Imagens cedidas por

Rafael Silva Menegatti
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2.4.8 Dimorfismo entre géneros na epilepsia

O cérebro difere entre os géneros, provavelmente ainda em estagios
precoces da vida, quando apresentam diferentes taxas de maturacdo.®” Diferencas
na fenomenologia das crises, como citado anteriormente no item 2.4.5 dao a
caracteristica final de dimorfismo entre os sexos.’*’® N&o obstante, as diferencas
mostram-se evidentes quando se avalia o grau de gliose em pacientes com EH.%

Homens com ELT apresentam envolvimento maior de areas que vao além do
hipocampo ictogénico.” Outras evidéncias entre géneros surgiram com a
demonstracdo de hipometabolismo de glicose observada no PET com
fluordesoxiglicose. Homens tém maior hipometabolismo de lobo frontal ipsilateral ao
foco, bem como mais vezes progridem a crise também para o lobo frontal; enquanto
mulheres tém maior hipometabolismo no lobo temporal contralateral e propagam a
crise para esta regido.®’

Gomez-lbafiez e colaboradores coletaram dados de 47 pacientes nao
cirargicos com ELT (15 homens, 32 mulheres) com a proporgdo de mulheres maior
nos pacientes farmacorresistentes que de homens (74% vs 29%; p = 0.029). Suas
hipéteses finais foram de dois fenétipos distintos: mulheres com EH esquerda que
tinham sua primeira crise por volta dos 20 anos tiveram menos chance de ter longos
periodos sem crises, e homens com EH direita surgindo por volta dos 15 anos
tiveram maior probabilidade de ficarem livres de crises. Porém, essas diferengas néo
sdo totalmente explicadas, mas sugerem vias diferentes de desenvolvimento da
epileptogénese.’®

Os resultados de um estudo com imagens de RM 3T morfométrica indicaram
gue homens demonstram diversos tipos de alteracdes nas regides para-hipocampais
na ELT, porém unilaterais, enquanto mulheres tem uma tendéncia maior a
alteracdes bilaterais.®

Comparando casos pareados por género, homens mostraram reducdo em
talamo e giro frontal e foram mais importantes na ELT esquerda; conquanto
mulheres redugcdo em &reas temporais, talamo e cerebelo.”® Acredita-se que um
aumento da conectividade entre estas estruturas em pacientes epilépticos® leva a
uma propagacao mais intensa no hemisfério esquerdo e marcada perda neuronal na

ELT esquerda.®
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Na investigacdo de algumas variaveis clinicas observou-se que a historia
prévia de convulsées febris, a idade de inicio da epilepsia,?*?%'% histérico de crises
que tornam-se bilaterais® e lado da EH! ndo mostraram-se significativamente
diferentes entre homens e mulheres. Quando se avalia presenca de auras,
mulheres teriam mais auras que homens, incluindo manifestacdes de

72,73,74

hipersexualidade, medo ictal e auras afetivas e, a respeito de generalizagcbes

secundarias, alguns estudos mostraram que crises tonico-clénico generalizadas
ocorreriam mais em homens. %%

Jansky e colaboradores em um estudo retrospectivo parearam homens e
mulheres com ELT e observaram que para mulheres houve maior risco para
desenvolvimento de auras isoladas 2.1 (95% CI 1.1 to 4.2; p = 0.05) e padréao
lateralizatério da crise 8.8 (95% CI 1.8 to 42.7), ja para homens houve um risco
maior de generalizacdo secundaria das crises (73% vs 56% p= 0.03). Neste estudo
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre idade de inicio, presenca

2

prévia de crises febris ou histéria familiar de epilepsia,’® corroborando outros

estudos.2°'95'98'99

Pesquisa realizada com filhotes de camundongos mostrou que com a indugéo
de insulto inicial neuronal no primeiro dia de vida (indugcdo de lesdo por
congelamento no cortex frontoparietal direito) e inducéo de crises febril (hipertermia
induzida) no 10° dia de vida, somente os machos, e as fémeas androgenizadas (a
mae também recebeu androgenos durante a gestacdo neste grupo) tiveram crises
recorrentes apoOs status convulsivo induzido. Dessa forma, inferiu-se que fatores
hormonais e metabdlicos possam estar envolvidos, facilitando a reorganizacéo
neuronal e epileptogénese e sdo necessarios para definir o status febril e sua
progressdo ou ndo para crises recorrentes,'® o que pode explicar em parte este
dimorfismo entre os géneros nos humanos.

