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Editorial

Esta edicdo de junho 2012 traz uma revisao sobre prognéstico de epilepsia em longo prazo e um
artigo original sobre volume hipocampal e talimico em dois grupos de pacientes com epilepsia
de lobo temporal mesial — com e sem resposta adequada a drogas antiepilépticas (DAEs), mostrando
que atrofia hipocampal ocotrre também no grupo de pacientes com crises controladas e que a atrofia
de talamo ipsilateral ao foco epileptogénico estd correlacionada com a idade dos pacientes.

Este niimero do JECN traz ainda o resumo expandido do trabalho vencedor do Prémio Aristides
Ledo durante o Congresso Brasileiro de Epilepsia de 2012 em Ribeirdo Preto, que demonstra a
excelente qualidade dos jovens pesquisadores brasileiros na area de epileptologia.

Boa leitura!

Fernando Cendes
Editor, JECN
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Message of the President of the Bragzilian League of Epilepsy

Prezados colegas,

Saudacoes! Efetivado o rito burocratico de transicdo das Diretorias anterior e atual da LBE,

iniciamos efetivamente nosso turno atuando inicialmente em dois fronts distintos:

1. Seguem adiantados os trabalhos de composi¢io das novas comissdes de trabalho da LBE para
o Biénio 2012-2014. As comissdes estio praticamente todas formatadas, tendo sido realizadas
adequagdes nas comissdes tradicionais e a introdugio de algumas novas, em conformidade
com demandas préprias das dreas em desenvolvimento em nossa sociedade. Sdo exemplos
as inéditas Comissdo de Comportamento e Cognigio, Comissdo de Trabalho, Esporte e
Lazer e a Comissdo de Neuromodulagio. Para o proximo numero do JECN esperamos té-las
anunciadas, estruturadas e atuantes.

2. Ap6s negociagdes conduzidas nas tltimas semanas é com prazer que informamos data e
local de nosso préximo congresso nacional. O 35 Congresso da Liga Brasileira de Epilepsia
serd realizado em Foz do Iguacu/Paran4, entre os dias 4 e 6 de abril de 2014. Nossa Diretoria
pretende buscar a fusdo perfeita entre as belezas naturais de Foz e sua capacidade de
entretenimento com um programa cientifico de elevado nivel, apresentado em roupagem
nova e instigante a discussdo participativa entre os presentes;

Aproveito ainda a oportunidade para felicitar os colegas Fernando Cendes e Jodo Pereira Leite

na primeira edi¢do de editorial compartilhado de nosso jornal. Sucesso!

Atenciosamente,

Luciano De Paola

Presidente da Liga Brasileira de Epilepsia
Gestao 2012-2014
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Prognéstico a Longo Prazo da Epilepsia*
Marleide da Mota Gomes

Instituto de Neurologia, Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro, R], Brasil

RESUMO

Virios estudos antes da década de 1970 sobre pessoas com epilepsia (PCE) reportam o seu mau prognéstico.
Este trabalho foi desenvolvido para desenvolver o conhecimento atual deste tema através de uma revisdo
narrativa baseada principalmente em estudos de coorte prospectivos ou retrospectivos populacionais em PCE
recentemente diagnosticadas, perfodo de acompanhamento de pelo menos de 10 anos, sendo a varidvel de
desfecho a remissdo ou recorréncia das crises epilépticas (CE), além da morte. Também é considerado o padrao
de remissdo, de recidiva ou agravamento de epilepsia, em PCE farmacorresistentes. Na maioria das PCE recém-
diagnosticadas, principalmente de origem idiopatica, o prognéstico a longo prazo da epilepsia é favoravel,
mas epilepsia permanece ativa em cerca de 30% e torna-se farmacorresistente em aproximadamente 10%.
Reconhece-se também que as PCE tém um risco aumentado de morte prematura, sendo o risco maior logo
apos o inicio das CE.

Unitermos: epilepsia, prognéstico, acompanhamento de longo prazo, epidemiologia.

ABSTRACT

Long-term prognosis of epilepsy

Several studies before the 1970’s about patients with epilepsy reported bad prognosis. This paper was developed
to know the knowledge about it at nowadays. This was made by a narrative review mainly based on populational
prospective/retrospective cohort study on patients with newly diagnosed epilepsy, follow-up period at least of
10 years, outcome variable being remission or recurrence of seizures, besides death. It is also considered the
pattern of remission-relapse or worsening of epilepsy in people with pharmacoresistant epilepsy. In most people
with newly diagnosed epilepsy, mainly idiopathic etiology, the long-term prognosis of epilepsy is favorable,
but epilepsy remains active in approximately 30% and becomes intractable in approximately 10%. It is also
recognized that people with epilepsy have an increased risk of premature death, being the highest risk soon
after onset of seizures.

Keywords: epilepsy, prognosis, long-term follow-up, epidemiology.

INTRODUCAO

A epilepsia é a doenga neuroldgica grave mais comum,
e a prevaléncia de epilepsia ativa é de cerca de 5-7,1
por 1000 em estudos realizados nos EUA, por exemplo,
e pode ser mais elevada, principalmente nos paises
em desenvolvimento.! No que diz respeito as taxas de

incidéncia especificas por idade, tém havido mudangas,
com uma reduc@o nos grupos mais jovens e um aumento
em pessoas acima dos 60 anos, pelo menos nos paises
desenvolvidos.! No entanto, apesar de ser apresentada
como uma entidade nosoldgica, a epilepsia ndo é uma
doenca tnica. Esta reflexfo tem também base nos ensaios
de classificacdo e terminologia propostos recentemente

* Este trabalho foi parcialmente apresentado na mesa sobre “Risco na epilepsia”, do XXXIV Congresso Brasileiro de Epilepsia, realizado em Ribeirdo

Preto em 06-09 de junho, 2012.
Received June 10, 2012; accepted June 20, 2012.
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pela Liga Internacional contra a Epilepsia. Berg e Scheffer?
propuseram que a estrutura organizacional para epilepsia
pode se basear em critérios do mais para o0 menos especifico,
em sindromes eletroclinicas e constelacdes, em epilepsia
nio sindrdmica com causas especificas ou desconhecidas.
Intrinsecamente, esta proposta classificatéria também é
uma demonstragio da grande variabilidade prognéstica da
epilepsia. Além disso hd varias armadilhas metodolégicas
a serem enfrentadas sobre estudos progndésticos. O estudo
prognéstico de qualquer doenga, incluindo a epilepsia,
pode advir de coortes potencialmente nio representativas
populacionalmente, ou com grandes perdas de sujeitos no
acompanhamento. Neste artigo, sio privilegiados trabalhos
recentes (publicagio nos tltimos seis anos), fundamentados
em estudos populacionais de coorte inicial, além de obras
pioneiras. O objectivo principal é o de determinar o prog-
néstico de pessoas com epilepsia (PCE) recém-diagnostica-
das e acompanhados a longo prazo (10 anos ou mais) para
estudar a remissdo de suas crises epilépticas (CE) ou morte.

HISTORIA

Antes do advento de tratamentos efetivos e com-
preensio etioldgica das doengas, o objetivo principal da
medicina ocidental nio foi o de curar o paciente, mas sim
diagnosticar a doenga e estimar um progndstico satisfatério
do paciente. Apds, com a evolugio terapéutica, os esforcos
se dirigiram para a cura de doengas. Essa mudanga pode ser
representada pela Figura 1, onde o progndstico na literatura
médica ¢ limitado em comparagio com o diagndstico, e
ainda menos, com a terapéutica.

2500

2000

1500

1000

ol mell il JII |

Quanto a relevancia antiga da abordagem prognéstica
na clinica, lembramos de aforismos de HipScrates® relativos
a epilepsia. Eles enfatizavam a impressio do progndstico
melhor dos mais jovens (com epilepsia idiopatica?) do
que dos mais velhos com epilepsia (epilepsia sintomatica,
principalmente aguda?): “Sobre a epilepsia em jovens, é
mais frequentemente removida por mudancas do ar, de
pais, e de modos de vida”, e “os casos de epilepsia que
venham antes da puberdade podem sofrer uma mudanga,
mas as que vém depois de 25 anos de idade, na maior parte
terminam em morte”.

No século XIX, na Escola BritAnica de epileptologia
hegemonica, as evidéncias sobre o prognéstico foram
dadas pelo neurologista John Russell Reynolds (1828-
1896) em pelo menos dois dos capitulos de seu livro
Epilepsy: its symptoms, treatment, and relation to other
chronic convulsive diseases (1861).* No seu capitulo 5,
sobre a histéria natural da epilepsia, Reynolds pergunta
se, naquele momento, haveria dados suficientes para defini-
la, pois “casos sdo tdo profundamente comprometidos
pelo tratamento”, uma afirmagio que melhor se encaixa
nos dias de hoje, porque a primeira droga antiepiléptica
(DAE) reconhecida como eficaz sé foi utilizada em 1860,
ou melhor, a partir de 1912, com o fenobarbital. Em outro
capitulo (72, prognéstico), Reynolds comegou com as
citagdes antagdnicas, uma por Tissot (J’en ai Guerri un
trés grand nombre), e outro por Delaniauve (Elle conduit
presque infailliblement & I'incurabilité par de lentes dégra-
dations).* Outro neurologista britanico, William R. Gowers
(1845-1915) publicou em seu livro (Epilepsy and Other
Chronic Convulsive Diseases-1881) questdes progndsticas.’

B prognostico
diagnostico

W tratamento

1981-1985 1986-1990 1991-1995 1996-2000 2001-2005 2006-2010

Figura 1. Representatividade de trabalhos sobre prognéstico na literatura médica, em comparacio
aos sobre diagndstico e terapéutica (Busca Pubmed 28.05.2012: prognosis/diagnosis/treatment|title/

abstract] AND epilepsy[title].



Prognéstico a longo prazo da epilepsia

Ele mencionou, por exemplo, o prognéstico desfavoravel
da epilepsia “pds-hemiplégica” em relagio a casos
idiopaticos. Gowers também considerou que o melhor
progndstico foi inversamente relacionado com a duracio
da doenca, e que 70% dos seus pacientes tornaram-se livres
de CE por pelo menos 1 ano quando tratados com brometo
pela primeira vez.>¢

Juliano Moreira (1873-1932), o pai da psiquiatria
cientifica brasileira, expressa os preconceitos dominan-
tes da Neuropsiquiatria da época sobre as PCE (1912)":
1 — “Os desfechos da vida colonial em Bielefeld sdo
que ela cura um sexto dos epilépticos hospitalizados,
melhora 40% e impede que os outros pacientes nio
melhorados enlouquecam ou caiam em deméncia”;
2 — “Nao vem ao caso discutir se é uma ou se é mul-
tipla a epilepsia: basta lembrar que os epilépticos fornecem
um vasto contingente 2 legido de criminosos de todas as
classes...”. Quanto aos livros especificamente sobre o
progndstico da epilepsia, o dltimo foi o escrito por Jallon
(2003)8 como editor principal, e o anterior por Rodin
(1968).8 O ponto de vista deste Gltimo foi baseado em
amostras enviesadas com desfechos desfavoraveis. O livro
editado por Jallon tem como primeiro capitulo o tema
metodologia que enfatiza os principios de estudos de
prognéstico’.

METODOLOGIA

A apreciagio critica de um estudo de progndstico
envolve algumas questdes béasicas, como as arroladas por
Geddes!®: a andlise da amostra do estudo (representati-
vidade, defini¢do clara da amostra e com sujeitos
selecionados em um ponto similar no curso de sua
doencga); seguimento (acompanhamento suficiente-
mente longo e completo), desfechos (definicio dos
desfechos e de sua utilidade na clinica. Identificacio de
fatores prognédsticos e confiabilidade de sua estimativa).
Nesta secdo, destacam-se as questdes sobre o desenho
do estudo, desfechos, fatores progndsticos e acompanha-
mento.

Um projeto mais adequado sobre prognéstico capta
uma amostra de uma populagio em risco de epilepsia e
identifica uma coorte inicial que é um grupo identi-
ficado no inicio da epilepsia, com seguimento pros-

2

pectivo. A obtencdo de uma coorte representativa é o
grande problema em projetar estudos validos sobre o
prognéstico da epilepsia. Os estudos de coortes podem
ser prospectivos ou retrospectivos (histéricos). Nos
retrospectivos, os pacientes sio identificados em um
ponto no passado e as informagdes sdo coletadas sobre
seus desfechos posteriormente, ao contrario do prospectivo,
onde a identificagio é no presente com acompanhamento

a posteriori (Figura 2).
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Figura 2. Coortes retrospectivas (histéricas) vs prospectivas.

Dentre esses estudos, os estudos de coorte prevalentes
de casos existentes tendem a sobre-representar as pessoas
com casos antigos e complexos, e podem, portanto, fornecer
estimativas progndsticas excessivamente pessimistas. Ao
contrério, os estudos de coorte incidente (coorte de inicio),
de casos novos, sdo mais representativos (vide Figura 3).

Individucs Estudo de coorte de inicio

T Tempo
Inicio do estuda
[relativo a cada i 1

ndwidus | EStudo de coorte de prevaléncia

Tempo

1

Inicio do estudo

— " 3
[ acadap )

Figura 3. Estudos de coorte incidente (de inicio) ou prevalente.
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A Figura 4 representa desfechos, fatores prognésticos e
acompanhamento por meio de uma curva de sobrevivéncia,
bem como o método de Kaplan-Meier que é frequentemente
usado para analisar os desfechos em relagao ao tempo.

Fator
1. prognéstico 1
0,8
0,6
04
Fator
0,2 4 prognédstico 2
O A B S ST
0123451678 9101112131415 16
Tempo Acompanhamento

Figura 4. Kaplan-Meier e sua representacio grafica por meio
de uma curva de sobrevivéncia, com destaque para o desfecho
(p. ex., remissdo ou ndo das CE), fatores prognésticos (p. ex.,
epilepsia sintomatica ou epilepsia idiopética) e acompanhamento
(p. ex., em anos).

Os desfechos mais comumente estudados em estudos a
longo prazo de epilepsia sio morte e remiss@o. A remissio foi
definida como auséncia de CE ; remissdo precoce, remissio
dentro de 12 meses de tratamento; remissio tardia, remissdo
apds 12 meses de tratamento; remissao terminal, remissao
ao final do seguimento; recidiva, duas ou mais CE apds a
remissio; resisténcia s DAE, ndo h4 remissdo nunca.® Mais
particularmente, se definem esses desfechos em relagio ao
tempo de ocorréncia e duracio da remissdo categorizada
como 1 ano de remissiao em qualquer momento, 2 anos de
remissdo em qualquer momento, 2 anos remissdo terminal,
5 anos de remissdo em qualquer momento (5SARQM) ou
5 anos de remissido terminal (5ART). Os desfechos em
estudos de progndstico sdo geralmente expressos como
médias ou frequéncias/porcentagens por grupo.

As mortes foram geralmente apresentadas como razio
de mortalidade padronizada — RMP (taxa que difere de
uma bruta por ter sido padronizada para uma populagio
diferente, usualmente para uma populacio padrio,
para remover a influéncia de varidveis externas, como
idade). Para facilitar a compreensdo como a epilepsia
pode se comportar, é necessirio conhecer os seus fatores
prognésticos, como a etiologia e tipo de epilepsia, que podem
indicar a eficicia do tratamento e os desfechos. Quanto
ao acompanhamento, ele tem que ser suficientemente
longo para ter a oportunidade de registrar o(s) desfecho(s)
esperado(s). Na epilepsia, os estudos podem ser divididos
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em curto-médio prazo e longo prazo. Neste artigo, o ponto
de corte é =10 anos de acompanhamento para a selecio
dos estudos de prognédstico a longo prazo de epilepsia, como
feito por Neligan.!!

ESTUDOS A LONGO PRAZO

Os estudos prognésticos de PCE mais comumente
realizados foram os de avaliacio das fases iniciais de sua
doenca e dos fatores preditivos de remissdo precoce. Nesta
revisdo, privilegiamos os estudos longitudinais de PCE com
inclusio de todos os casos incidentes de epilepsia precoce
em populagdes definidas. Poucos estudos avaliaram o
progndstico a longo prazo da epilepsia, de acordo com a
definicdo aqui aplicada. Trés grupos principais trabalharam
nesse assunto: o primeiro baseado em Rochester/Columbia
University-EUA,!? outro em Turku, na Finlandia, sobre
criancas,>!* e o terceiro no Reino Unido através do
Estudo Nacional de Pratica Geral de Epilepsia/NGPSE
— UK.ILBIe A majoria desses estudos sdo de coorte
retrospectiva e em populagdes pedidtricas com epilepsia.!!
O estudo de populagdes adultas é menor que a pedidtrica,
menos ainda em epilepsia fArmaco-resistente (estudados
separadamente nesta se¢ao). Os estudos mais consistentes
metodologicamente de prognéstico a longo prazo em
epilepsia sdo apresentados logo a seguir com base na revisdo
de Nelligan,'! de acordo com o autor/ano de publicacio/
pais, N, seguimento/ano, SART (%), 5ART fora DAE (%),
desenho do estudo: 1 — Annegers et al. 1979/Rochester-
EUA, 457, 20, 70%, 50%, coorte incidente histérica;
2 — Okuma et al. 1981/Japdo, 868, 10, 58,3%, —, estudo
multi-institucional retrospectivo (Pediatria); 3 — Brorson
e Wranne, 1987/Suécia, 194, 12, 64%, 40%, retrospectivo
(Pediatria); 4 — Oka et al. 1989 / Okayama-Japio, 730,
10-15, 79,1%, —, Retrospectivo (Pediatria); 5 — Wakamoto
et al. 2000/Japdo, 143, 18,9, 62,8%, 54,7%, retrospectivo
(Pediatria); 6 — Lindsten et al. 2001/Suécia, 107, 10, 64%,
17,5%, prospectivo (Todos >17 anos); 7 — Sillanpii e
Schmidt, 2006/Turku-Finlandia, 144, 40, 67%, 58%,
prospectivo (Pediatria); 8 — Geerts et al. 2010/Holanda,
413, 14,8, 70,9%, 61,9%, Prospectivo (Pediatria). Os
estudos do NGPSE apresentados por Nelligan et al.!h1¢
propdem-se a examinar o progndstico a longo prazo,
depois de 25 anos em um estudo prospectivo de coorte
incidente, em relagfio a desfechos de mortalidade precoce
e CE.IM¢ A populacio estudada incluiu mais de 1000
pessoas: 564 tendo CE definidas; 228, CE possiveis; 220,
convulsdes febris. O NGPSE é o maior estudo prospectivo
a longo prazo das PCE, com a maior proporcio de pessoas
em remissiao terminal (80,6% em PCE definida e 86,6%
naqueles com epilepsia possivel). Como mencionado
por Neligan,'!' em parte esses resultados sdo devidos ao
longo perfodo de acompanhamento, inclusio de pessoas
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com CE tnicas e CE agudas sintométicas. No entanto, a
remissdo pode ser vista com frequéncia no inicio.!’ Nos
casos pedidtricos relatados por Schmidt e Sillanpii,° a
remissdo ocorreu em mais de 90% das epilepsias idiopati-
cas da infAncia e em criangas neurologicamente normais
com epilepsia e CE pouco frequentes, mas também, em
vérias outras circunstincias. Esses estudos sdo os mais
longos sobre criangas com epilepsia, realizados em Turku-
Finlandia.”® Em conclusio, a metade dos PCE de inicio na
infancia, eventualmente entrard em remissio terminal sem
recidiva, e um quinto, depois de recidiva. Um terco terd um
desfecho a longo prazo pobre em termos de CE persistentes
apds a remissao ou sem nunca ter tido remissdo. Esses dados
indicam que quanto mais tempo com CE pré-remissio, mais
longo o tempo para atingir cinco anos de remissio. Mais
particularmente, os estudos de pafses pobres baseados em
coortes prevalentes sugerem que pelo menos um terco das
PCE entram em remissio espontanea.'"'” Mais comentérios
sobre o estudo prévio de Sillanpii e Schmidt'* sdo feitos no
paragrafo seguinte sobre os padrdes de resisténcia as DAE.
Aqui, apresentam-se os casos de PCE que nfo entram
em remissdo a longo prazo, nos primeiros anos apds o
diagnéstico, os chamados farmacorresistentes e seu padrio
heterogéneo a longo prazo (curso remissdo-recidiva ou
agravamento).>' Mesmo entre aqueles pacientes que
respondem aos tratamentos iniciais, a recorréncia nio é
incomum, e um padrio de remissio-recidiva é reconhecido.
Nos podemos endossar isso com dois estudos de coorte
de PCE farmacorresistente: de criangas, de Schmidt e
Sillanp4i° e, outra, de adultos, de Callaghan et al.!? Sillanpa#
e Schmidt® em seu estudo com 40 anos de seguimento,
demonstraram um padrio de remissio e recidiva em PCE
refratdria: um subgrupo de 19% dos pacientes entraram em
remissao terminal seguindo uma recidiva apds a remissio
precoce ou tardia (padrido remissdo-recorréncia), e outros
14% dos pacientes no entraram em remissao apds recidiva,
o que indica agravamento da epilepsia. Na populacio
adulta com epilepsia farmacorresistente e CE frequentes,
o estudo prospectivo de Callaghan et al.!” estimou a pro-
babilidade cumulativa de 12 meses de remissao de 34,6%
em 7 anos, no entanto, o risco de recidiva depois de um
periodo de 12 meses de remissdo foi de 71,2% em 5 anos.
Surpreendentemente, nos Gltimos 50 anos nio parece ter
havido melhora prognéstica substancial dos pacientes em
uso de DAE?, e, também, a influéncia do tratamento no
progndéstico a longo prazo ainda nio é conhecido.!!
Quanto aos pacientes com convulsdes febris, o
estudo de Neligan et al.”” revelou que 6% desenvolveram
epilepsia, sendo o este risco no grupo ao longo de todo o
perfodo de acompanhamento quase 10 vezes maior do que
na populagio em geral (taxas de incidéncia padronizadas —
TIP9,7,1C95%: 5,7-16,4). As TIP foram significativamente

aumentadas nas faixas etarias 0-14 anos, mas nio na 15-19
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anos. Outra constatagio foi a de que nas criangas em quem
a convulsio febril indice néo foi a primeira crise (“crise que
levou o médico de familia a suspeitar de CE e registrar o in-
dividuo no estudo”) o risco de recorréncia de CE era maior.

Em relacdo & mortalidade, é comumente apresentado
na literatura que as PCE tém um risco aumentado de morte
prematura. Para Neligan et al.!® o risco é mais elevado logo
ap6s o infcio das CE. No entanto, em pafses com poucos
recursos este risco néo foi definido no inicio da epilepsia,
mas mais tarde.®'” A pneumonia (RMP 6,6, IC 95%:
5,1-8,4) foi uma causa comum de morte com uma taxa
de mortalidade padronizada consistentemente elevada em
todo o seguimento de acordo com Neligan et al.'® A RMP
para a doenga cardfaca isquémica foi significativamente
elevada, pela primeira vez nos tltimos cinco anos de
acompanhamento (3,3, IC 95%: 1,6-7,0). O risco de
morte prematura permanece significativamente elevado
20-25 anos apds a CE indice, apesar da maior parte do
grupo estar em remissdo terminal (5 anos ou mais sem
CE, com ou sem DAE). No entanto, este estudo incluiu
pacientes com CE agudas sintométicas'® que tém uma maior
mortalidade precoce e um menor risco de CE subsequente
nio provocada. Hesdorffer et al.?% rejeitam a inclusdo destes
casos como epilepsia devido a estes desfechos. Em relacdo a
morte como desfecho, Schmidt e Sillanp#i® constatataram
que a epilepsia de inicio na infiAncia estava associada a
um risco substancial de morte relacionada a epilepsia,
incluindo a SUDEP. Sendo este risco especialmente alto
entre as criangas que ndo estavam em remissio. Estanio é a
constatagio de Nelligan et al.'®: “Poucas pessoas morreram
de causas relacionadas a epilepsia... trés de estado de mal
epiléptico, trés de acidentes e afogamento, e um por morte
stibita e inexplicada na epilepsia”. Comparando os estudos
maiores a longo prazo sobre mortalidade, do Reino Unido
e da Finlandia, h4 diferengas importantes, como Schmidt e
Sillanp#4° relataram: mortalidade mais elevada no estudo do
Reino Unido e baixa no finlandés. Uma possivel explicacio
para a diferenca ¢ a inclusio de casos agudos sintométicos e
pacientes mais velhos, e também muitas mortes por cAncer
que ndo estdo associadas as CE, fatos acontecidos no
primeiro estudo. Além disso, hd uma diferenga em relagio
a averiguagio da causa do 6bito: estudo do Reino Unido
se baseia em declaragio de ébito, muitas vezes originarios
de médicos de clinica geral; e o finlandés foi baseado
principalmente em exames post mortem.

O progndéstico para a remissao da epilepsia é ruim em
pacientes com disfungdo neurolégica associada desde o
nascimento. Pacientes com CE idiopaticas diagnosticadas
antes dos 10 anos de idade tém a probabilidade de remissdo
maior. O progndstico é menos favoravel para aqueles
com CE parciais complexas e epilepsia de inicio na fase
adulta. Preditores negativos da remissdao de CE incluem
também retardo do desenvolvimento, sindrome de epilepsia



Gomes MM

generalizada sintomética, duragio da intratabilidade
e ntimero de DAE nio eficazes. Vérios destes achados
demostrados no estudo de Annegers et al.!? e de Callangham
et al.’” foram reforcadas por muitos outros como Neligan'!.

Quanto ao progndstico de um tipo especifico de
epilepsia, pode-se citar um trabalho recentemente publi-
cado por Camfield e Camfield?! sobre 24 PCE mioclonica
juvenil da Nova Escécia/Canad4. Os 25 anos de seguimento
foram baseados em uma coorte retrospectiva populacional
de criangas que desenvolveram epilepsia antes dos seus 16
anos de idade. Todas as CE cessaram em 17% e 13%, apenas
as mioclonias persistiram.

Neligan et al.'® fizeram uma sintese did4tica dos padroes
de evolugfo dos pacientes com o inicio das CE e seus desfe-
chos: remissdo a longo prazo desenvolvida dentro de 5 anos
do inicio (~60%); padrio continuo ou recidiva nos 5 anos de
infcio (~40%). Estes tGltimos casos teriam: remissdo a longo
prazo desenvolvida >5 anos apds o inicio (~10%), ou pa-
drdo continuo (nenhum perfodo de remissao -~20%) ou inter-
mitente (epilepsia ativa com perfodos de remissdo -~10%).

CONCLUSOES

O prognéstico a longo prazo € satisfatdrio para a maioria
dos PCE, talvez mais do que esperdavamos antes dos estudos
confirmatoérios mais atuais. No entanto, um terco deles
serd farmacorresistente com remissdo instivel/recidiva
ou agravamento na evolugdo, um padrio mais complexo
do que se pensava anteriormente. A longo prazo, o risco
de mortalidade prematura permanece significativamente
elevado, apesar da maioria das pessoas atingem a remissao
terminal. No entanto, ha poucos estudos de prognéstico a
longo prazo com estudos de coorte, menos ainda em adultos,
e, também, de estudos com estratificagdo por etiologia
e sindrome epiléptica para os achados mais recentes. As
principais metas para se fazer este tipo de estudos sio de
se reconhecerem os fatores de risco modificaveis e medidas
terapéuticas melhores, ainda mais em face ao progndstico
inalterado nos tltimos 50 anos, apesar do uso de DAE
recém-desenvolvidas.
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Anilise Comparativa do Volume Hipocampal e Talamico em
Pacientes com Epilepsia de Lobo Temporal Mesial com e sem
Resposta Adequada ao Tratamento Farmacolégico

Tauana B. Leoni?, Ana C. Coan?, Fernando Cendes®
Universidade de Campinas (UNICAMP), Campinas, SE, Brasil

RESUMO

Objetivo: Verificar variagio no volume hipocampal e taldmico entre pacientes com epilepsia de lobo temporal
mesial (ELTM) refratrios ou responsivos ao tratamento medicamentoso. Métodos: Foram analisados 26
pacientes com ELTM com boa resposta ao tratamento medicamentoso (grupo “benigno”), 25 refratérios e
23 controles por meio do delineamento manual dos limites anatdmicos do hipocampo e tdlamo, em cortes
sequenciais das imagens de RM. O Software DISPLAY foi utilizado. Anélise estatistica foi realizada com o
programa Systat 9. Resultados: Houve diferenca estatistica entre os controles e os grupos benigno e refratério
para os volumes do tdlamo ipsilateral ao foco epileptogénico (p=0,00004). No houve diferenga estatistica entre
o0s trés grupos para os volumes de talamo contralateral ao foco epileptogénico. Houve correlagio significativa
entre hipocampo ipsilateral e tdlamo ipsilateral ao foco epileptogénico (r=0,35 e p=0,004). Quanto maior
a idade, menor o volume talAmico ipsilateral (p=0,002 e r=-0,37). Conclusiao: Os dados demonstraram
que atrofia hipocampal estd presente também em pacientes com ELTM e bom controle medicamentoso, sem
diferenga significativa com a atrofia de pacientes refratérios. A atrofia do tdlamo foi correlacionada com a idade
dos pacientes, o que também pode indicar que outros fatores além da frequéncia de crises influenciam o grau
de lesdo nesta estrutura.

Unitermos: epilepsia de lobo temporal; ressonincia magnética; volumetria.

ABSTRACT

Comparative analysis of thalamic and hippocampal volume in patients with mesial temporal lobe epilepsy
responsive or not to drug therapy

Objective: To investigate the variation of thalamic and hippocampal volume in patients with mesial temporal
lobe epilepsy (MTLE) refractory or responsive to drug therapy. Methods: We analyzed 26 patients with MTLE
responsive to drug therapy, 25 refractory and 23 controls through the manual delineation of anatomic limits of
the hippocampus and thalamus, in sequential sections of MR images. The DISPLAY software was used. Statistical
analysis was performed using the program Systat 9. Results: There were statistically significant differences
between controls and patients groups for thalamic volumes ipsilateral to epileptogenic focus (p=0.00004).
There was no statistical difference between the 3 groups for the volumes of the thalamus contralateral to the
epileptogenic focus. There was significant correlation between ipsilateral hippocampus and thalamus ipsilateral
to epileptogenic focus (r=0.35, p=0.004). The older the age, the lower the ipsilateral thalamic volume (p=0.002
and r=-0.37). Conclusion: The data showed that hippocampal atrophy is also present in patients with TLE and
good seizure control. The atrophy of thalamus was correlated with the age of patients, which may also indicate
that other factors besides the seizure frequency influences the degree of damage of this structure.

Keywords: temporal lobe epilepsy; magnetic resonance imaging; volumetry.
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INTRODUCAO

A epilepsia de lobo temporal mesial (ELMT)
apresenta como substrato patolégico mais comum a
esclerose hipocampal (EH), a qual é constituida por perda
neuronal de células piramidais do corno de Ammon e da
camada granulada do giro denteado associada a gliose.? A
ressonancia magnética (RM) permite o diagnéstico de EH
baseada em padrdes de anormalidades, que incluem atrofia
hipocampal (AH) e hipersinal em sequéncias T2 e podem
ser quantificadas através da RM.?> Nas imagens de RM, a
AH pode ser unilateral ou bilateral, e mais comumente é
assimétrica.’