Dados mostram que as diferencas entre 0s sexos podem estar relacionadas a
testosterona e suas metabdlitos (estradiol e di-hidrotestosterona), os quais séo
fatores importantes na androgenizacdo do cérebro e resposta a insultos em fases
precoces da vida.’®® A hipétese é que a androgenizacdo em fases precoces da vida
possa modificar a excitabilidade hipocampal, através de alteracdes no eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal, o que provavelmente explica os resultados do estudo

descrito no paragrafo anterior.*%?
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Por fim, as diferengas entre o sexo seguem na vida adulta. Homens com
epilepsia desenvolvem alterac¢des testiculares e no esperma, bem como retardo no
desenvolvimento sexual. Em contrapartida, mulheres com epilepsia, desenvolvem
alteracdes do ciclo menstrual, hiperandrogenismo, faléncia ovariana e ovarios
policisticos, explicado em parte pelas interferéncias das DAE no eixo hipotalo-

|103

hipofise-gonadal— e também pela propria epilepsia, o que alguns autores chamam

de hipossexualismo.'%*

2.4.9 Tratamento clinico e cirargico

A ELT costuma ser farmacorresistente. Este termo € usado quando ocorre
falha no controle das crises ap6s uso de duas DAE em uso adequado, ou seja, nivel
terapéutico adequado, e que qualquer uma delas nédo tenha sido descontinuada pelo
surgimento de efeitos colaterais.'>*®® Nesse contexto, sabe-se que dentre os
tratados 30% n&o irdo responder adequadamente as terapias.**4%1%

A farmocorresisténcia da ELT estd associada também a disturbios nos
interneurdnios no neocértex e hipocampo.?” Apesar disto, pode ter cura através de
lobectomia temporal anterior (procedimento mais comumente realizado).*®

Um estudo multicéntrico acompanhou 339 pacientes com epilepsia por dois
anos, dos quais aqueles que foram submetidos a lobectomia temporal, 68%
estiveram livres de crises no periodo, comparados a 50% daqueles que foram
submetidos a outros tipos de cirurgia para epilepsia.’®>*’® Taxas semelhantes foram
encontradas numa meta analise com 7343 pacientes submetidos a lobectomia

temporal para ELT, no qual o indice de remissdo em cinco anos foi de 66%.%*

2.5 POLIMORFISMO rs7294919, GENE TESC E VOLUME HIPOCAMPAL

2.5.1 Polimorfismos genéticos

Sabe-se, atualmente, que a identificacdo cada vez mais comum de variantes
genéticas aumenta a chance de compreensdo de fatores que facilitam ou
determinam muitas doencas. Isso aumenta o entendimento dos mecanismos

bioldgicos subjacentes e pode gerar a possibilidade de novos tratamentos.
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Do inglés single nucleotide polymorphism (SNP), ou polimorfismos genéticos
sao variantes génicas nao causadoras de doenca e que ocorrem em mais de 1% da
populacdo. Tratam-se de uma troca Unica de nucleotideo da cadeia de DNA
correspondendo a 90% das variacbes genéticas em humanos, sendo por este
motivo, ainda foco atual de diversos estudos. %1

Os polimorfismos sao transmitidos geneticamente para as geracdes futuras.
Os SNPs podem estar localizados em regibes ndo-codificantes ou codificantes, os

Gltimos podem alterar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro.'®®
2.5.2 Hipocampo e Volume Hipocampal

O hipocampo € a estrutura chave de formacdo de memodria e regulacao de
estresse™!! e esta intrinsecamente relacionado a desordens neuropsiquiatricas, as
quais sdo cumulativas e apresentam também influéncia de fatores vasculares e
metabdlicos.®

A reducédo do volume hipocampal é referida como a biomarca da doenca de
Alzheimer,**?> mesmo nos doentes pré-mérbidos ou com risco genético para tal*****
e ainda presente na esquizofrenia'™ e na depressdo maior, cuja maior reducéo
volumétrica esta relacionada quanto mais vezes o0s pacientes entram em periodos
de depressdo. Mesmo efeito ndo foi observado nos pacientes com transtorno afetivo
bipolar.*'® Sobre a EMT, ocorre reducéo volumétrica do hipocampo ipsilateral ao
foco, bem como em alguns casos, também do hipocampo contralateral.®®> Ainda,
decréscimos em volume do hipocampo sdo associados a diferentes disfuncdes
executivas,*’ que compreendem um conjunto de habilidades que incluem tomada
de decisdes, fixacdo da atencao e planejamento.®

Determinantes psicossociais também entram no rol das causas de reducéo de
volume hipocampal, como consumo de &lcool e tabagismo, bem como fatores de
risco cardiovascular,*'® hipertenséo arterial sistémica,'*’ Diabete Mellitus tipo 11*2%?*
e dislipidemia.*?*

Sabe-se que o volume total cerebral e o volume hipocampal, em especifico,
apresentam um forma de heranca genética importante entre humanos,*?> com uma
transmiss&o moderada de 40-70%, no caso desta Gltima estrutura.'®

Pelo exposto acima, a identificacdo de uma variante genética relacionada

recentemente ao volume hipocampal, no caso o polimorfismo rs7294919, poderia
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abrir novos campos de entendimento de mecanismos de cognicdo e doencas

neuropsiquiatricas, incluindo ELT.
2.5.3 Descobertas sobre o polimorfismo rs7294919

Estudos recentes mostram que a variante intergénica rs7294919 do gene
TESC, esta localizada no cromossomo 12 na regiao gq24.22. Este gene tem um total

de 9 éxons,'*? e o polimorfismo em questdo é representado pelos alelos T/C **

que
estd sendo associado ao volume hipocampal e a variagcbes em sua expressao em
diversas regides do tecido cerebral.’®*"1% A frequéncia alélica de T é 0,91.° A
proteina codificada por esse gene apresenta 214 aminoacidos e é conhecida como
tescalcina.*® 11012

Ainda ndo se conhece o mecanismo pelo qual rs7294919 influencia o volume
hipocampal, porém provavelmente suas regifes génicas vizinhas estdo envolvidas.
126127 s genes vizinhos ao TESC s&o o HRK (haraquiri) e o FBXW8. O gene HRK é
um regulador de apoptose, *?® induzindo morte celular; jA o FBXW8 é uma proteina
envolvida no sistema ubiquitina-proteosoma, que tem a funcdo de remover
agregados proteicos de proteina TAU' e capaz de promover o crescimento e
elaboracéo dendritica no hipocampo. **°

Sabe-se que o gene TESC tem relevante importancia na embriogénese,
durante a qual tem sua maior expressado e também no hipocampo do adulto. Seu
produto proteico, a tescalcina, como falado anteriormente, esta envolvida na
proliferacdo e diferenciacdo celular e, por conseguinte, parte essencial na

manutencdo da integridade celular, 8%

conferindo assim um papel fundamental no
volume hipocampal e desenvolvimento cerebral.'® No hipocampo adulto, a tescalcina
interage com a bomba Na'/H" (NHE), envolvida na regulacdo do pH intracelular,
volume celular e organizacdo do citoesqueleto e responsavel por manter o formato
celular e apoptose. 31132

O TESC é membro da familia das proteinas ligadoras do Ca?*, incluindo o
homologo da proteina calcineurina B 3 (CHP3) e a calcineurina B, 0s quais séao
modulados por niveis de Ca2?" citosdlico. Devido a sua homologia estrutural ao
CHP3, postulou-se que o TESC também competisse pelo mesmo sitio de ligacéo
nos trocadores de NHE citosélicos.** O CHP3 e os demais CHP1 e CHP2 surgem

como parceiros cruciais dos NHE na membrana plasmatica.*?



40

Figura 7 - Trocadores Na*/Ca?" e Na'/H"

/ ESPAGO EXTRACELULAR N\

Trocador Trocador
Na+/Ca*+ Na+/H+

3Na+ 1Na+

CITOSOL

A esquerda exemplo de trocador: Na2*/Ca?*, permitindo a entrada de célcio (Ca2") e sodio
(Na"). A direita, exemplo de trocador Na'/H" permitindo entrada de Na+ e saida de
hidrogénio (H").

Os membros dos NHE séo extensamente expressos em humanos e sao
essenciais para evitar a entrada macica de H* e acidificacdo da célula. Manter o pH
intracelular perto da neutralidade é func&o vital para maioria delas.****3* A ativacéo
das isoformas de NHE 1, 2 e 3 ocorre pela reducgéo do pH intracelular'®® e o NHE1,
alvo da tescalcina/CHP3, é responsavel, em especifico, por reestabelecer o pH

intracelular, apés injaria de isquemia-reperfusdo®**, devido a um provavel

mecanismo de saida protonica da Na?*, acimulo de Ca?*, via bomba Na‘/Ca*.**?
Andlises funcionais demostram que a superexpressao de CHP3 aumenta a atividade
do tipo selvagem de NHE1l em funcdo de pré-estabilizacdo da membrana

plasmaética, enquanto apresentaria menor impacto na troca de H*.**?

2.5.4 Gene TESC e sua relagdo com volume hipocampal

O consorcio multinacional CHARGE analisou 0 genoma de 9232 pessoas,
com ancestrais de origem europeia, sem diagnostico de deméncia entre 56-84 anos
(média de 67,1 anos) visando mensurar os efeitos fisiologicos da idade e de

doencas pré-sintomaticas que afetassem tamanho hipocampal.®
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Neste estudo a variante rs7294919 do gene TESC, localizada em 12q24,
proxima da regido que codifica os genes HRK/FBXW8 teve forte associacdo ao
volume hipocampal, mensurado através de RM, no qual cada copia do alelo T,
frequéncia alélica de 0,91, esteve associada a reducdo do volume do hipocampo
(beta= -107.8mm3, p=2.9x10-11).**

A concordancia destes achados com o Estudo ENIGMA™ validou os mesmos
para uma populacao relativamente mais jovem, neste a média de idade foi de 39,9
anos, incluindo coortes de europeus e nao europeus, sugerindo que este gene
esteja relacionado ao volume do hipocampo no adulto. Uma das limitagcbes deste
estudo foi que os protocolos de RM de crénio variaram entre as instituicoes, apesar
de a correlacdo entre os métodos ser boa pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson.®