Foi demonstrado, por meio de volumetria manual, que
a ELTM pode resultar em atrofia fora do lobo temporal,
como, por exemplo, em estruturas como talamo e nicleo
caudado.”!? Através da técnica de Morfometria Baseada
em Voxel (Voxel Based Morphometry: VBM), verificou-se
diminuicio da concentragio de massa cinzenta das
estruturas conectadas com hipocampo: por¢do medial
do lobo temporal, tdlamo, nicleo caudado, cerebelo, giro
do cingulo, lobo parietal e fnsula.!® A atrofia, em geral, é
mais pronunciada nas estruturas que possuem conexoes
anatOmicas e funcionais mais relevantes com o hipo-
campo. 4711

Como parte da rede do sistema limbico, o tdlamo
tem conexdes bem desenvolvidas com estruturas do lobo
temporal medial.® Em modelos animais de epilepsia, tem
sido mostrado que o tdlamo tem um papel importante
na regulagdo da excitabilidade cortical e na propagacio
das crises.”® Bonilha determinou através do VBM, que a
atrofia talAmica é mais intensa nos nicleos que possuem
mais conexdes com o hipocampo, ou seja, os ntcleos
do grupo anterior e dorsolateral do tidlamo.” A pesar da
reducéo volumétrica dessas estruturas ser bem reconhecida,
0s mecanismos que levam a essa altera¢do ainda néo sdo
bem compreendidos. Uma possibilidade é a associacdo
de dano neuronal decorrente das crises epilépticas refra-
térias.!!

Este estudo pretende, através do uso de método de
imagem por RM, avaliar e quantificar a diferenca entre
os volumes de hipocampos e tdlamos entre pacientes com
ELTM benignos e refratirios ao tratamento com drogas
antiepilépticas (DAEs).

CASUISTICA E METODOS

Foram incluidos neste estudo 51 pacientes com diag-
néstico clinico e eletroencefalografico de ELTM seguidos
no Servi¢o de Epilepsia da Universidade de Campinas.
O diagnostico de ELTM foi feito por critérios clinicos
e eletroencefalogréificos definidos pela ILAE.® Con-
sideramos controle adequado de crises (grupo benigno —
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ELTMb) a ocorréncia de no méximo trés crises parciais
ao ano, ou até uma crise generalizada ao ano relacionada
a interrupcdo ou mudanca de dose da droga antiepi-
léptica (DAE). Os individuos que ndo preencheram estes
critérios foram classificados como refratarios (ELTMr).
O foco epileptogénico foi determinado através dos dados
clinicos e registros eletroencefalogréficos ictais e inter-
ictais.

A analise do volume hipocampal e talamico foi rea-
lizada por delineamento manual dos limites anatdmicos
das estruturas, em cortes sequenciais das imagens de RM,
utilizando o software DISPLAY (Brain Imaging Center,
Montreal Neurological Institute, Canada). Este programa
permite a visualizagdo simultdnea das imagens de RM
nos planos coronal, sagital e axial. O volume das estru-
turas delimitadas é calculado automaticamente pelo
software. A fim de determinagio da variacio normal
de cada estrutura, um grupo controle composto por 23
individuos sadios também foi submetido a volumetria das
imagens de RM.

A estatistica foi realizada através do programa Systat 9.
Todas as varidveis apresentaram distribui¢do paramé-
trica. Teste-t e Anova foram utilizados para verificar as
diferengas entre os volumes em cada grupo e teste de
Pearson para avaliar a correlagfio entre volume e varidveis
clinicas.

RESULTADOS

Vinte e seis pacientes foram classificados como ELTMb
e 25 como ELTMr. Houve diferenga estatistica entre os
controles e os grupos ELTMb e ELTMr para os volumes
do talamo ipsilateral ao foco epileptogénico (ANOVA,
p=0,00004; Figura 1-A), porém, o teste Post-hoc nio
mostrou difererenca entre os grupos ELTMb e ELTMr
(p>0,05; Figura 1-A). Nido houve diferenca estatistica
entre os 3 grupos para os volumes de tdlamo contralateral
ao foco epileptogénico (ANOVA, p=0,498; Figura 1-B).

A média dos volumes hipocampais ipsi e contralaterais
dos pacientes com ELTMr foi menor do que dos
pacientes com ELTMb, porém esta diferenca nfo se
mostrou estatisticamente significativa (Teste-t de duas
mostras; hipocampos ipsilaterais: p=0,29; hipocampos
contralaterais: p=0,25).

Considerando-se todos os pacientes, houve correlagio
significativa entre a idade e o volume talAmico ipsilateral
ao foco epileptogénico (Correlagio de Pearson; p=0,002 e
r=-0,37). Houve correlacio significativa entre os volumes
do hipocampo ipsilateral e talamo ipsilateral ao foco
epileptogénico (Correlagio de Pearson, r=0,35 e p=0,004;
Figura 2-A). Nio houve correlacio entre hipocampo e
tadlamo contralaterais ao foco epileptogénico (p>0.05;
grafico 5; Figura 2-B).
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Figura 1. A: Grafico mostrando diferenca significativa entre os controles e os grupos ELTMb e ELTMr para os volumes
do tdlamo ipsilateral ao foco epileptogénico (ANOVA, p=0,00004). Ndo houve diferenga, porém, entre os grupos
ELTMb e ELTMr (Post-hoc, (p>0,05). B: Nao houve diferenga estatistica entre os 3 grupos para os volumes de talamo
contralateral ao foco epileptogénico (ANOVA, p=0,498). ELTMb: epilepsia de lobo temporal benigna; ELTMr: epilepsia
de lobo temporal refrataria; Cont: controles.

Correlacéo entre volumes talamico e hipocampal em pacientes com ELTM
A 12000 . ‘ . B 10000 2 ,
—_ © e g o
m -] e a
g T A g £ cooof B 4
E o L] E ‘.;,o &
» 10000+ a 8 ° . = °%eg0, 0 °
E=3 o » S 8000} o s -
8 9000 B o(? : ° no /;9//_ LO) = _,\%o ° © : oo“ ? .
E o Mg AEL E 7000 &% = .
T 8000f e e TE - - .
= e o % E °
/ ¢ g o© L G B
E 7000F° °, . "% i |; 6000 .
E a %s E
L 6000 LB L 2 5000 ' ' '
1000 2000 3000 4000 5000 6000 s 2000 3000 4000 5000 6000
Volume Hipocampal Ipsilateral Volume Hipocampal Contralateral

Figura 2. A: Houve correlagio significativa entre os volumes do hipocampo e talamo ipsilaterais ao foco epileptogénico
(Correlagio de Pearson, r=0,35 e p=0,004). B: Nao houve correla¢io entre hipocampo e tdlamo contralaterais ao

foco epileptogénico (p>0.05).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este estudo pretendia, através do uso de método de
imagem por RM, verificar e quantificar a diferenca entre
os volumes de hipocampos e tdlamos entre pacientes com
ELTM “benignos” e refratérios ao tratamento com DAEs.

A anilise dos dados obtidos pela segmentagio do
hipocampo demonstrou que atrofia hipocampal est4
presente em pacientes com ELTM e bom controle
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medicamentoso (ELT “benigna”) e, portanto, a presenga
de atrofia de hipocampo ndo necessariamente indica
refratariedade ao tratamento com DAEs. Apesar de ser uma
amostra pequena de pacientes, estes resultados sugerem que
devem existir outros fatores relacionados a refratariedade
na ELTM além do grau de atrofia hipocampal.

O volume do talamo ipsilateral ao foco epileptogénico
em pacientes com ELT benigna e ELT refratdria foi
semelhante, entretanto, significativamente menor que
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nos controles. Diferentemente, a estrutura taldmica

contralateral ao foco epileptogénico nio demonstrou
reducdo significativa de volume em nenhum dos grupos.
[sto sugere que a conexio, através do sistema limbico, com

estruturas responsaveis pelo foco epileptogénico levam

a danos em todo o circuito que tem contato com essas
correntes de sinapses desordenadas. Este achado estd de
acordo com a hipdtese de que atrofia é pronunciada nas

estruturas que possuem conexdes anatomicas e funcionais

mais relevantes com o hipocampo/foco epileptogénico.
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Inducao Prévia de LTP na Via CA1-Cértex Pré-Frontal
Medial de Ratos Bloqueia os Prejuizos de Plasticidade
Pré-Sinaptica Induzidos por Modelo de Psicose Pés-Ictal in vivo*
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi testar se a indugfo de potenciagio de longa dura¢do (LTP) no cértex
frontal seria capaz de bloquear os efeitos depressores sobre a plasticidade pré-sindptica da via hipocampo
(CA1)-cortex pré-frontal medial (mPFC) induzidos por pés-descarga no hipocampo (AD; atividade epiléptica)
ou pela injecdo sistémica de cetamina (KET; modelo farmacoldgico de psicose). Ratos anestesiados com uretana
receberam implantes de eletrodos de estimulacio e registro, em CAl e mPFC, respectivamente. Estimulos
elétricos monofasicos pareados foram aplicados em CA1 a cada 20s para eliciar potenciais p6s-sindpticos de
campo (P1 e P2) no mPFC. Avaliamos a plasticidade de curta duracio através da facilitagio por pulso pareado
(PPF), definida pela razdo entre as amplitudes de P2 e P1. Apés 90min de registros de linha de base, grupos
independentes de animais receberam aplicacio de AD, injecdo de KET-S(+) (12,5 mg/kg i.p.) ou injegio de
veiculo (NaCl 0,15M), e foram registrados por mais 120min. Em outro experimento registramos 30min de linha
de base e aplicamos estimulos de alta frequéncia (HFS) para indugio de LTP aos 30 e 60min. Trinta minutos
depois, os animais receberam KET, AD ou veiculo e tiveram seus potenciais corticais registrados por mais 120
min. Nossos resultados mostram que AD gera significativa redugio (-50%) da eficiéncia de transmissdo basal
na via CA1-mPFC, enquanto KET promove leve aumento (+10%). Ambos os tratamentos também promovem
prejuizo significativo da PPF na mesma via (-15%). Além disso, observamos que a indugio prévia de LTP atenua
as alteragdes da eficiéncia basal e bloqueia os prejuizos da PPF na via CA1-mPFC induzidos por KET e AD.
Nossos achados reforgam evidéncias recentes de que moduladores alostéricos positivos de NMDA e AMPA
atenuam 0s prejuizos cognitivos em modelos animais de psicose. Acreditamos, portanto, que a aplicacio prévia
de HFS na regido CA1 do hipocampo pode ser uma ferramenta ttil para melhor entendermos como prevenir
os prejuizos de plasticidade sindptica no mPFC em modelos de psicose e psicose pds-ictal.

Unitermos: psicose pos-ictal, plasticidade sinéptica, via CAl-cértex pré-frontal medial, potenciacdo de longa
duracio, pds-descarga, cetamina.

ABSTRACT

Prevention of the CA1-mPFC pre-synaptic plasticity impairments in a post-ictal psychosis model ‘in vivo’

The present work aimed to test whether the induction of cortical long-term potentiation (LTP) was able to
prevent the presynaptic plasticity impairment in the hippocampus (CA1)-medial prefrontal cortex (mPFC)
pathway induced by hippocampal after-discharge (AD; epileptic activity) or systemic injection of ketamine
(KET; pharmacological model of psychosis). Electrodes were stereotaxically positioned into CAl and mPFC
in urethane-anesthetized rats. Monophasic paired-pulses of electrical stimuli were applied to CA1 in order to
evoke field post-synaptic potentials (P1 and P2) in the mPFC every 20s. Short-term plasticity was evaluated
by measuring paired-pulse facilitation (PPF), defined as the amplitude ratio P2/P1. After 90min of baseline

*Trabalho vencedor do Prémio Aristides Ledo — XXXIV Congresso Brasileiro de Epilepsia, 06-09 de junho de 2012, Ribeirdo Preto, SP
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recordings, three independent groups of animals received hippocampal-AD, KET-S(+) (12.5mg/kg, i.p.) or
vehicle (NaCl 0.15M) followed by 120min of evoked response monitoring. In an additional experiment, two
applications of high-frequency stimuli (HFS) were given at 30 and 60min after baseline. Thirty minutes after
the second HFS, the rats received KET, AD or vehicle and their cortical evoked potentials were monitored for
further 120min. Our results showed that AD significantly decreased (-50%) whereas KET enhanced (+10%)
CA1-mPFC basal synaptic transmission. In addition, AD and KET similarly impaired short-term plasticity in
the mPFC (-15%). Interestingly, pre-induction of LTP in the mPFC prevented the PPF disruption induced by
KET and AD. Altogether, our findings support recent evidences that positive allosteric modulators of NMDA
and AMPA receptors attenuate cognitive impairments in animal models of psychosis. We believe that controlled
HEFS in CA1 can be a useful tool to better understand how to prevent synaptic plasticity disruptions observed
in experimental models of psychosis and pos-ictal psychosis.

Keywords: post-ictal psychosis, synaptic plasticity, CAl-medial prefrontal cortex pathway, long-term potentiation,

afterdischarge, ketamine.

INTRODUCAO

Virios estudos tém mostrado que a incidéncia de
psicose — perturbagio que envolve o inicio stbito de delirios,
alucinagdes, discurso desorganizado ou comportamento
amplamente desorganizado ou catatdnico — chega a ser trés
vezes maior em pacientes com epilepsia do lobo temporal
(ELT) do que em casos de epilepsia generalizada'?.
Entretanto, os mecanismos neurais responsaveis pela
ocorréncia e fenomenologia dos episédios psicéticos
em pacientes com epilepsia ainda sio pouco compreen-
didos.

A relagio entre psicose e epilepsia tem sido investigada
experimentalmente por meio, principalmente, de (1) pro-
tocolos de avaliagio comportamental em modelos animais
de epilepsia (genéticos ou induzidos)>*° e de abrasamento
limbico (kindling do hipocampo e amigdala)®?8; (2) pro-
tocolos de evocacio de pds-descargas (AD) no hipocampo’;
e (3) tratamentos agudos ou cronicos com antagonistas nao
competitivos do receptor de glutamato do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA)'°.

O modelo de AD tnica no hipocampo é considerado
uma importante ferramenta, pois induz hiperlocomogio
e movimentos estereotipados, logo que a atividade
epileptiforme cessa, reproduzindo alguns aspectos
caracterfsticos de um episddio psicético pds-ictal'l. Além
disso, o prejuizo nas fungdes do filtro sensério-motor gerado
por indugio de AD apresenta-se associado a aumento de
oscilacoes gama (30-100Hz) no hipocampo e cortex pré-
frontal medial (mPFC), como observado no modelo de
psicose induzido por cetamina (KET)!.

Os modelos de psicose gerados pela administracio
de antagonsitas glutamatérgicos como a fenciclidina
(PCP), KET ou a dizocilpina (MK-801) sdo baseados na
hipétese de hipofungio glutamatérgica da esquizofrenia'®.
Recentemente foi demonstrado que a administragio
sistémica de MK-801, além de potencializar oscilacoes
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gama'?, também ¢ capaz de alterar o perfil espectral
dentro da faixa de oscilagdes lentas (0,5-2Hz) no cértex
pré-frontal e reduzir a plasticidade sindptica de curta
duragio na via CA1-mPFC in vivo®. E interessante notar
que ambos os efeitos foram imediatamente revertidos apds
administracio de AMPAcina, um modulador alostérico
positivo de receptores AMPA. Ainda em suporte 2 hip6tese
glutamatérgica, estudos pré-clinicos com roedores tém
mostrado que a inibi¢io de transportadores de glicina (um
co-agonista do receptor NMDA) é capaz de (1) reverter
a hiperlocomocfo e o excesso de liberacio dopaminérgica,
induzidos por PCP!*, (2) potencializar a atividade do
mPFC in vivo'® e (3) reverter os prejuizos de memoria de
trabalho induzidos por KET'. Uma série de inibidores de
alta afinidade para o transportador de glicina tém sido
desenvolvidos e também testados, com sucesso, em modelos
experimentais de psicose!*, em pacientes com esquizofrenia!?
e em sujeitos sadios submetidos a administragio de KET!S.
Consistente com esses achados, alguns estudos sugerem que
a clozapina, um antipsicdtico atipico, funciona pelo menos
em parte como um agonista do sitio de glicina presente nos
receptores NMDA 4. Portanto, considerando as evidéncias
sobre o envolvimento da neurotransmissio glutamatérgica
nas alteragdes eletrofisioldgicas e comportamentais em
modelos experimentais de psicose, nosso objetivo foi
testar a hipétese de que a potencializacio sindptica de
longa duracdo (LTP) cortical é capaz de bloquear os efeitos
depressores da injecio sistémica de KET ou da aplicacio
de AD hipocampal, sobre a plasticidade pré-sindptica na
via hipocampo (CA1)-mPFC in vivo.