Ademais, o ENIGMA é um dos maiores estudos ja realizados envolvendo
neuroimagem cerebral,** pois se trata de um consércio multinacional entre paises
europeus; uma grande meta-analise envolvendo 17 coortes de cidadaos
principalmente de origem europeia, além de individuos de origem africana e
hispénica, cujos dados de genoma e de RM de créanio estrutural foram coletados. A
amostra total do estudo foi de 7794 individuos, dentre os quais 5775 faziam parte da
subamostra de populacdo saudavel. Foram também incluidos individuos com
depresséo, esquizofrenia, ansiedade, doenca de Alzheimer e outras desordens
neuropsiquiatricas. O polimorfismo rs7294919 foi significativamente associado a
volume hipocampal, depois de dados corrigidos para volume cerebral total. A
associacdo mostrou haver um decréscimo no volume hipocampal na ordem de
47.6mm3 ou 1,2% na média de volume hipocampal por alelo T de risco.'® Para
valores de volume intracraniano este SNP ndo mostrou associagao (p=0,54) ou para
volume total encefalico (p=0,41). Houve uma associacdo pequena, mas significativa
da presenca do alelo C com QI verbal (p= 0,043), porém n&o QI total. *81%°

Para efeitos de comparacéo, estudos longitudinais tém reportado entre 1-2%
a atrofia anual do hipocampo em individuos maiores de 55 anos sem deméncia.
Quanto a pacientes com doenca de Alzheimer e déficit cognitivo leve, a taxa anual
de atrofia hipocampal gira em torno de 3-5%.%'

Outro estudo conduzido com 224 voluntarios alemaes, sem histérico de
doenca neuropsiquiatrica, através de RM de cranio funcionais mostrou que houve

uma maior ativacdo do hipocampo direito durante trés testes padronizados e
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consecutivos de memaria na presenca de alelo T. O polimorfismo rs7294919 néo foi
estatisticamente significativo em valores de inteligéncia verbal e associacdo com
ansiedade ou depressao e o hipocampo néo apresentou diferencas de volume entre
0s grupos genotipados, provavelmente por se tratar de uma amostra pequena®™*® se
comparado ao estudo ENIGMA.

Um entendimento interessante para este estudo foi o achado de maior
ativacdo do hipocampo direito quando realizada testagem de memdria naqueles
pacientes com alelos T, provavelmente indicando um mecanismo compensatorio,
como um super-recrutamento neuronal, necessario para manter desempenho similar
nos testes. *° Essa hiperatividade neuronal levaria a um aumento do glutamato e
Ca®" intracelulares, ativando enzimas que levariam a injaria celular, através de
mecanismo de excitotoxicidade.**%*4

A partir de dados de bancos de dados de genoma humano, observou-se que
a expressao do TESC foi maior no cértex temporal dos individuos genotipados e
teve média expressdo, considerando-se o cortex cerebral como um todo, sendo
outro fator que suporta o fato deste SNP estar relacionado ao volume hipocampal e
ndo ao volume cerebral total.'®

Um estudo gendbmico avaliando pequenas populacdes indigenas isoladas,
com alta taxa de casamento consanguineo e indices aumentados de retardo mental
comparou individuos doentes e individuos sdos desta mesma comunidade, e
observou que a maior relacdo com retardo se deu se deu com a presenca da
variante rs7294919.4

Outro estudo, em que foram avaliados pacientes chineses com Doenca de
Alzheimer de inicio tardio (DAIT) e pareados com controles saudaveis, mostrou que
o polimorfismo rs7294919 esta significantemente associado com DAIT. Regressao
logistica demonstrou, neste caso, que o alelo C, de menor incidéncia, foi fator de
risco para DAIT ap6s ajuste para género, idade e carreadores de APOE £4.14?

Mantendo mesma linha de estudos com populagdo oriental, tentou-se
associar rs7294919 a esquizofrenia através da analise de seis estudos casos-
controles, porém apds andlise estatistica ndo se demonstrou associacdo.**® Apesar

115
,

da doenca ja ter sido relacionada a reducdo de volume hipocampa autores

acreditam que a associagao nao foi positiva pela heterogeneidade da populacéo.
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2.6 VOLUME CEREBRAL E CONECTOMA

2.6.1 Conectoma

Existe uma hipotese atual de que as redes neuronais sédo construidas através
de conexdes de nés, cada uma sendo continuamente remodelada pelo uso.'?
Estudos de neuroimagem com DTl vem na linha de frente atual da neurorradiologia
no estudos dos conectomas através do entendimento de formacg&o, modificacdo e
reconstrucdo de redes neuronais, tendo aplicacdo importante na ELT e em suas
bases anatdmicas e fisiologicas.” Sabe-se hoje, por exemplo, que o treino fisico ou
mental do cérebro invoca a flexibilidade destas redes, sendo isto realizado através
de novas proteinas e sinapses.'?® Emerge, entdo, a necessidade de entendimento
de como fatores ambientais e genéticos influenciam no fenotipo e nas estruturas
cerebrais.'**

Na epilepsia ndo é diferente, a idade de inicio das crises, por exemplo, tem
impacto importante na conectividade e atividade cerebral através dos mecanismos
de epileptogénese que interferem no desenvolvimento normal do cérebro.***146:147

A representacdo através de uma cartografia macro e microscopica é o que
traduz os mecanismos de regulacdo fisiologica destas sinapses. Exemplos da
relacdo molecular mais intensa entre conectividade funcional sdo a influéncia do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e exercicio fisico'*® e também através
da variante rs7294919 e sua relacdo com o volume hipocampal.’*® Ainda sobre
epilepsia, estudos recentes com neuroimagem e ELT vém demonstrando que ha
complexas redes neuronais na fluéncia semantica destes pacientes e ap0s cirurgia

ressectiva, e estas redes passam por comprovadas mudancas.**

Engel e
colaboradores tratam o conectoma como uma “digital”, uma marca pertencente

somente aquele individuo.”®
2.6.2 Outras vias e moléculas envolvidas na plasticidade neuronal

A descoberta de mecanismos moleculares envolvidos na variagdo de massa
encefalica no adulto e suas correlagbes com o genoma humano vem se tornando
objeto frequente de estudo, tais como fazem os estudos ENIGMA® e CHARGE."
Sabe-se que com o envelhecimento hd4 um aumento da apoptose celular e

decréscimo da proliferacdo celular e consequente degeneragdo axonal, observando
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uma maior quantidade de axonios fragmentados no hipocampo. Parte dessas agbes
pode ser explicada no hipocampo pelo gene TESC e suas regides intergénicas, além
de outros neuromoduladores e neuropeptidios que possam estar contribuindo. O
mais provavel € que haja uma conjuncéo de fatores que sédo determinantes para o
volume cerebral.**°

A hipodtese de que atividade fisica aerébica aumenta os niveis circulantes do
fator de crescimento insulina simile (IGF-1) que € peca chave na prevencao do

151,152

declinio cognitivo associado a idade e a doenca de Alzheimer, vem sendo

corroborada nos ultimos anos. Valores circulantes de BNDF vem também sendo

correlacionados a desempenho em meméria espacial**®

e também a mudanca no
volume do hipocampo induzida por exercicio.”®® O exercicio fisico e mental
comprovadamente modificam as redes neuronais’?® e aumentam a proliferacdo de
células progenitoras no giro denteado.*?

Em especifico sobre o BDNF, sabe-se que ele seletivamente aumenta o
volume do hipocampo anterior, bem como do subiculo e da sub-regido CAL,
conhecida por codificar a meméria espacial.’®* Estudo que examinou grupos de
idosos e controles randomizados para um ano de atividade fisica regular apresentou
relacbes positivas entre os valores de BDNF, IGF-1 e o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEFG) circulantes com plasticidade neuronal relacionada ao
exercicio. Os achados foram consistentes de que estes trés fatores de crescimento
podem mudar a conectividade funcional dos cértices temporal lateral e mesial.**?

Outra pesquisa que corrobora a plasticidade neuronal foi feita com taxistas
americanos e controles a fim de localizar a memaria espacial e mensurar medidas
de hipocampo. Observou-se que o lobo temporal direito € mais responsavel por
memoria espacial e sentido de navegacédo e o lobo temporal esquerdo associado a
memoéria episodica. Além disso, o hipocampo posterior direito dos taxistas foi
significantemente maior que nos controles e maior naqueles que passavam mais
tempo dirigindo, validando a tese de reorganizacdo funcional do neocoértex, regido
responsavel pelas funces executivas mais desenvolvidas.***

Através destas descobertas abre-se o leque de entendimento genético dos
fatores predisponentes para doencas neuropsiquiatricas e eventualmente meios de
conter ou alterar o que o proprio DNA pré-definiu. Por exemplo, saber quais os
fatores pleiotropicos envolvidos na epilepsia do lobo temporal, angariaria melhores

possibilidades de tratamento. Nessa linha, decidimos avaliar as variantes do gene
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TESC em individuos com epilepsia do lobo temporal. Serd que ha uma
predisposicdo genética de pacientes com o polimorfismo rs7294919 para maior
chance de desenvolver epilepsia? Poderiam polimorfismos do TESC serem
preditores de pior controle das crises? Qual associacdo com género? E sobre a
presenca de co-morbidades psiquiatricas? Essas sdo algumas das associacfes a
serem abordadas em nossa dissertagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do polimorfismo da tescalcina (TESC rs7294919) na

epilepsia do lobo temporal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a frequéncia de polimorfismo da tescalcina (TESC rs7294919) na
epilepsia do lobo temporal e controles sem epilepsia.
Estudar a influéncia da presenca de cada alelo do polimorfismo em diferentes

aspectos clinicos nos pacientes com epilepsia do lobo temporal.
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ABSTRACT

Rationale: Two independent large genome-wide association studies identified a
common genetic variant of tescalcin polymorphism (TESC rs7294919), that is
significantly associated with hippocampal volume in healthy subjects. It is known that
the TESC gene is highly expressed in embryogenesis and in adult hippocampus and
might play a role in characteristics of diseases that affect hippocampus, among them
temporal lobe epilepsy. In this study we investigate the impact of rs7294919 variants
in temporal lobe epilepsy.