METODOS

Ratos Wistar adultos machos foram anestesiados com
uretana (1,3g/kg, i.p.) para implantagio estereotdxica de
eletrodos em CA1 e mPFC segundo coordenadas anatdmicas
de referéncia'’. No total, trés eletrodos foram implantados:
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(1) eletrodo monopolar de registro no mPFC; (2) eletrodo
bipolar de estimulo na regidio CA1l do hipocampo poste-
rior dorsal (com desnivel entre as pontas de 0,5 mm) e
(3) eletrodo monopolar de registro em CA1, localizado
1,5mm anterior ao eletrodo de estimulo. Estimulos
monofasicos pareados (0,2ms de duragio; intervalo inter-
estfimulos de 80ms) aplicados em CA1, a cada 20s, foram
capazes de eliciar potenciais pds-sindpticos de campo
denominados P1 e P2 no mPFC. A facilitagdo por pulso
pareado (PPF) foi definida pela razio entre as amplitudes
de P2 e P1, e foi estudada antes e depois da administracio
de AD-hipocampal, KET-S(+) (12,5 mg/kgi.p.) ou veiculo
(NaCl 0,15M i.p.).

Em resumo, apés 90min de registro de linha de base,
trés grupos independentes de animais receberam AD-
hipocampal, KET-S(+) ou veiculo e tiveram seus potenciais
monitorados por mais 120min. Para testar os efeitos da LTP
sobre a PPE, trés novos grupos de animais foram registrados
por 30min de linha de base e, em seguida, receberam
duas sessoes de estimulos em alta frequéncia (HES) aos
30 e 60min. Trinta minutos depois, cada grupo recebeu
como tratamento AD, KET-S(+) ou veiculo e tiveram
seus potenciais corticais registrados por mais 120min. A
indugio de AD-hipocampal foi realizada por um Gnico trem
de estimulos em CA1 constituido por 200 pulsos a 20Hz
(pulsos monofasicos; 1ms de duragio) com duracéo total
de 10 segundos'!. A indugido de LTP foi realizada por meio
da aplicacdo de HES, aos 30 e 60min de registro. Cada HFS
consistiu de duas séries de 10 trens (50 pulsos a 250Hz;
0,2ms de duracio; a cada 10s), separados por 10min®. A
corrente de estimulagio utilizada em todos os experimentos
foi em intensidade capaz de gerar o maior PPF nessa via
determinada a partir da curva de calibragfo'*. Para analisar
os potenciais evocados no mPFC consideramos amplitude
de P1 e P2 medidas como a distAncia entre o ponto maximo
do primeiro pico positivo e o ponto minimo do primeiro
pico negativo com laténcia de 16 a 20 ms. Esses valores
foram normalizados com relagio a linha de base, definida
como 100%. Todas as varidveis analisadas apresentaram

distribui¢do normal e, por isso, utilizamos o teste estatistico
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do
teste post hoc de Tukey.

RESULTADOS

A Tabela 1 sintetiza os principais efeitos de KET e
AD sobre a transmissdo e plasticidade pré-sindptica na
via CA1-mPFC in vivo. Nossos resultados indicam que a
injecdo sistémica de KET aumentou significativamente
a amplitude do P1 em dois momentos especificos do
experimento, de 120 a 130min e 170 a 190min [Interacio
tratamento-tempo: +10%, Sham-KET vs. Sham-SAL:
F(20, 260)=1,88, p<0.05; ANOVA de duas vias medidas
repetidas e teste post hoc de Tukey, p<0,05] sem afetar
de maneira significativa o P2 da via CA1-mPFC in vivo
(p>0,05). Em contrapartida, a indugido de AD gera uma
queda robusta de ambos, P1 [Tratamento: -50%; Sham-
AD vs. Sham-Sham: F(1, 12)=61,95, p<0,001, ANOVA
de duas vias medidas repetidas) e P2 [Tratamento: -60%;
F(1,12)=95,88, p<0,001] na mesma via. Além de robusto,
esse efeito mostrou ser sustentado, mantendo a queda inicial
dos potenciais de 50 a 60% por, no minimo, 2 horas em
relacdo ao grupo controle (teste post hoc de Tukey para P1
e P2; p<0,05). Embora KET e AD tenham efeitos bastante
distintos sobre a eficiéncia basal da via CA1-mPFC, ambos
geram prejuizo sobre sua plasticidade pré-sinaptica, medida
por PPF [Tratamento: -15%; Sham-KET vs. Sham-SAL:
F(1, 13)=39,34, p<0,001 e -13%; Sham-AD vs. Sham-
Sham: PPE F(1, 12)=6,31, p<0.05, ANOVA de duas vias
para medidas repetidas]. A Tabela 2 mostra as principais
comparacdes referentes ao segundo estudo realizado para
testar a hipétese de que a LTP seria capaz de bloquear os
prejuizos de AD e KET. Observa-se que a inducéo prévia
de LTP previne a queda dos PPF gerada por KET e AD.
Ao contrario do experimento anterior, nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos tratados com LTP+KET, AD
ou SAL [Tratamento: F(2, 20)=0,089; p=0,9; ANOVA de
duas vias para medidas repetidas].

Tabela 1. Efeitos de KET e AD sobre a eficiéncia basal e plasticidade pré-sindptica da via
CA1-mPFC. P1: amplitude do primeiro potencial evocado no mPFC apos estimulacio de CALl.
P2: amplitude do segundo potencial evocado. PPF: razio entre as amplitudes de P2 e P1.

Comparacio . AN(.)VA . Parametros Variacao
duas vias medidas repetidas

Sham-KET vs. Sham-SAL F(20, 260)=1,88; p<0.05 P1 10%
Sham-KET vs. Sham-SAL n.s. P2 n.s.

Sham-KET vs. Sham-SAL F(1, 13)=39,34; p<0,001 PPF -15%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=61,95; p<0,001 P1 -50%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=95,88; p<0,001 P2 -60%
Sham-AD vs. Sham-Sham F(1, 12)=6,31; p<0,05 PPF -13%
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Tabela 2. Efeitos indugio prévia de LTP sobre os efeitos depressores de plasticidade pré-sinaptica

induzidos por KET e AD.
= ANOVA ~ I
Comparacio duas vias medidas repetidas Pariametros Variacao
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s P1 n.s
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s P2 n.s
LTP-KET vs. LTP-SAL n.s PPF n.s.
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s P1 n.s
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s P2 n.s.
LTP-AD vs. LTP-SAL n.s PPF n.s
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A Caracterizacao do Perfil de Expressao Génica em
Larga Escala em Modelos Genéticos de Epilepsia Fornece
Elementos para Entender os Mecanismos Envolvidos
na Epileptogénese em Roedores*
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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi caracterizar e comparar o perfil genético de dois modelos de epilepsia em
roedores (Wistar Audiogenic Rat — WAR e generalized epilepsy with absence seizures — GEAS) através da anélise da
expressdo génica em larga escala. Métodos: Para a anlise do perfil de expressao génica foi utilizada a técnica de
microarranjos de DNA (microarray). Resultados: Na linhagem WAR a anélise do perfil de expressio mostrou
que dentro os genes mais hiperexpressos estd o Neurodl, envolvido com o desenvolvimento do ducto coclear.
Além desse encontramos também diferencas significativas na expressio dos genes Apbb1, Foxgl e ScnlA. Jd nos
animais GEAS os genes com maior expressdo diferencial foram aqueles relacionados com o desenvolvimento
do sistema nervoso central, além de genes envolvidos com a via da MAPK, fatores de transcri¢io, migragao
neuronal e apoptose. Conclusio: Esta andlise pode ajudar a esclarecer o mecanismo molecular subjacente que
leva a predisposicio a crises nesses animais. Até 0 momento, nossos resultados apontam para a ativagio de vias
moleculares distintas em ambos os modelos.

Unitermos: Rato Wistar audiogénico, microarranjos, modelos animais.

ABSTRACT

Gene expression profiling in genetic animal models of provide elements to unweil the molecular mechanisms
underlying epileptogenesis in rodents

Objective: The objective of this study was to characterize and compare the genetic profile of two rodent
models of epilepsy (Wistar Audiogenic Rat — WAR and rats with generalized epilepsy with absence seizures-
GEAS) using gene expression analysis Methods: We used microarray technology for gene expression analysis.
Results: The analysis of gene expression profiles in WAR showed among genes up-regulated Neurod, involved
in the development of the cochlear duct. In addition, we found significant differences in gene expression of
Apbbl, Foxgl and ScnlA. GEAS rats had differentially expressed genes related to the development of central
nervous system, as well as genes involved in the MAPK pathway, transcription factors, neuronal migration and
apoptosis. Conclusion: This study may help to clarify the underlying molecular mechanism that leads to the
predisposition to seizures in these animals. Our results indicate the activation of distinct molecular pathways
in both models.

Keywords: Wistar audiogenic rat, microarray, animal model.
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A caracterizacio do perfil de expressdo génica em larga escala ...

INTRODUCAO

A utilizagdo de modelos experimentais de epilepsia
tem contribuido para um melhor entendimento da fisio-
patologia das epilepsias seja in wvitro quanto in vivo. Nos
modelos genéticos em roedores sio geralmente necessarios
pelo menos dois fatores combinados para a ocorréncia de
crise. O primeiro seria uma predisposi¢io geneticamente
determinada [mutagio(6es) em gene(s)] resultando em uma
anormalidade em sistemas esséncias para a manutencio do
balango excitagio-inibigio no sistema nervoso central (ex.
anormalidade em neurotransmissores associados com os
sistemas colinérgico, catecolaminérgico, serotoninérgico
e/ou de aminoacidos). O segundo fator que pode ou nio
estar envolvido (dependendo da magnitude do efeito
genético), também chamado de iniciador, inclui estimulos
do meio ambiente tais como: luz intermitente, som,
hipertermia, infeccdes, alteragdes neuroquimicas endégenas
ou um desequilibrio hormonal (Jobe et al., 1981). Portanto,
para o aparecimento de uma crise epiléptica, em modelos
genéticos, é geralmente necessirio (mas nio obrigatdrio)
uma predisposi¢do inata a crise somada a um ou mais
iniciadores exégenos ou endégenos. Dentro desse modelo
¢ possivel que um animal nunca venha a sofrer uma crise
epiléptica devido i) a falta de predisposicio (genética) ou
ii) do(s) estimulo iniciador(es) (Aicardi et al., 1980).

A linhagem WAR (Wistar Audiogenic Rat) é susceptivel
a crises audiogénicas depois de estimulagdes sonoras de alta
intensidade (Garcia-Cairasco e Sabbatini, 1983; Doretto et
al., 2003; Mesquita et al., 2005; Gitaf et al., 2010). Apds
essas estimulagdes os animais apresentam crises do tipo
tOnico-clonicas generalizadas, que se caracterizam por
episddios de corridas, pulos e quedas atonicas, seguidas
de convulsio tdnica, convulsdes clonicas parciais e
generalizadas e espasmos clonicos, tais eventos fazem parte
das crises audiogénicas agudas. Apds a repeticdo continua
dos estimulos sonoros, novas 4reas do cérebro comegam
a ser integradas e os animais passam a apresentar crises
limbicas (Moraes et al., 2000).

Outro modelo genético, recentemente identificado, que
apresenta epilepsia generalizada do tipo auséncia com crises
espontineas (generalized epilepsy with absence seizures, GEAS)
(Valle, em preparagio), mostra padrio comportamental e
eletroencefalogréfico distinto de outros modelos ja descritos
(Bruno-Neto et al. 1999a,b; Nunes et al. 1999; André et al.
1999). Nesses animais, também nio foi identificado até o
momento nenhum fator iniciador para as crises.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar e
comparar o perfil genético dessas duas linhagens através da
analise da expressdo génica em larga escala. Pretendemos
com esse estudo identificar vias moleculares envolvidas nos
mecanismos de predisposicdo a epilepsia (epileptogénese)
nesses animais.
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METODOS

Foi obtido 0 RNA total de cinco WAR susceptiveis
(hipocampo e placa quadrigémia), e dois WAR resistentes,
bem como hipocampo de trés ratos GEAS e trés Wistar
controles. Para analise do perfil de expressio génica
foi utilizado o Gene Chip® Rat Genome 230 2.0 Array
(Affymetrix™), que contém 31.042 transcritos de modo a
cobrir todo o genoma transcrito do rato. Além das [Aminas
mencionadas, foram usados os kits One-Cycle Target Labeling
and Control e Hybridization Wash and Stain para a obtencéo
do ¢cDNA, cRNA, marcagio, hibridizagio, deteccio e
lavagem. A leitura dos chips foi feita através do Gene Chip
Scanner 3000 (Affymetrix™) e o processamento de dados
foi feito em ambiente R com pacotes Affy e Rank Prod do
programa Bioconductor. A anélise da representacéo génica
foi realizada através do programa DAVID e a correlagio e
a interagio de vias moleculares foram identificadas com o
programa Ingenuity Pathways Analysis.

RESULTADOS

O enriquecimento génico ontolégico identificou na
linhagem WAR genes envolvidos com o desenvolvimento
neuronal, regulacio da transmissdo sindptica, projecio
neuronal e sinalizacdo celular. As vias de sinalizagio
mais ativas foram a de desenvolvimento do ducto coclear
(gene Neurodl hiperexpresso) e receptor de sinalizagdo
GABA (gene Gabra6 hiperexpresso). Os principais genes
com a expressdo alterada e possivel papel bioldgico na
epileptogénese foram Apbbl, Foxgl e ScnlA.

Nos animais GEAS foram identificados 45 genes
expressos diferencialmente, entre eles estio aqueles
relacionados com o desenvolvimento do sistema nervoso
central, genes envolvidos com a via da MAPK, fatores de
transcrigdo, migracio neuronal e apoptose como Nrsnl,
Hspbl, Fos, Twist]l e Krtl8. As principais categorias do
enriquecimento ontolégico inclufram genes ligados a
sinalizacdo peptidica, regido extracelular e processamento
e apresentagio do antigeno. As vias de sinalizacio mais
ativadas foram as denominadas como doencas do sistema
enddcrino, doencas gastrointestinais, ciclo celular e
desenvolvimento do sistema nervoso, as quais incluem os

genes, Prlr, Hspb1, Igfpb2, CD74 e Fos.

DISCUSSAO

Nossos resultados indicam algumas vias moleculares e
gene de interesse diferencialmente expressos nos modelos
estudados. Entre eles podemos destacar o gene Foxgl
(Forkhead Box G1) que tem sua expressio aumentada
(foldchange = 2,8583) vezes na placa quadrigémea dos
animais WAR susceptiveis em comparagio com os
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controles. Interessantemente, em publicacio recente
Brunetti-Pierri (2011), relatou que duplicagio na regido
cromossdmica onde o homélogo humano desse gene est4
localizado produz manifestacdo clinica caracterizada por
déficit cognitivo e epilepsia, sendo que em alguns casos o
diagnéstico sindrdmico foi de sindrome de Rett. Outro gene
que deve ser discutido é o Beta2/Neurodl, que também se
encontra com a expressio aumentada em WAR quando
comparado com o grupo controle (foldchange =1,8166).
Este tem sido envolvido com neurogénese, diferenciacdo e
manutencio neuronal (Cho and Tsai, 2004).