Methods: This is an association study of 162 patients with temporal lobe epilepsy
and 100 controls without epilepsy. We compared frequencies of rs7294919 variant
between patients with epilepsy and controls and evaluate the impact of allelic
difference in main characteristics of epilepsy.

Results: There were no significant differences between TESC gene polymorphisms
of patients and controls (Table 1). However, genotype CT was more frequent in male
than females (Table 2, Table 3 and Figure 1). No other differences were observed
regarding mean age of epilepsy onset, family history of epilepsy, presence of aura,
seizure control, EEG interictal abnormalities and neuroimaging findings. After
controlling for confounding variables, C allele was increased in male patients (O.R. =
2.57; Cl = 1.26-5.24; p=0.009.

Conclusions: Our finding might suggest a gender dependent effect of tescalcin
polymorphism (TESC rs7294919) on development of epilepsy. As far as we are
aware, this is the first study of tescalcin polymorphism on development of epilepsy. In
our view, other studies in this venue are necessary to confirm our findings and
explore other possible effects of tescalcina polymorphisms on development and
characteristics of epilepsy.

KEYWORDS: tescalcin, TESC, temporal lobe epilepsy, gender dimorphism
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INTRODUCTION

According with International League Against Epilepsy (ILAE) new
recommendation, epilepsy is defined as least two unprovoked (or reflex) seizures
occurring twenty-fours apart, or if the patient experience one unprovoked (or reflex)
seizure and has a probability of further seizures similar to the general recurrence risk
(at least 60%) after two unprovoked seizures, occurring over the next 10 years or if
the patient has the diagnosis of an epilepsy syndrome.® Epilepsy is a common
disorder, with a prevalence of 4 to 10 cases per 1,000 in developed countries®* and
14 to 57 cases per 1,000 persons in developing world.*®> Temporal lobe epilepsy
(TLE) are focal epilepsies that originate in temporal lobe and are among the most
common forms of epilepsies.?

Two independent large genome-wide association study identified the
polymorphism rs7294919 located on chromosome 12924 that is significantly
associated with hippocampal volume in healthy subjects.®’ This region is important
for the transcription of TESC gene and expression of its product, the tescalcin.
Dannlowski and colleges confirmed an effect of this polymorphism in hippocampal
grey matter volume, but failed to observe differences in white matter fiber structure
investigated with diffusion tensor imaging (DTI) or limbic responsiveness as
measured by functional magnetic resonance imaging (fMRI) during facial emotion
processing.® Studying possible physiological differences promoted by rs7294919
variants, Erk and colleges observed an association between the presence of the risk
allele and decreased performance in a verbal learning and memory task.® The
authors also observed that functional MRI hippocampal activation increased
according with the number of risk alleles in an individual and suggested that this
would probably occur due to compensatory mechanisms.®>!%* As a conclusion, these
authors propose that rs7294919 may affect the individual capacity to resist disease in
terms of diminishing or boosting hippocampal resources.® In this line, two studies
have investigating the effect of rs7294919 variants in schizophrenia, with diverse
results.’>*® One study reported association between rs7294919 and risk for
Alzheimer disease.*

In this study we investigate the impact of TESC polymorphism in temporal lobe
epilepsy. More specifically, we investigate the impact of rs7294919 variants in

clinical, electrographic and neuroimaging characteristics of patients with temporal
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lobe epilepsy. Although some studies have been investigating aspects related to
brain or hippocampal volume, intellectual performances and some specific diseases
associated with these polymorphisms, the impact of rs7294919 variants on epilepsy

have been so far poorly investigated.

METHODS

Patients

This is an association study of 162 patients with TLE of the Epilepsy Outpatient
Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and 100 controls without
epilepsy. Inclusion criteria were based on the 2011 ILAE’s electroclinical
classification and epilepsy etiology. '° 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. In order to avoid different
ethnical groups, we included only European ancestry individuals in this study. Porto
Alegre is the capital of Rio Grande do Sul state. The city has a population of
1,416,735 (IBGE Cities). European immigrants (e.g. Germans, Italians, and
Portuguese) compose a great part of the State population. Thus we believe that we
might 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 SNP rs7294919 of TESC gene.
SNP flanking region was amplified by real-time PCR using TagMan® SNP
genotyping assays (Applied Biosystems). SNP information was obtained from the
National Center for Biotechnology Information SNP database (available on the site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).This SNP was chosen based on previously

published studies showing that it is important for hippocampal formation and might


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
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influence hippocampal related functioning. PCR reaction was prepared according to
manufacture’s instructions and analyses were performed on the ABI Prism 7500 Fast
Sequence Detector System® (Applied Biosystems). For DNA sequencing, new sets
of primers were designed, PCR reaction was performed, and products were purified
using the QIAquick 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 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 independence 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 mean (SD) or as odds ratio (95% confidence interval) and were

considered significant if p was lower than 0.05.

RESULTS

The demographic and clinical characteristics of the patients are presented in
Table 1 and Table 2. Mean age of patients were 44.2 (SD=12.3) and controls were
41.7 (SD=7.5). One hundred and five (64.8%) female patients with temporal lobe
epilepsy and 74 (74.0%) female controls were included in this study. There were no
significant differences between rs7294919 allele frequencies for patients and controls
(Table 1). However, genotype CT was more common in male than female (Table 2,
Table 3 and Figure 1) and none genotype CC was found. No other differences were
observed regarding mean age of epilepsy onset, family history of epilepsy, presence
of aura, seizure control, EEG interictal abnormalities, neuroimaging findings. After
control for confounding variables, C allele was significantly increased in male patients
(O.R. = 2.57; Cl = 1.26-5.24; p=0.009).



Table 1 Demographic characteristics of cases and controls

Cases Controls O.R.
Age mean; y (SD) 44.2 12.3 41.7 7.5 -
Gender
female; n 105 64.8% 74 74.0%
male; n 57 35.2% 26 26.0% 0.64
TESC rs7294919
CT:;n 54 33,3% 28 28.0%

TT; n 108 66,7% 72 72.0% 1.28

95% C.I.

0.37-1.12

0.74-2.22

0.06

0.13

0.41
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Table 2 Demographic and clinical characteristics of patients

Mean age; y (SD)

Mean age of epilepsy onset;
y(SD)

Mean time of epilepsy; y (SD)
Gender
female; n

male; n

Familial history of epilepsy

yes; n
no; n
Aura
yes; n
no; n
Seizures
controlled; n

refractory; n

Interictal EEG
unilateral; n
bilateral; n

Neuroimaging
normal; n
abnormal; n

AED
monotherapy; n

polytherapy; n

TESC rs7294919

CT TT
43.94 1423 4445 11.42
19.28 1358 18.95 15.16
2446 1246 2558 14.81
28 26.7% 77 73.3%
26 45.6% 31 54.4%
15 26.3% 42 73.7%
39 37.1% 66 62.9%
20 26.0% 57 74.0%
34 40.0% 51 60.0%
28 37.3% 47 62.7%
26 29.9% 61 70.1%
32 35.2% 59 64.8%
22 31.0% 49 69.0%
27 32.5% 56 67.5%
27 34.2% 52 65.8%
32 38.6% 51 61.4%
22 27.8% 57 72.2%

O.R.

2.30

1.65

1.90

1.40

1.21

0.93

1.62

95% C.I.

1.18-4.54

0.81-3.37

0.97-3.70

0.72-2.69

0.62-2.34

0.48-1.78

0.84-3.15

p

0.81

0.89

0.61

0.02*

0.22

0.07

0.32

0.62

0.87

0.18

(*) significant



Table 3 Analysis for independence of associations in patients with epilepsy

Crude

0
OR. 95% C.I.

Increased CT in 230 1.18-4.54

male
Presence of aura 1.90 0.97-3.70
Polytherapy 1.62 0.84-3.15

Adé”_;t_e‘j 95% C.lI. P
0.02* 257 126524 0.009*
0.07 178 090357  0.10
0.18 189  093-3.85 0.08

(*) significant

Figure 1l TESC rs7294919 Gender Dimorphism
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In this study we investigated the influence of tescalcin polymorphism (TESC

rs7294919) on temporal lobe epilepsy. We observed that C allele was more frequent

in male than female patients with epilepsy. Our finding might suggest a gender

dependent effect of rs7294919 polymorphism on development of epilepsy. However,

we could not observe any differences for age of epilepsy onset, familial history of

epilepsy, presence of aura in patients, and EEG or neuroimaging findings.
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Recent studies showed that the intergenic variant rs7294919, located on
chromosome 12¢24.22, and its protein product of 214 amino acids™® represented by
the alleles T/C'" were associated with hippocampal volume and varying values of
their expression in different regions of cerebral tissue, including hippocampus.®®'®
The final chain is the transcription of near TESC gene, whose product is the tescalcin
protein.®®* It is not known yet the mechanism by which rs7294919 influences
hippocampal volume, but probably its neighboring gene regions are involved.
Neighbors genes to TESC are HRK (harakiri) and FBXW8. The HRK gene is an
apoptosis regulator that induce cell death.?’ The FBXWS is a protein involved in the

ubiquitin-proteasome  system, %

which has the function of removing protein
aggregates from protein and TAU capable of promoting growth and dendritic
sprouting in hippocapus.? It is known that the gene TESC has great importance in
embryogenesis, when it reaches the highest expression. Tescalcin is also expressed
in the adult hippocampus and is involved in cell proliferation and differentiation and

therefore, essential for maintenance of cell integrity® *°

and perhaps playing a key
role in hippocampal volume and cerebral development. In the adult hippocampus,
tescalcin interacts with the Na*/H* (NHE1)* ?* that is involved in the regulation of
intracellular pH, cell volume and cytoskeleton organization.?>?® It is responsible for
maintaining cell shape and apoptose.?®?* Tescalcin is a member of the family of Ca2*
linker, including calcineurin B protein homolog 3 (CHP3) and calcineurin B, which are
in general modulated by levels of cytosolic Ca2*. Due to its structural homology to the
CHP3, it was postulated that the TESC also competed for the same binding site on
cytosolic NHE1.%