Nos animais GEAS observou- se que o gene Fos (FB]
osteosarcoma oncogene) estd com a expressio alterada no
hipocampo (foldchange = -16,035). E digno de nota que
Kovacs e cols. (2007), trabalhando com a linhagem de
ratos Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/Rij), também
considerada um modelo genético de epilepsia auséncia
obervou alteragdes na expressdo do gene Fos.

CONCLUSAO

Acreditamos que o tipo de anélise global realizada aqui
pode ajudar a esclarecer de maneira mais compreensiva o
mecanismo molecular subjacente que leva a predisposicio
a crises nesses animais. Vias identificadas em nosso
estudo podem ser subsequentemente estudadas mais
profundamente. Além disso, a interacio entre os diversos
mecanismos moleculares identificados podem fornecer
um panorama mais realista da complexidade envolvida na
epileptogénese. E interessante notar que nossos resultados
apontam claramente para ativagio de vias moleculares
distintas nos modelos estudados.
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Hippocampal Proteomic Profile in Temporal Lobe Epilepsy*
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ABSTRACT

In this study we used proteomics approaches to obtain the protein profile of human epileptic hippocampi (N=06)
and control hippocampi obtained from autopsy (N=6). We used two-dimensional gel electrophoresis (2-D)
coupled to HPLC and Mass spectroscopy (MALDI-TOF) to identify proteins differentially expressed. Nine
proteins were differentially expressed comparing the hippocampus of patients with the hippocampus of control.
Proteins that were increased in the hippocampus of patients with TLE were: isoform 1 of serum albumin, HSP 70,
dihydropyrimidinase-related protein 2, isoform 1 of myelin basic protein, proton ATPase catalytic subunit A, and
dihydrolipoyllysine-residue acethyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex. The expression
of isoform 3 of spectrin alpha chain (fodrin) was down-regulated while the proteins glutathione S-transferase
P and the DJ-1 (PARK?7) were detected only in the hippocampus of patients with TLE. Taken together, our
results provide evidence supporting a direct link between metabolic disturb and oxidative damage related
to pathophysiology of TLE. Besides, indicates biomarkers for further investigations as therapies targeted to
epilepsy.

Keywords: temporal lobe epilepsy, hippocampus, proteomics, biomarkers.

RESUMO

Perfil protedmico hipocampal em epilepsia do lobo temporal

No presente estudo empregou-se 0 método de protedmica para obter a expressio diferencial de proteinas em
hipocampo de pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT) (N=6) comparado a hipocampos controle
obtidos por meio de autépsia (N=6). O estudo foi feito por meio de eletroforese bidimensional, acoplada a
HPLC e espectroscopia de massa. As protefnas que tiveram expressio aumentada no hipocampo de pacientes
com ELT foram: isoforma-1 da soroalbumina, HSP70, diidropirimidinase-2, isoforma-1 da proteina bésica da
mielina, subunidade catalitica A da préton ATPase, glutationa S-transferase B, proteina DJ-1 (PARK7), e
residuo diidropolilisina do componente acetil-transferase do complexo da piruvato desidrogenase. A expressio
da isoforma-3 da cadeia alfa da espectrina (fodrina) foi menor no hipocampo de pacientes com epilepsia do lobo
temporal e as protefnas glutationa S-transferase P e PARK7 foram detectadas somente no tecido epiléptico.
Assim, nossos resultados trazem evidencias sobre a direta relacio entre disttirbio metabélico e dano oxidativo
na patofisiologia da ELT. Além disto, o estudo indica biomarcadores para futuras investigagdes como alvos
terapéuticos para epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia do lobo temporal, hipocampo, protedmica, biomarcadores.
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BACKGROUND AND PURPOSE

Epilepsy is a chronic disorder characterized by repeated
seizures resulting from abnormal activation of neurons in
the brain. There are some studies analyzing gene expression
in epilepsy. However there is a lack of studies evaluating the
regulation of the gene expression, in post-transcriptional or
post-translational level, and these data are very important
to elucidate the identify proteins which are involved in
the pathophysiology of epilepsies. We have used proteomic
approaches to investigate the expression of soluble
proteins in the hippocampi of patients with temporal lobe

epilepsy.
MATERIAL AND METHODS

Human tissue

All experiments were performed under approval from
the Institutional Ethics Committee of the Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Patients with intractable
epilepsy were submitted to standard cortico-amygdalo-
hippocampectomy at the Hospital of Sdo Paulo (UNIPETE/
SPDM-UNIFESP). Selected patients (N=6) had detailed
anamnesis, video-EEG recordings and MRI studies and after
these procedures the epileptogenic zone was delineated.
Control hippocampi were obtained from brains showing
no evidence of pathology on the basis of gross and routine
histological examination removed from autopsies made by
a pathologist from Dept. Pathology, Incor/FMUSP.

Sample preparation

Hippocampi were mixed with homogenization
buffer consisting of 7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v)
CHAPS, 10 mM DTT, ImM EDTA, ImM PMSE
0.2mM Na,VO; and 1mM NaFE After sonication on an
ice bath, the suspension was centrifuged at 12000 X g for
40 min at 4°C. The protein content of the supernatant was
determined by using the Bradford method.

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE)

Five hundred micrograms of protein from each sample
were used for 2-DE. 17 cm linear pH 3-10 IPG strips
(BioRad Laboratories, Hercules CA, USA) were used for
the first dimension. Isoeletric focusing was performed by
using a Protean IEF cell (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Focusing was started at 100 V, and after the
voltage was gradually increased to 8 kV in a linear mode
during 150 min and, finally, 8.000 V was applied until 45
kVh was reached. The equilibrated strips were then placed
onto second dimension 12% SDS-PAGE gels. The SDS-
PAGE was conducted in a standard Tris-Glycine-SDS
buffer in Protean II xi Cell (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA) at a constant current setting of 20 mA/gel for
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1h, then at 60 mA/gel until the end. Gels were stained by
Coomassie method (Candiano et al., 2004).

Image analysis and determination of
proteome differences

Stained gels were scanned by a GS-800 calibrated
densitometer (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA)
and PDQuest 2D-gel analysis software (Version 8.0.1,
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) was used to match
and analyze visualized protein spots among differential gels
in order to compare protein content between TLE samples
and control (N=6/group). Normalized density values were
used for comparisons, and spots exhibiting at least 2 fold
increases or decreases were identified by mass spectrometry.

In-gel digestion

Excised protein spots were subjected to in-gel trypsin
digestion for 20 min at room temperature. The reaction was
stopped by adding 50 ul of a solution of trifluoroacetic acid
(TFA) at 0.1%. The samples were dehydrated in a vacuum
centrifuge and resuspended in 0.1% TFA until ready to be
applied to LC-ESI-MS/MS analysis.

Nano-LC-ESI-MS/MS analysis

An aliquot (4.5 ul) of digested proteins was inject
by analytic column C18, 1.7 um, BEH 130 RP-UPLC
(nanoAcquity UPLC, Waters) coupled with nano-
electrospray tandem mass spectrometry on a Q-Tof Ultima
API mass spectrometer (MicroMass/Waters). The gradient
was 0-50% acetonitrile in 0.1% formic acid over 45 min.
Databases searches for peptide identification from LC
MS-MS experiments were done with Mascot Distiller
v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science, Boston, MA) using
carbamidomethyl-cys as fixed modification, lysine and/
or arginine methylation, lysine acetylation, methionine
and/or tryptophan oxidation as variable modification
and 0.1Da MS and MS/MS fragment tolerances. Proteins
were identified by searching a Homo sapiens protein
database.

STATISTICS

All data were presented as means +=SD and analyzed
by Student’s t-test. Statistical significance was defined as

p<0.05.

RESULTS

In total, twelve 2-DE gels corresponding to 6 patients
and 6 controls were analyzed simultaneously and matched
in the same set. We detected approximately 192-269 spots in
each gel. The image analysis revealed 215+21 spots in the
patients, and 23732 in the control. When 2-DE patterns
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Figure 1. Two-dimensional gel electrophoresis patterns of
hippocampus of control (A) and TLE (B) groups (N=6/group).

of the groups were compared 16 spots were differentially
expressed between control and epileptic groups.

The Figure 2 describes unique and overlapping
proteins with significant difference between the groups. In

the epileptic group 6 spots were up-regulated and 3 were
present only in this group. In the control group 2 spots were
up-regulated and 5 were found only in this group.

As shown in Table 1, a total of nine distinct proteins
were finally identified with ESI-Q-TOF MS and MS/
MS analysis. Identified proteins were: isoform 1 of
serum albumin, HSP 70, dihydropyrimidinase-related
protein 2, isoform 1 of myelin basic protein, isoform 3 of
Spectrin alpha chain, proton ATPase catalytic subunit A,
glutathione S-transferase B} protein DJ-1 (PARK7), and
dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component
of pyruvate dehydrogenase complex. The expression of
Spectrin was down-regulated in the hippocampi of patients
with temporal lobe epilepsy. Glutathione S-transferase
P and PARK7 were detected only in epilepsy. All other
proteins were up-regulated in epilepsy. Table 2 shows the
principal cellular and molecular functions related to the
identified proteins.
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Figure 2. Two-dimensional

gel electrophoresis analysis

for the validation of protein
expression differences between
control and TLE groups.

In A: up-regulated spots in the
TLE are shown as filled arrows
(6), marked with dotted arrows
J are the spots detected only

in the control group (5), and
marked with arrows with square
tip are the spots up-regulated
in the control group (2).

In B: marked with arrows are
the spots detected only in the
epileptic group (3). Significance:

E !

=2 fold change, t-test, p<0.05.

Table 1. Protein differentially expressed in the hippocampus of patients with TLE.

1P Protein name MW Changes
5.92  Isoform 1 of Serum albumin — ALB 71317 4t
5.56  Heat shock-related 70 kDa protein 2 — HSPA2 70263 1

8.2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 — DPYSL2 77912 f
9.79  Isoform 1 of Myelin basic protein — MBP 33097 1‘
5.21  Isoform 3 of Spectrin alpha chain, brain — SPTAN1 282906 &4
5.35  V-type proton ATPase catalytic subunit A— ATP6VIA 68660 f
5.43  Glutathione S-transferase P — GSTP1 23569 +
6.33  Protein DJ-1 — PARK7 20050 +
7.96  Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial - DLAT 69466 1

MW: molecular weight; IP: isoelectric point.

All identifications met statistical confidence criteria according to MASCOT and NCBI scoring schemes (p<0.05).
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Table 2. Cellular and molecular functions of identified proteins.

Protein name

Function

Isoform 1 of Serum albumin — ALB

Regulation of the colloidal osmotic pressure of blood.

Major zinc transporter in plasma.

Heat shock-related 70 kDa protein 2 — HSPA2
Dihydropyrimidinase-related protein 2 — DPYSL2

Chaperone.

Necessary for the remodeling of the cytoskeleton after injury.

Plays a role in axon guidance, neuronal growth cone collapse and cell migration.

Isoform 1 of Myelin basic protein — MBP

Strutural constituent of myelin sheath. It has a role in both its formation and stabilization.

The smaller isoforms might have an important role in remyelination of denuded axons in
multiple sclerosis.

Isoform 3 of Spectrin alpha chain, brain — SPTAN1

Interacts with calmodulin in a calcium-dependent manner.

Candidate for the calcium-dependent movement of the cytoskeleton at the membrane.

V-type proton ATPase catalytic subunit A— ATP6VIA

Responsible for acidifying a variety of intracellular compartments in eukaryotic cells.

It may participate in maintenance of cytoplasmic Ca?* homeostasis.

Glutathione S-transferase P— GSTP1
electrophiles.

Protein DJ-1 — PARK7
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase

component of pyruvate dehydrogenase complex,
mitochondrial - DLAT

Conjugation of reduced glutathione to exogenous and endogenous hydrophobic

Protects cells against oxidative stress and cell death.

Catalyzes the overall conversion of pyruvate to acetyl-CoA and CO,.
It contains multiple copies of three enzymatic components: pyruvate dehydrogenase (E1),
dihydrolipoamide acetyltransferase (E2) and lipoamide dehydrogenase (E3).

The function of each protein was identified using the UniProt database.

CONCLUSIONS

Taken together, our results provide evidence supporting
a direct link between metabolic disturb and oxidative
damage to the pathology of TLE. Besides, indicates
biomarkers for further investigations as therapies targeted at
epilepsy. The DPYSL2 a protein that is up-regulated in the
hippocampus of epileptic patients with pharmacoresistant
seizures has been associated with psychiatric disorder such
as schizophrenia. Further studies are needed to elucidate
whether this protein represent a link between TLE and
psychiatric disorder or is only an independent mechanism.
Reduction in fodrin expression is other important data
from this study. Fodrin plays an important role in anchoring
NMDA receptors in the membrane and disturbances in
the expression of this protein may cause changes in the
electrophysiological functioning of the receptor.
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ABSTRACT

Background: MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules (21-24 nt) that negatively regulate gene
expression, either by repression of translation or by degradation of messenger RNA. These molecules are involved
in many important processes including cell differentiation, neurogenesis, formation of nervous system and
others. Mesial temporal lobe epilepsy and epilepsy caused by cortical dysgenesis are among the leading causes
of drug resistant epilepsy. Objectives: The objectives of this study were to characterize the expression profile
of miRNAs and to investigate their regulation in mesial temporal lobe epilepsy (MTL) and in focal cortical
dysplasias (FCDs). Methods: Total RNA was extracted from hippocampal and neocortical tissue, maintained
in paraffin or fresh-frozen, from patients who underwent surgery for seizure control. For comparison we used
tissue obtained from autopsy. RNA was extracted and used in real time PCR reactions (157 miRNAs analyzed)
or microarray chips (847 miRNAs analyzed). Results: Bioinformatics analyzes identified three miRNAs with
expression significantly different in patients with MTLE: let-7d, miR-29b and miR-30d; while in patients with
FCDs we found 23 microRNAs differentially expressed. In addition, we found that different pathological forms
of had different molecular signatures. Conclusions: The possible genes regulated by miRNAs with differential
expression in tissue with mesial temporal sclerosis (MTS) are mainly related to neurogenesis and apoptosis.
While in DCFs they were predominantly related to cell proliferation and migration. Our results demonstrate
the importance of miRNA regulation the in molecular processes that lead to the lesions present in the MTS
and the FCDs.

Keyword: epilepsy, microRNA, gene expression.

RESUMO

Perfil de express@o microRNAs em epilepsia: revelando novos mecanismos moleculares

Introdugao: MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA (21-24 nt) que regulam negativamente
a expressdo génica, seja pela repressio da traducido ou pela degradagio do RNA mensageiro. Essas moléculas
estdo envolvidas em muitos processos importantes incluindo diferenciagio celular, neurogénese, formagio do
sistema nervoso entre outras. A epilepsia de lobo temporal mesial e as epilepsias causadas por disgenesias corticias
estdo entre as principais causas de refratariedade ao tratamento medicamentos nas epilepsias. Objetivos:
Os objetivos desse trabalho foram elucidar o perfil de expressio dos miRNAs e investigar a regulacio dos
mesmos na epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM) e nas displasias corticais focais (DCFs). Métodos: RNA
total foi extrafido de tecidos de hipocampo e de neocértex, tanto congelados fresco como em parafina, de
pacientes que se submeteram a cirurgia para controle das crises. Para comparagfo utilizamos tecidos equivalentes
provindos de autépsia. Para a anélise da expressio dos miRNAs, o RNA extraido foi utilizado em reagdes de PCR
em tempo real (157 miRNAs analisados) ou em chips de microarranjos (847 miRNAs analisados).