So far, two independent large genome-wide association studies identified an
association between TESC polymorphism rs7294919 and hippocampal volume in
healthy subjects.®” Dannlowski and colleges confirmed an effect of this
polymorphism in hippocampal grey matter volume, but failed to observe differences
in white matter fiber structure investigated with diffusion tensor imaging (DTI) or
limbic responsiveness as measured by functional magnetic resonance imaging
(fMRI) during facial emotion processing.® Studying possible physiological differences
promoted by rs7294919 variants, Erk and colleges observed an association between
the presence of the risk allele and decreased performance in a verbal learning and
memory task.® The authors also observed that functional MRI hippocampal activation

increased according with the number of risk alleles in an individual and suggested
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that this would probably occur due to compensatory mechanisms.’’®'! As a
conclusion, these authors propose that rs7294919 may affect the individual capacity
to resist disease in terms of diminishing or boosting hippocampal resources.® In this
line, two studies have investigating the effect of rs7294919 variants in schizophrenia,
with diverse results.***® One study reported association between rs7294919 and risk
for Alzheimer disease.’® We observed here that males with epilepsy differ from
female regarding frequencies of rs7294919 variants. This finding might suggest that
genetic variants might be associated with sexual dimorphism observed in temporal
lobe epilepsy. Further studies are necessary to confirm our findings and explore
further influences of rs7294919 polymorphism in epilepsy and particularly in human
temporal lobe epilepsy.

We are aware 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 conducted, 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.

In summary, we observed here that C allele was more frequent in male than
female patients with epilepsy. Our finding might suggest a gender dependent effect
of tescalcin polymorphism (TESC rs7294919) on development of epilepsy. As far as
we are aware, this is the first study of rs7294919 polymorphism on development of
epilepsy. Other studies in this venue are necessary to confirm our findings and

explore other possible effects of tescalcin polymorphisms.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo teve 0 objetivo de investigar o impacto e a frequéncia das
variantes alélicas CT/TT do gene da tescalcina nas caracteristicas clinicas,
eletroencefalograficas e de neuroimagem dos pacientes com ELT atendidos no
ambulatorio de Epilepsia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Embora a linha
dos principais estudos envolvendo este gene estivesse em sua maioria relacionada
ao tamanho do cérebro ou volume do hipocampo, bem como cognicéo,
esquizofrenia e deméncia, nesse estudo, decidiu-se avaliar o polimorfismo
rs7294919 na ELT, a qual também apresenta impacto sobre volume hipocampal,
através da EH.

Foi possivel demonstrar com significAncia estatistica, apds controle de
variaveis confundidores, que o alelo C do gene TESC foi mais frequentemente
encontrado em pacientes com ELT masculinos. Observou-se por meio destes dados
que os homens com epilepsia diferem das mulheres em relacdo a frequéncia das
variantes do rs7294919 e isto pode estar associado ao dimorfismo sexual
encontrado nos pacientes com ELT sugerindo um efeito dependente da regulacao
da tescalcina e suas influéncias sobre o célcio citosolico, estrutura celular,
proliferacéo e diferenciacdo celular. No entanto, ndo se obteve poder estatistico para
demonstrar associacdo no que concerne a idade média de inicio das crises, histéria
familiar de epilepsia, presenca de aura, controle das crises epilépticas ou
refratariedade, alteracbes no EEG interictal ou achados de neuroimagem,
provavelmente devido a limitagbes com tamanho de amostra.

Além do mais, considerando o0s grandes avancos da neurociéncia e
neuroimagem, passamos a compreeder melhor como as estruturas e conexdes
cerebrais estdo em constante reformulacdo, a depender de cada estimulo oferecido
a essa rede neuronal e a epilepsia é uma patologia que se insere neste contexto.

Este estudo trata-se do primeiro que avalia o polimorfismo do gene da
tescalcina no desenvolvimento de epilepsia e vai de encontro com as novas metas
da ILAE em relacdo a classificagdo de crises e epilepsias também em “causas
genéticas”, trazendo a luz da ciéncia uma nova gama de saberes.

A pergunta que nos cabe agora € o quanto podemos interferir no que a

genética definiu. Terapias convencionais direcionadas, terapias génicas e
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moleculares sdo algumas das &reas a serem ainda exploradas no contexto da
epilepsia, doencga de alta prevaléncia e causa de incapacidade a milhdes de pessoas
no mundo. Grandes beneficios em ambito pessoal para os portadores da doenca e
de saude publica seriam gerados. Mas, primeiramente, se faz necessario o
entendimento de como e por que existem essas associacdes genéticas, para ao fim
chegarmos a terapias mais seguras e resolutivas de diversas doencas e por que nao
a cura destas. Por fim, mais estudos associando o polimorfismo rs7294919 a ELT
Sa0 necessarios para se estabelecer associacfes mais solidas dos achados do

presente estudo.