* Trabalho concorrente ao Prémio Aristides Ledo no XXXIV Congresso Brasileiro de Epilepsia — 06-09 de junho de 2012, Ribeirdo Preto, SR
** CInAPCe — Cooperagio Interinstitucional de Apoio a Pesquisa sobre o Cérebro.
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Resultados: Anilises de bioinformatica identificaram trés miRNAs com expressdo significantemente alterada
em pacientes com ELTM: let-7d, miR-29b e miR-30d; enquanto nos pacientes com DCFs foram encontrados
23 microRNAs diferencialmente expressos, sendo que o padrio de expressio foi diferente em diferentes formas
histopatoldgicas de DCFs. Conclusédes: Os possiveis genes regulados pelos miRNAs com expressio alterada
nos tecidos com esclerose mesial temporal (EMT) estao relacionados principalmente com neurogénese e
apoptose. Enquanto que nas DCFs estes estdo predominantemente relacionados a proliferagio e migragio
celular. Nossos resultados demonstram a relevancia da regulagio por miRNAs nos processos moleculares que
culminam com a formacio das lesdes presentes na EMT e nas DCFs. A complexidade dessa regulacio comeca
agora a ser desvendada e pode resultar nfio s6 na elucidacdo dos processos biol6gicos envolvidos, como também
na identificacdo de biomarcadores de potencial uso clinico nas epilepsias.

Unitermos: epilepsia, microRNA, expressio.

INTRODUCAO

A epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM) e as
epilepsias causadas pelas malformagdes corticais, como a
displasia cortical focal (DCF) sdo uma das principais causas
de refratariedade das crises ao tratamento medicamen-
toso. Na ELTM o principal achado histopatolégico é a
esclerose mesial temporal (EMT) que é caracterizada
por perda neuronal e gliose (Wieser, 2004). As DCFs séo
malformagdes dentro de um espectro de anormalidades da
estrutura laminar do cértex, associadas com caracteristicas
citopatoldgicas que incluem neurdnios gigantes, dismérficos
e células em formato de balao (Guerrini, et al., 2008). E
grande a proporgio de pacientes refratarios ao tratamento
medicamentoso com drogas antiepiléticas presentes no
grupo daqueles com ELTM e com DCFs (Mathern, 2009).
Esses pacientes sdo candidatos ao tratamento cirtrgico
que inclui a remogio das dreas lesadas (estruturas mesiais
do lobo temporal ou neocortex). Assim, permanece como
desafio nessas duas etiologias de epilepsia refratéria, o de-
senvolvimento de novas terapias para o controle efetivo das
crises, sem aumentar o risco de novos déficits neurolégicos.
Isso envolve conhecer os mecanismos moleculares dessas
etiologias e a busca por novos métodos diagndsticos que
sejam menos invasivos, mais informativos e eficientes.

Nesse contexto, os microRNAs (miRNAs) tém sido
utilizados como biomarcadores tanto para fins de diagnéstico
e progndstico, como para orientar decisdes terapéuticas
em vdrias doencas (Hui, 2011). Isso porque essa nova
classe de pequenos RNA (21-24nt) néo codificadores estd
envolvida na regulagio fina de varios processos bioldgicos
centrais, além de se apresentarem estéveis, reprodutiveis e
biodisponiveis na fracio plasmatica circulante (Huachun,
2011). MiRNAs regulam negativamente a expressio génica
apds a transcrigio, através da inibigdo da tradugio ou da
degradagio do RNA mensageiro dos genes alvos (Bartel,
2004). A complexidade da regulacio génica mediada pelos
miRNAs pode ser verificada pelo grande ndmero de genes
que ¢é alvos dessas moléculas (Lewis et al., 2005). Estudos
in silico indicam que pelo menos 30% dos genes humanos
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sejam alvos dos miRNAs (Bartel, 2004). Os miRNAs estdo
envolvidos em vérios processos bioldgicos essenciais, tais
como diferenciagio celular, desenvolvimento embrionario
e formagio do sistema nervoso central (Dogini et al., 2008;
Vo et al., 2010), além de ser peca chave na regulacio pos-
transcricional de processos bioldgicos complexos tais como
a neurogénese (Shi et al., 2010).

OBJETIVOS

Caracterizar o perfil de expressio de miRNAs,
identificando miRNAs diferencialmente expressos na
epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM) e nas displasias
corticais focais (DCFs). Pretendemos com isso apontar
possiveis microRNAs candidatos a biomarcadores na
ELTM e nas DCFs.

MATERIAL E METODOS

RNA total foi extraido de quatro amostras de tecido
com EMT retirados de pacientes com ELTM refratdria ao
tratamento clinico. Como tecido controle, foram utilizadas
amostras de quatro hipocampos de obtidos por autépsia.
Os miRNAs e os genes candidatos foram quantificados
por PCR em tempo real com o kit TagMan™ microRNA
assays (Applied Biosystems) e foram quantificadas as
expressoes de 157 miRNAs. Além disso, RNA total foi
extraido com Recover AIITM kit (Ambion) de tecidos
mantidos em parafina da regido do cértex cerebral obtido
cirurgicamente para o tratamento de crises refratarias de
nove pacientes com DCF (quatro pacientes com DCF tipo
[Ia e cinco pacientes com tipo DCF IIb). Como controle
também foi utilizado tecido cortical de autépsia (n=5).
A integridade do RNA das amostras foi avaliada pela
Agilent Chip Pico RNA Kit e Bio-Analyzer. A expressio
dos miRNAs foi avaliada pela plataforma Affymetrix Gene
Chip miRNA Array. Correcio de background, sumarizagio
e normalizacfo foram realizadas através do algoritmo RMA.
A expressio diferencial dos miRNA foi analisada utilizando
o programa RankProd (FDR p<0,05).
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RESULTADOS

Ap6s a andlise de bioinformatica, identificamos trés
miRNAs com expressio significativamente diferente no
tecido de pacientes com ELTM. Estes foram let7d e miR-
29b que tiveram sua expressio aumentada nos pacientes
e o miR-30d que apresentou expressio diminuida nos
pacientes em relagio aos controles. Para validagio biolégica
dos genes possivelmente regulados por esses microRNAs,
prosseguimos o estudo com a avaliacio da expressio desses
genes no mesmo tecido. Esses resultados mostraram que o
provavel gene alvo regulado pelo let7d — NMEG6 (inibidor
de p53) e o alvo para miR-29b — MCL-1 (anti-apoptdtico
da familia do BCL-2), realmente tiveram sua expressio
diminuida nas amostras de pacientes em relacio ao tecido
controle, validando o mecanismo putativo de regulagio
génica pelos miRNAs identificados. No entanto, o gene
SON, provével alvo do miR30d nio apresentou diferenga
de expressdo significativa.

Nos tecidos com DCE nossas andlises identificaram
23 miRNAs diferencialmente expressos quando foram
comparados os pacientes e o grupo controle. Além disso,
quando o grupo DCF tipo Ila e IIb foram comparados
encontramos seis tipos de miRNA diferencialmente
expressos entre os dois grupos. Entre eles, observamos uma
significativa regulacio de vérios elementos pertencentes ao

cluster miR-17~92.

CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo analisando o perfil de expressio
de varios miRNAs na ELTM e nas DCFs. N6s identificamos
miRNAs com expressdo alteradas nos tecidos com EMT
(let-7d, miR-30d e miR-29b), os quais regulam vérios genes
de acordo com anélises de bioinformatica. Nés validamos
experimentalmente genes alvos relacionados aos miRNAs
identificados na ELTM: NMEG6 (alvo do let-7d) e MCL-1
(alvo do miR-29b). NME6 codifica a nucleosideo difosfato
quinase 6, um membro da familia de proteinas NM23 que
estd envolvido com progressdo tumoral e metdstase bem
como com regulacio da apoptose (Chow et al., 2006).
MCL-1 codifica a proteina de diferenciagio celular na
leucemia mieléide, que tem também um papel relevante
na apoptose através da regulagdo pelo préprio miR-29b
(Zhang et al., 2010).

J4 nossos resultados com os tecidos com DCFs mos-
traram a expressdo diferenciada do cluster miR-17~92.
Este cluster é conhecido por contribuir para a regulacdo
da transcricdo na diferenciacio de células tronco, no
envelhecimento (Olive et al., 2010), assim como o ajuste
fino de vias envolvidas na diferenciagio neuronal. Além
disso, identificamos uma assinatura molecular diferente na
expressio de miRNAs em subtipos distintos de DCE
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Nossos resultados demonstram a relevancia da regu-
lacdo por miRNAs nos processos moleculares que cul-
minam com a formacdo das lesdes presentes na EMT e
nas DCFs. A complexidade dessa regulagio comega agora
a ser desvendada e pode resultar nio s6 na elucidacio
dos processos biolégicos envolvidos, como também na
identificacio de biomarcadores de potencial uso clinico
nas epilepsias.
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RESUMO

Objetivos: O propésito deste estudo foi ampliar o conhecimento acerca da aplicabilidade clinica do teste genético
em SCNI1A para fenétipos graves do espectro da epilepsia generalizada com crises febris plus por meio de triagem de
mutacdes em pacientes com sindromes de Dravet e de Doose e estabelecimento de correlagdes gendtipo-fendtipo.
Métodos: A triagem de mutacdes em SCNIA foi realizada em 15 pacientes com sindrome de Dravet e em 13 com
sindrome de Doose. Oito algoritmos de predi¢io foram utilizados para analisar o impacto das mutagdes na provavel
fungfo proteica. Além disso, todas as mutagdes em SCNIA previamente publicadas foram compiladas e analisadas.
A técnica de Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) também foi usada para detectar variagdes no
ntmero de cépias em SCN1A. Resultados: Doze mutacdes foram identificadas em pacientes com sindrome de Dravet,
enquanto pacientes com sindrome de Doose nio apresentaram mutagdes. Nossos resultados mostram que mutagdes
missense sdo as mais comuns, e estdo localizadas predominantemente nas regides do poro e por¢des C- e N-terminal
da protefna. Ndo foram identificadas alteragces no nimero de cépias de SCN1A em nossa casuistica. Conclusdes: O
teste genético em SCN 1A ¢ de utilidade clinica para pacientes com sindrome de Dravet, mas nio para os com sindrome
de Doose, pois ambas as sindromes parecem nio compartilhar a mesma base genética. Nossos resultados indicam que
mutacdes missense podem causar fendtipos graves dependendo da localizacio e do tipo da substituigio do aminodcido.
Além disso, a anélise de predi¢ao utilizando mdltiplos algoritmos computacionais foi eficaz para a maioria das mutagdes.

Unitermos: teste genético, mutagdes, canal de sédio.

ABSTRACT

Genotype-Phenotype correlation in Dravet Syndrome with SCN1A mutation increase efficiency of molecular
diagnosis

Objectives: The purpose of this study was to advance the knowledge on the clinical use of SCNIA testing for severe
epilepsies within the spectrum of generalized epilepsy with febrile seizures plus by performing genetic screening in
patients with Dravet and Doose syndromes and establishing genotype-phenotype correlations. Methods: Mutation
screening in SCNIA was performed in 15 patients with Dravet syndrome and 13 with Doose syndrome. Eight
prediction algorithms were used to analyze the impact of the mutations in putative protein function. Furthermore, all
SCNIA mutations previously published were compiled and analyzed. In addition, Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA) technique was used to detect possible copy number variations within SCNIA. Results: Twelve
mutations were identified in patients with Dravet syndrome, while patients with Doose syndrome showed no mutations.
Our results show that the most common type of mutation found is missense, and that they are mostly located in the
pore region and the N- and C-terminal of the protein. No copy number variants in SCNIA were identified in our
cohort. Conclusions: SCN1A testing is clinically useful for patients with Dravet syndrome, but not for those with
Doose syndrome, since both syndromes do not seem to share the same genetic basis. Our results indicate that indeed
missense mutations can cause severe phenotypes depending on its location and the type of amino-acid substitution.
Moreover, our strategy for predicting deleterious effect of mutations using multiple computation algorithms was
efficient for most of the mutations identified.

Keywords: genetic testing, mutations, sodium channel.
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Correlagdes entre o gendtipo e o fenétipo na sindrome de Dravet ...

INTRODUCAO

A epilepsia generalizada com crises febris plus
compreende um espectro clinico de fenétipos que inclui
sindromes mais graves como as de Dravet e de Doose!.
Estudos moleculares permitiram a identificagio de
mutacdes no gene que codifica a subunidade al do canal
de sodio voltagem-dependente neuronal (SCNIA) em
pacientes com fenétipos desse espectro?’.

O teste genético em SCN1A ¢ considerado o de maior
aplicabilidade clinica dentre os genes identificados nas
diferentes sindromes epilépticas!. No entanto, ainda h4
controvérsias quanto ao uso clinico desse teste molecular
e A possivel correlagio das mutacdes encontradas e os
diferentes fenétipos®.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi ampliar o
conhecimento acerca da aplicabilidade clinica do teste
genético em SCNIA para fendtipos graves do espectro de
GEFS+ por meio de triagem de mutagdes em pacientes
com sindromes de Dravet e de Doose. Além disso,
pretendemos estabelecer correlacio gendtipo-fenétipo,
utilizando muiltiplos algoritmos para predi¢io de mutagoes
deletérias e andlise comparativa com mutagdes previamente
descritas na literatura, para fins de validagdo do método
computacional de analise escolhido.

METODOS

Pacientes

Foram incluidos neste estudo 15 pacientes diagnos-
ticados com sindrome de Dravet e 13 com sindrome de
Doose, todos niao aparentados. A caracterizacio clinica
dos pacientes estudados foi realizada de acordo com as
diretrizes propostas pela International League Against Epilepsy
(ILAE), por meio de exames neurolégicos, avaliagio do
histérico de crises, registros eletroencefalograficos (EEG)
e neuroimagem. Todos os responsaveis pelos pacientes
assinaram o termo de consentimento esclarecido aprovado
pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP,

Triagem de mutacdes

O DNA utilizado nas analises moleculares foi obtido
a partir de amostras de sangue periférico, utilizando-se o
protocolo de extragio com fenol-cloroférmio. Os 26 éxons
codificantes do gene SCN1A foram amplificados por meio
da reagio da cadeia da polimerase (PCR) e submetidos a
triagem pela técnica de denaturing high-performance liquid
chromatography (DHPLC) ou sequenciados diretamente no
aparelho ABI 3500xL. As amostras analisadas por DHPLC
que apresentaram perfis cromatograficos alterados foram
submetidas ao sequenciador automatico no equipametno

MegaBACE 1000.
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Analises computacionais

Foram utilizados oito algoritimos computacionais
para estimar o potencial deletério das alteragdes que
resultam em troca de residuo de aminoécido na protefna
codificada: SIFT®, Polyphen 17 and 28, Pmut®, MutPred'®,
PhD-SNP!'', SNAP!? and SNP&GO?"U. Essas analises
levam em consideragido as diferengas fisico-quimicas
entre o amino4cido original e o alterado, além da posicio
da alteracdo na proteina e o nivel de conservacio entre
sequéncias homoélogas.

Compilagio e analise de mutagdes previamente descritas

Todas as mutagdes previamente descritas na literatura
no gene SCN 1A para ambos os fenétipos estudados foram
compiladas e analisadas quanto a sua provavel localizacio

N

na protefna e submetidas a predi¢do de efeito deletério

utilizando os algoritmos descritos acima.

Detecgio de variagdes em nimero de copias

Andlises por Multiplex Ligation-Dependent Probe Ampli-
fication (MLPA) foram realizadas para detectar variacoes no
ntmero de cépias de segmentos maiores que 1Kb envolvendo
o gene SCNIA. Foi utilizado o kit SALSA MLPA P137-2,
e as amostras foram submetidas a aletroforese capilar nos

equipamentos MegaBACE 1000 e ABI 3500xL.

RESULTADOS

A triagem de mutagdes no gene SCN1A revelou doze
alteragdes potencialmente deletérias em nosso estudo,
perfazendo 80% dos pacientes com sindrome de Dravet
(12/15). Em contraste, nenhuma mutagio foi encontrada
em pacientes com sindrome de Doose (0/13). Nossos
resultados mostraram que seis mutagdes sdo do tipo missense
(50%), trés estdo em sitios de splice (25%), duas sdo do
tipo frameshift (17%) e uma ¢ a delecio de um tripleto
(8%). Segundo a predigio de efeito deletério utilizando os

oito algoritmos, todas as seis mutagdes que resultam em
troca de aminodcido (c.829T>C, c.971A>C, c.2360T>G,
c.4093G>T, c.5178G>T e c.5434T>C) foram consi-
deradas patogénicas. As trés alteracdes localizadas em
sitios doadores de splice (IVS2+1A>G, [VS4+1G>A e
IVS8+3G>T) podem induzir ao processamento aberrante
do RNA mensageiro, comprometendo a estrutura e
fungio da proteina. A inser¢io ¢.3719 3720insGATA e
a delecdo c¢.1242delA promovem alteragdo na matriz de
leitura e geracio de um cédon prematuro na sequéncia
protéica, o que resultaria em uma proteina truncada, caso
seja codificada. Por fim, a dele¢do ¢.5489 5491delAGT
promove a substitui¢do de dois residuos de aminoacidos
por outro distinto. No foram identificadas alteracdes no
nidmero de copias de SCNIA em nossa casuistica.



Gonsales MC, Preto B Montenegro MA et al.

A compilagio de mutagdes descritas na literatura em
SCNIA revelou um total de 518 alteracoes nucleotidicas
e 32 variacdes de ndmero de copias nos pacientes com
sindrome de Dravet, enquanto apenas duas alteracoes
foram encontradas em pacientes com sindrome de Doose
tipica. Mutagdes que alteram residuo de aminoécido séo
as mais frequentes em sindrome de Dravet (44%), com
predominancia nas regides de formacdo do poro e nas
por¢des C- e N-terminal da protefna, como também
observado em nossa casufstica. A andlise de predicio
utilizando muiltiplos algoritmos foi eficaz para a maioria
das mutagoes, embora houvesse um menor consenso entre
0s programas para substituicdes presentes em segmentos
proteicos extramembrana.

DISCUSSAO

A alta frequencia de alteracdes potencialmente
deletérias em SCNIA nos pacientes com sindrome de
Dravet (80%) indica que o teste genético para fins clinicos é
altamente recomendavel em individuos com esse fenétipo.
No entanto, apesar de fazer parte do mesmo espectro
clinico, nossos dados sugerem que a sindrome de Doose
nio compartilha a mesma base genética da sindrome
de Dravet. Sendo assim, o teste ndo seria indicado para
pacientes com sindrome de Doose, visto que apenas
duas mutagdes foram identificadas em casos tipicos até o
momento mesmo depois de compilada toda a literatura
mundial sobre o assunto.

Nossos resultados, consistentes com a analise
conjuntas das 518 mutagdes previamente descritas na
literatura, mostram uma predominincia de mutacdes
missense. Estas foram anteriormente consideradas presentes
exclusivamente em fendtipos mais brandos', o que nio é
evidenciado pelos dados apresentados no presente trabalho.
Essas substitui¢oes envolvem aminodcidos conservados
evolutivamente e localizados em regides funcionalmente
cruciais da protefna, enquanto as outras alteracdes estio
distribuidas ao longo da mesma. Esse resultado demonstra
claramente que mutacdes missense também podem causar
fenotipos graves, dependendo das diferengas fisico-
quimicas entre os aminoécidos trocados e da localizacdo
da substitui¢io na proteina codificada.
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Nossa estratégia de predigio de efeito deletério utili-
zando miltiplos algoritmos mostrou-se eficiente, especial-
mente para alteracdes na regido proteica transmembrana,
que ¢ altamente conservada.
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ABSTRACT

In this study we aimed to determine the levels of tumor necrosis factor beta (TNF-B), interleukin (IL) 1-beta
(IL-1B), IL-5, IL-10, and interferon gamma (IFN-y ) in CSF from children during the onset of West syndrome
(WS). We observed elevated levels of IL-1B and IFN-y correlated to clinical, EEG, therapeutic response, and
follow-up suggesting the involvement of immune response in WS. These results suggest that inflammatory and
immunologic mediators may play a role in the pathophysiologic mechanisms of infantile spasms. Our findings
may explain the perfusion and cognitive disfunctions and actions of adrenocorticotropic hormone (ACTH),
corticosteroids, and intravenous immunoglobulin (IVIg) observed in WS. In conclusion, WS results from
association of neurophysiological mechanisms and structural abnormalities with participation of cytokines
mainly in symptomatic group.

Keywords: epilepsy, West syndrome, infantile spasms, cytokines.

RESUMO

Citocinas no liquido cefalorraquiano de criangas com sindrome de West

O objetivo do presente trabalho foi quantificar os niveis do fator de necrose tumoral beta (TNFE-B), as interleucinas:
I-beta (IL-1PB), cinco (IL-5) e dez (IL-10) e o interferon gama (IFN-y), no liquido cefalorraquiano (LCR) de
criangas durante o perfodo ictal da sindrome de West (WS). Observamos niveis elevados de IL-1p e IFN-y
associados aos achados clinicos, EEG, resposta terapéutica e evolucio, sugerindo o envolvimento do sistema
imune na WS. Os resultados indicam que os mediadores imuno-inflamatérios interferem na fisiopatogénese
dos espasmos infantis, justificando as disfungdes cognitivas e vasculares e a agdo do ACTH, corticosterdides
e imunoglobulina no tratamento da WS. Em conclusio, a WS forma sintomética resulta da associagio de
anormalidades estruturais e neurofisiolégicas, com a participacdo de algumas citocinas pré-inflamatérias,
principalmente no grupo sintomaético.

Unitermos: epilepsia, sindrome de West, espasmo infantil, citocinas.
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INTRODUCTION

The West syndrome is characterized by infantile
spasms, hypsarrhythmia, with or without previously normal
psychomotor development. In the symptomatic group
multiple etiologies have described such as focal or diffuse
cerebral lesions and anatomical or metabolic disorders or
chromosome abnormalities. Cryptogenic group remains
with unclear etiology. In both group, neuropathological
and ultrastrutural findings are nonspecific, showed none
to severe lesions, with or without glial changes secondary
to causal etiology.!?3

The involvement of the immune system has been
described in patients with epilepsies and WS*>07 possibly
due to brain lesions® or a common genetically determined
susceptibility’. Elevated CSF levels of immunoglobulin G
was described in WS associated with poor prognosis.'® On
the other hand, the presence of auto-antibodies against
brain tissue was not convincingly demonstrated in human
epilepsies.’

Cytokines are pleiotropic hormones produced by
immune competent cells acting as intercellular mediators.
They regulate the magnitude and type of effector
mechanisms triggered during the host inflammatory
reactions and immune response. In this study we aimed
to determine the levels of IL-1p, IL-5, IL-10, TNF-B and
[FN-y in CSF from children during the onset of WS.

SUBJECTS AND METHODS

Patients

We evaluated four infants aged from 4 to 12 months
(median 5.5) with a diagnosis of WS. All patients were
follow-up to the ages 3-4 years. Patients were grouped
according with the 1989 Classification. The cryptogenic
group included one case without associated etiological
factor and the symptomatic group included three patients

with prior signs of brain damage or computed tomography
(CT) abnormalities. After the diagnosis, the treatment was
started with natural or synthetic ACTH (zinc tetracosactide)
5 IU/kg/day, given intramuscularly.

The CSF specimens were collected for standard
procedures, including cell count, and proteins measure-
ment. About 0.5 ml of CSF was stored at -70°C until
assayed for IL-1pB, IL-5, IL-10, TNE-B and IFN-y by ELISA
using commercial available monoclonal antibodies pairs.
Further CSF samples were obtained 4 to 14 days later from
2 children.

Control samples

Control CSF samples were obtained from ten children
(aged 1-12 years; mean 8.2) who were evaluated in the
emergency room with suspected involvement of CNS.

RESULTS

Clinical analysis

Neurological examination showed truncal hypotonia,
microcephaly, and pathologic reflexes with psychomotor
regression before onset of WS in three children
(symptomatic group). All of these had diffuse cortical
atrophy with ventricular enlargement secondary to
perinatal asphyxia. A case of cryptogenic group remained
without neuropsychomotor commitment. Routine CSF
analysis did not show abnormalities in both groups.

All patients were treated with ACTH for 3 to 15 days
(mean 10). Seizure remission occurred within 1 to 5 days
(mean 3.2). Relapse of infantile spasms was observed in one
case (SGS) from the symptomatic group. Chronic treatment
was kept with daily valproate. Follow-up showed neuro-
logical abnormalities with severe mental retardation in three
and normal educational level in the case of the cryptogenic
group. All patients were seizure-free at 3 years follow-up.
Persistent EEG findings were observed in one case (BRP).

Table 1. Some clinical findings and concentrations of cytokines in CSF of children with WS.

Patient/ Age Seizuretype  Ageatspasm DurationofACTH Timeofspasms Follow-up Cytokines (pa/ml
Sex beforespasms onset treatment(days) cessation{days) with w (pgimi)
improved
seizures IL-18 IL-5  IL-10 TNF-§  IFN-y
SGSM 12mo194d none 4mo ] 5 3yrTmo 72 0 0 0 0
JWSEM émoT7d Clonic neonatal 6mo 20 5 3yriimo 132 0 0 ] 185
BRPIF 9mo23d none 1mo 5 1 3yr10mo 182 13 0 0 218
RMTF/F  5mo29d none 6mo T 2 Jyr4dmo 0 0 0 [ 0
Mean 8.7mo 43mo 10 32 Jyré mo 102 0 0 0 100
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Cytokine levels

Concentrations of IL-1B, IL-5, IL-10, TNF-B and
IFN-y in CSF and some clinical features are detailed in
Table 1. Detected IL-1B levels were observed in all patients
from the symptomatic group on admission; two out of those
had concentrations higher than 100 pg/ml. Elevated IFN-y
levels were demonstrated in two children. Cytokines were
not detected in CSF from control group.

There was no correlation between cytokines and
leukocyte count and protein levels in CSE Both EEG
abnormalities and spasms disappeared more rapidly in
the cryptogenic case with no detectable cytokine in CSE
Follow-up of cytokine levels were performed in two patients
from the symptomatic group. Both boys became seizure-free
within 5 days. The case 1 (SGS) showed normalization of
IL-1PB levels in 8 days after hospitalization and for case 2
(JWSS) IL-1B and IFN-y levels were still detected after
14 days.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The studies of cytokines in epileptic syndromes unveil
important informations about the interface of immune cells
and CNS. We have observed that IL-1f and IFN-y are
present in CSF from patients with WS during acute phase
and may explain some pathophysiologic abnormalities
described in previous studies.

Production of IL-1f by peripheral blood mononuclear
cells from patients with epilepsy has been described in
interictal period!' and at CNS in experimental models
during epileptic seizures.”? Interleukin-1 also increased
slow-wave sleep” and may favors appearance of the
hypsarrhythmic patterns seen more often in NREM sleep. !*

As our patients did not have pleocytosis in CSE
elevated levels of IL-1p and IFN-y may be associated with
glial and inflammatory reactions at sites of brain damage?.
The results of the various parameters showed correlation
between IL-1f and I[FN-y levels in admission and evolution
CSF with the presence of CT scan abnormalities.

Some previously normal patients showed mental
deterioration and visual-spatial deficits at the onset
of the WS possibly associated with hypoperfusion
involving the cerebral cortex!>!¢ or secondary to seizure
activity.!”® Experimental studies have demonstrated
that IL-1B may cause perfusion disturbances” and block
the processes of learning and memory by inhibiting the
long-term potentiating in hippocampus even at low
concentrations.”” One patient (cryptogenic group) had
normal psychomotor development and undetectable
IL-1PB and IFN-y levels in CSE These results suggest that
cognitive dysfunctions observed in WS may be related to
etiology, site of brain dysfunction, seizure activity, and/or
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systemic or local production of this cytokine. Cryptogenic
group was associated with a good intellectual develop-
ment.?

Because multifactorial characteristic spasms are
resistant to some antiepileptic drugs and non-conventional
treatments with variable success, frequent relapses,
and severe side effects. ACTH, corticosteroids?! and
immunoglobulins have been used empirically and
their mechanisms of action still remain unknown.*?%%3
Otherwise, corticosteroid therapy have inhibitory effects
on IL-1B production and release?*?> and IFN-y synthesis.2¢
ACTH is the recommend treatment with better results
when started early.?” High-dose [VIg has been indicated
in most intractable childhood epilepsies particularly after
unsuccessful treatment with ACTH.* Commercially
available IVIg preparations contain high transforming
growth factor-B (TGF-B1 and TGF-B2) concentrations
which are potent down regulators of cellular immune
response.

All our patients showed good response to ACTH
with inicial spasms remission between 1 to 5 days
and one patient showed relapse with further control.
Hypsarrhythmic patterns disappeared and normalization
of EEG occurred early in the case with undetectable IL-1
and IFN-y levels. We believe that ACTH, corticosteroids
or “immunoglobulin” cause favorable outcome in
some patients with WS not only by probable action as
neuroregulators,** but also by theirs immune regulatory
properties. Activation of microglia may be present in others
epileptic syndromes like in Landau-Kleffner syndrome,?
whose clinical and neuroradiologic features are suggestive
of cortical disfunction and oligodendrocytes involve-
ment.?

Although pathogenesis of WS remains unknown,
our results pointed out to the possible role of cytokines,
IL-1B and IFN-y, in neurophysiological and structural
abnormalities mainly in symptomatic group.
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Diferencas Metabdlicas no Hipocampo Contralateral
entre Pacientes Concordantes e Discordantes na
Esclerose Mesial Temporal (EMT): Avaliacao com Espectroscopia
de Proténs por Ressonancia Magnética (1H-ERM) *

Nascimento SC#, Park EJ*, Lyra KP?, Valério RMP, Jorge CL", Passarelli V*, Castro-Lima Hb,
Leite CC#, Castro LHMP, Otaduy MCG#

Universidade de Sao Paulo (USP)

RESUMO

Objetivo: Pacientes com esclerose mesial temporal (EMT) sio clinicamente classificados como concordantes ou
discordantes de acordo com a extensio da atividade epileptogénica. O objetivo desse estudo é verificar se as alteragdes
metabdlicas no hipocampo sdo diferentes nos dois grupos. Materiais e métodos: Foram avaliados 33 pacientes
diagnosticados com EMT, 23 concordantes (339 anos) e 10 discordantes (3310 anos), e 28 controles (3310 anos).
Foi obtida espectroscopia por ressonancia magnética de ambos os hipocampos (ipsi e contralateral) com aparelho de 3T
e com a sequéncia PRESS de véxel Gnico com TE/TR=135/1500ms. Os principais metabolitos foram quantificados com
0 LCModel. Para a comparagfo entre os grupos foram realizados testes estatisticos com nivel de significAncia de 0,05.
Resultados: Para todos os pacientes foi observada redugao de NAA, ; e Cr, ; quando comparado com o lado contralateral,
porém esta diferenga foi significativa apenas para o grupo de pacientes concordantes. Quando comparado com o grupo
controles houve uma redugdo significativa de Cr, ;e NAA, ; para os dois grupos e da relagio NAA/Cr, ; para o grupo de
pacientes concordantes enquanto que a relaggio NAA/Cr_ . estava diminuida apenas no grupo de pacientes discordantes.
Conclusio: Nossos achados sugerem uma maior diminuigio do NAA/Cr,  no grupo de pacientes concordantes e da relagio
NAA/Cr,,,., no grupo de pacientes discordantes apontando para um padréo diferente de alteragio metabdlica para
os dois grupos. Porém € preciso aumentar o tamanho da amostra para confirmar estes resultados.

Unitermos: ressonancia magnética (RM), espectroscopia por ressonancia magnética (ERM), esclerose mesial temporal
(EMT), concordante, discordante.

ABSTRACT

Metabolic differences in the contralateral hippocampus of concordant and discordant mesial temporal sclerosis
(MTS) patients: evaluation with proton magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS)

Purpose: Patients with mesial temporal sclerosis (MTS) are clinically classified as concordant or discordant according
to the extent of epileptogenic activity. The aim of this study is to determine whether the metabolic changes in the
hippocampus are different in the two groups. Materials and Methods: 33 patients diagnosed with MTS, 23 concordant
(339 years old) and 10 discordant (3310 years old) and 28 controls (33 + 10 years old) were evaluated. We obtained
magnetic resonance spectroscopy of both hippocampi (ipsilateral and contralateral) on a 3T scanner with single voxel
PRESS sequence with TE/TR=135/1500ms. The main metabolites were quantified with LC Model. For comparison
between groups statistical tests were performed with a significance level of 0.05. Results: In all patients a reduction
of NAA, ; and Cr, was observed, when compared to the contralateral side, but this difference was only significant
for the group of concordant patients. In comparison with controls a significant reduction of Cr, ; and NAA, ; was
observed for both groups and for Naa/Cr,; in the group of concordant patients while NAA/Cr, . was reduced only
in the group of discordant patients. Conclusion: Our findings suggest a stronger decline of NAA/Cr, in the group
of concordant patients and of NAA/Cr,_ _ in discordant patients, suggesting a slightly different metabolic pattern for

both groups. However, we need to increase the sample size to confirm these findings.

Keywords: magnetic resonance (MR), magnetic resonance spectroscopy (MRS), mesial temporal sclerosis (MTS),
concordant, discordant.
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INTRODUCAO

A Epilepsia é considerada um distirbio neurolégico
mais prevalente atualmente afetando aproximadamente
cerca de 2% da populacdo mundial. No Brasil a prevaléncia
da epilepsia é elevada semelhante a de outros paifses em
desenvolvimento, estima-se que 18,6 por 1000 habitantes.!
A Esclerose Mesial Temporal (EMT) é considerada a forma
clinica mais conhecida das epilepsias localizadas, sendo a
esclerose hipocampal o substrato patoldgico mais comum
em pacientes com epilepsia do lobo temporal refrataria. 23
Em centros especializados, no atendimento a pacientes
portadores de epilepsia, cerca de 30% dos pacientes nio
obtém controle farmacolégico das crises. Nesses casos a
resseccio cirtirgica do hipocampo e do lobo temporal anterior
é a opcao terapéutica adicional ao tratamento farmacoldgico,
tendo como objetivo eliminar ou diminuir a frequéncia das
crises, com consequente melhora na qualidade de vida dos
pacientes.* HA um consenso geral de que a maioria das
epilepsias tem uma etiologia multifatorial envolvendo tanto
a predisposicio genética quanto influéncias ambientais. A
maioria dos pacientes sofre de crises parciais complexas
que tem sido mostrado originar nas estruturas do lobo
temporal mesial particularmente na regido do hipocampo
e da amigdala.’

Caracteristicas de imagem e histolégicas da EMT em
relagio ao hipocampo e a estrutura temporal mesial estdo
documentadas e tém sido extensamente descritas na lite-
ratura, sendo que os achados anatomopatolégicos usados
como critérios de diagndsticos para Esclerose Mesial Tempo-
ral por RM incluem alteragoes morfolégicas e a intensidade
do sinal. Observa-se a diminuicio do volume do hipocampo
e a deformacio de sua estrutura interna. J4 as alteracoes de
sinal se caracterizam pelo aumento do brilho nas sequencias
ponderadas em T2, bem evidenciado na sequencia FLAIR
e a diminuicdo de sinal nas sequéncias ponderadas em T1.
Na maioria dos casos podemos observar a atrofia na regiao
ipsilateral’”® sendo que a perda neuronal abrange todas as
regides do hipocampo, a presenga de perda neuronal em mais
de 30% do hipocampo associada a gliose constitui a EMT,
que € o correlato estrutural da origem de crises epiléticas no
lobo temporal e da atividade elétrica epileptiforme da regifo
medial do lobo temporal. Juntas as EMT e as crises epiléticas
provenientes da regido medial do lobo temporal definem a
Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM).%10

A 1H-ERM ¢ uma ferramenta de diagndstico nio
invasiva que nos fornece valiosas informagdes sobre o
perfil bioquimico e metabédlico do cérebro. Atualmente
tem sido amplamente utilizada na avaliagio pré-operatdria
de pacientes com epilepsia refratéria, especialmente nos
casos de EMT, pois pode detectar sutis mudangas na
concentra¢do dos metabdlitos estudados que podem ser
implicados na geragio das crises.!!2!
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OBJETIVO

O objetivo desse estudo é verificar se as alteragdes
metabdlicas no hipocampo sdo diferentes para os grupos
de pacientes concordantes e discordantes.

METODO

Foram estudados por IH-ERM um total de 33 pa-
cientes com EMT, candidatos a cirurgia de ressecc¢io do
hipocampo afetado. Dos pacientes 16 possuem a lesio
no hipocampo direito e 17 no hipocampo esquerdo. O
grupo de pacientes foi dividido em 2 grupos de acordo
com a concordincia ou ndo dos achados de RM com
os achados do eletroencefalograma, resultando num
grupo de 23 pacientes concordantes (33+9) e 10 pa-
cientes discordantes (33+10), e 28 voluntérios (33+10).
Os controles nio apresentavam queixa neurolégica. Os
pacientes portadores de EMT encontravam — se sem crises
h4 pelo menos 24 horas.

Os critérios de inclusdo foram pacientes com idade
superior a 17 anos com epilepsia clinicamente refrataria.
A EMT unilateral foi observada pela RM convencional e
clinicamente comprovada pelo encefalograma (EEG) devido
as convulsdes de origem temporal. Pacientes incapazes de
cooperar nas etapas anteriores ao exame de 1H-ERM e
incapazes de realizarem a RM foram excluidos do estudo.

Todos os exames foram realizados no aparelho de
ressonancia magnética de 3,0T (Intera Achieva, Philips
Healthcare, Paises Baixos) com bobina de cabega de
8 canais. As sequéncias de espectroscopia de voxel tnico
foram realizadas utilizando a sequéncia PRESS com
TR=1500ms, com 0 TE=135ms, 8 NEX e 128 excitac¢des
nos dois hipocampos, com duracio aproximada de 4 mi-
nutos para cada hipocampo.

O VOI utilizado para a avaliagdo do hipocampo teve
espessura de 1 cm, com a largura de 1,5 cm e 4,0 cm de com-
primento, resultando num volume total de 6 cm’. A locali-
zagdo do VOI no hipocampo foi feita a partir de imagem
localizadora no plano axial que passa no centro do hipo-
campo, previamente programada sobre as imagens sagitais.

Todos os pacientes foram diagnosticados com
esclerose mesial temporal unilateral pelas imagens de RM
convencional, a partir das quais os hipocampos foram
classificados em ipsi e contralaterais a lesdo.

Foi realizada andlise estatistica descritiva dos meta-
bélitos e relagdes metabdlicas para cada lado do hipocampo.
Foram comparados os valores obtidos para ambos os
hipocampos através do teste t, seguido da Analise de
Variancia (ANOVA) com post hoc de Bonferroni. O
nivel de rejei¢do da hipétese de nulidade foi fixado em
5% (p<0,05). O programa SPSS (Statistical Package for the
Social Science, SPSS, Inc., Chicago, IL) para Windows na
versdo 20 foi usado para fazer todas as andlises.



Diferengas metabolicas no hipocampo contralateral entre pacientes ...

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o propésito de auxiliar a 1H-ERM tem sido
amplamente utilizada na avaliagdo do metabolismo cerebral
em pacientes com epilepsia e particularmente em pacien-
tes com EMT. Amplamente descrita na literatura e com
resultados varidveis a maioria dos estudos nos relatam que
os pacientes com EMT sofrem uma diminuicio significativa
na concentracdo de NAA e da razio NAA/Cr,!'"1¢ outros
apresentaram apenas diminui¢io na concentragio NAA
sem alteragdes de Cr ou NAA/Cr,'$1° porém alguns nos
mostraram um aumento de Cr no hipocampo ipsilateral.!!
A concentragio de NAA se encontra significativamente
diminuida nos hipocampos ipsilaterais quando comparados
com individuos controles em todos os estudos.

Em nosso estudo para todos os pacientes foi observada
reducio de NAA e Cr no hipocampo ipsilateral quando
comparado com o contralateral, porém esta diferenca foi
significativa apenas para o grupo de pacientes concordantes.
Essa redugido do NAA pode ser interpretada como perda
neuronal refletindo no dano do hipocampo ipsilateral e
provavelmente pode refletir em danos generalizados no
lobo temporal desses pacientes.

Quando comparado com o grupo controle houve
uma reducio significativa de Cr e NAA para os dois
grupos apenas no hipocampo ipsilateral, nossos achados se
diferem do estudo de Matthews et al.!” que nos relatam um
aumento global da Cr e Colina sem significAncia estatistica
presumindo uma astrocitose. Diferente dos resultados de
Thompson et al.'® o hipocampo contralateral dos pa-
cientes de ambos os grupos do estudo nio se apresentou
semelhante ao grupo controle. No entanto a relagéo

NAA/Cr,

ipsi
o grupo de concordantes enquanto que a relacio NAA/
Cr

contra
discordantes. Semelhante ao nosso relato, Connelly et
al.?® nos apresenta como resultado a redugio significante

do NAA/Cr

trole.

apresentou redugio significativa apenas para

estava diminuida apenas no grupo de pacientes

onma dOs pacientes em relagdo ao grupo con-

Em conclusdo nossos achados sugerem uma maior
diminuigao do NAA,  no grupo de pacientes concordantes
e da relacio NAA/Cr

discordantes apontando para um padrio diferente de

no grupo de pacientes

contra

alteracfo metabolica para os dois grupos.

Apoio financeiro: FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo), CInAPCe (Cooperacdo Interinstitucional de
Apoio a Pesquisas sobre o Cérebro).
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e conceitos de domfnio ptblico de forma a contribuir
criticamente a um determinado conhecimento. Nao
devem exceder 500 palavras.

Nao aceitamos artigos que jd tenham sido previamente pu-
blicados em outros periddicos.

* Cartas: textos breves e objetivos relativos as publica-
coes do JECN. Nos casos de critica, sera dado o direito
de resposta. As cartas poderio ter sua forma abreviada.

* Noticias: de interesse da LBE, com até 100 palavras.

* Comunicacdes breves: atualizagdes sobre relatos de
pesquisas em estagio avancado, com resultados proximo
de ser divulgados, ou relatos de casos de especial
importancia.

O ] Epilepsy Clin Neurophysiol também aceita informagdes
sobre eventos, publicacdes ou assuntos diversos, de qualquer
4rea, que de alguma forma, interessem a todos aqueles envolvi-
dos com epilepsia ou com o paciente epiléptico e com neuro-
fisiologia clinica.

Os artigos devem ser enviados em trés vias e conter:

1 — Na primeira pagina: titulo do artigo, nome completo

do autor, institui¢io onde o trabalho foi realizado e
endereco do principal autor para correspondéncia.
Na segunda pagina: Resumo — com até 200 palavras,
estruturado nos itens: objetivos, metodologia,
resultados e conclusoes (artigos originais). Em artigos de
revisdo e ensaios devem ser descritos os achados mais
importantes. Unitermos — de 3 a 5 palavras que iden-
tifiquem o tema apresentado e que sejam (teis para
indexagdo. Procure utilizar termos listados pelos
Descritores em Ciéncia da Satdde (DeCs), editado
anualmente pela BIREME/OPAS/OMS, Sio Paulo.
Abstract — uma versdo correta do resumo para a
lingua inglesa, com unitermos em inglés (keywords).
P4ginas subsequentes: texto do artigo em péginas
numeradas, sendo que na Gltima podem ser incluidos os
agradecimentos pertinentes. Citagdes no texto deverdo
ser feitas através de ntmeros entre parénteses, um
nimero para cada referéncia, dispostas em ordem
alfabética pelo sobrenome do primeiro autor.
Referéncias devem ser enviadas separadas do texto,
seguindo normas do Comité Internacional de Editoras
de Revistas Médicas (Ann Intern Med 1997;126:
36-47 — BJECN 1997;(3)4:162-173 ou na Internet
<http://www.acponline.org>.

As ilustragdes devem ser enviadas em envelopes a parte,
sendo que o total das mesmas nio devera exceder a 1/4
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do espago ocupado pelo artigo (no méximo 05 fotos):
as fotografias, em papel brilhante e em dimensoes de
12X8 cm, devem conter no verso e a lapis, o titulo
do artigo, sua sequéncia e posi¢io, acompanhadas das
respectivas legendas, em folha separada. No caso de
fotos digitalizadas, estas devem ter defini¢io minima de
600 dpi e serem enviadas em arquivo separado do
artigo nos formatos jpeg ou tif. Os gréficos e as
tabelas poderio ser digitadas e suas posigdes indicadas
no texto. [lustragdes e fotos coloridas serdo cobradas
dos autores.

O texto dos artigos devera ser digitado no programa
Word para Windows, na fonte Times New Roman,
corpo 12, papel formato A4, espaco duplo e margens
de 3 cm. Maximo de 08 paginas por artigo (in-
cluindo tabelas, ilustragoes, bibliografia, etc.). Enviar
além das 3 vias impressas, copias em disquete, CD
ou DVD.

Revisdo dos originais: os artigos serdo submetidos a
revisdo linguistica antes da publicac@o. As provas graficas
serdo enviadas ao autor e devem ser devolvidas em
24 horas com as correcdes pertinentes.

Autorizagdo — material copiado de outras fontes deve
ser acompanhado por autorizagio escrita para repro-
dugdo, sendo responsabilidade do autor obter tal
permissao.

Separatas — A partir da edicio de setembro de 2008, o
JECN nio fornecerd separatas dos artigos, os mesmos
serdo enviados aos autores em arquivo PDF no formato
final da revista.

Revista eletronica — Os artigos publicados na versio
em papel do JECN serdo também publicados em versio
eletronica, no formato PDEF, no site da Liga Brasileira
de Epilepsia. A home-page do JECN no site da LBE ¢
<www.epilepsia.org.br/jecn>.
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Na versio eletrdnica, além do contetdo do PDE ¢é possivel

publicar videos em formato digital. Esses videos deverio
estar em formato AVI, utilizando codecs padrio do windows
(o video deve poder ser aberto em qualquer computador com
windows que nio possua placa digitalizadora de video). A duragio
mdxima do video é de 3 minutos e o tamanho recomendado é de
240180 pixels. Os videos deverio ser enviados em CD-ROM
juntamente com o restante do material.

Anuncios:

O J Epilepsy Clin Neurophysiol aceita antincios de natureza
comercial. Para informacdes, entrar em contato com a LBE
<www.epilepsia.org.br/jecn>.

Os artigos e/ou antincios deverdo ser enviados ao Editor
Executivo, Dr. Fernando Cendes, Departamento de Neurologia,
FCM, UNICAME, Campinas, SB, Brasil — E-mail: <fcendes@
unicamp.br>.

A LBE nao se responsabiliza por opinides ou conceitos
emitidos nesta publicagio em artigos ou antncios de
responsabilidade especificada. Alteragdes editoriais de forma néo
serdo comunicadas aos autores.

O J Epilepsy Clin Neurophysiol é catalogado no ISSN
sob o n? 1676-2649, indexado no Index Medicus Latino-
Americano (LILACS), no Instituto Brasileiro de Infor-
macao em Ciéncias e Tecnologia (CNPq), no Catalogo
Coletivo Nacional de Periddicos do IBICT, na Excerpta
Medica/Eletronic Publishing Division, Elsevier Science
Publishers.



