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RESUMO

Introducéo: A epilepsia do Lobo Temporal (ELT) € a epilepsia focal mais comum em
adultos. Os mecanismos neuroinflamatérios das epilepsias vém sendo descritos
como fator importante na génese das crises convulsivas e nas epilepsias refratarias,
em especial naquelas com comportamento progressivo, como ocorre na epilepsia
temporal associada a esclerose mesial hipocampal (ELT-EH). Objetivo: Estudar o
perfil de suscetibilidade genética de pacientes diagnosticados com ELT-EH
investigando possivel associagao entre ELT-EH e alelos do sistema HLA classe Il.
Materiais e Métodos: Foram coletadas amostras de sangue periférico de 42
pacientes com ELT-EH e amostra de sangue periférico de 89 controles saudaveis. A
analise da expressao e tipagem de HLA classe || DRB1, DQB1 e DQA1 foi feita
através do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e identificados por
sequenciamento. As anadlises estatisticas das frequéncias relativas dos alelos foram
obtidas por meio de planilha excell e o valor de p, os riscos relativos (RR) e odds
ratio (OD) foram calculados no software Epi Info 6.0. O p valor foi considerado
estatisticamente significativo quando fosse <0,05 apds a corregdo de Bonferroni.
Resultados: O alelo HLA-DRB1*13:02 foi o unico que se mostrou estatisticamente
significativo (p = 0,01) ao comparar a sua frequéncia nos pacientes em relagao aos
controles. Contudo esse valor ndo resistiu a corregcédo de Bonferroni (p = 0,44). Os
outros alelos das regides HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 ndo mostraram
associagao significativa. Conclusdo: Encontramos tendéncia como fator de
susceptibilidade da associagdo com HLA DRB1*13:02 na ELT-EH.

Palavras-chave: Epilepsia, esclerose hipocampal, HLA.



ABSTRACT

Introduction: Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common variety of focal
epilepsy among adults. The neuroinflammatory mechanisms of epilepsies may be
involved in the genesis of seizures and refractory epilepsies, particularly in the case
of progressive syndromes such as TLE associated with mesial hippocampal sclerosis
(TLE-HS). Objective: To investigate the genetic profile of susceptibility of individuals
with TLE-HS by analyzing the possible association of TLE-HS with human leukocyte
antigen (HLA) class Il alleles. Materials and methods: Samples of peripheral blood
were collected from 42 individuals with TLE-HS and 89 healthy controls. The
expression and typing of the HLA class Il alleles DRB1, DQB1, and DQA1 were
analyzed using polymerase chain reaction (PCR) and identified through sequencing.
Statistical analysis of relative allele frequencies was performed using an Excel
spreadsheet; p-value, relative risk (RR), and odds ratio (OR) were calculated using
the software Epi Info 6.0. P-values < 0.05 following Bonferroni correction were
considered to be statistically significant. Results: HLA-DRB1*13:02 was the only
allele with a statistically significant difference (p = 0.01) in frequency between patients
and controls. However, the significance was lost following Bonferroni correction (p =
0.44). The remainder of the alleles in the HLA-DRB1, HLA-DQB1 and HLA-DQA1
regions did not exhibit any significant association. Conclusion: The allele HLA
DRB1*13:02 exhibited a tendency to behave as a susceptibility factor for TLE-HS.
Keywords: Epilepsy, Hippocampal sclerosis, HLA.
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1 INTRODUCAO

Epilepsia do lobo temporal (ELT) constitui a sindrome epiléptica mais comum
dos adultos, sendo responsavel por cerca de 40% dos casos de epilepsias em geral
e 60% dos casos de epilepsias de inicio focal (CHIANG; HANEEF, 2014; TELLEZ-
ZENTENO; HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012). Admite-se que constitua um grupo
heterogéneo de pacientes, englobando sindromes ou subsindromes diversas, mais
apropriadamente denominadas “epilepsias do lobo temporal’, que apresentam em
comum a ocorréncia de crises de inicio focal, com ou sem generalizagao secundaria,
que teriam a sua origem presumivel no lobo temporal (ENGEL, 1996; ENGEL;
PEDLEY, 1998; ENGEL; WILLIAMSON, 1998; DREIFUSS, 1998; BUSTAMANTE;
SAKAMOTO, 1999). O termo ELT é utilizado para denotar a condigdo de pacientes
com ou sem lesdes estruturais aparentes (ENGEL, 1996) e esta de acordo com a
Classificagao da Liga Internacional Contra Epilepsia (International League Against
Epilepsy-ILAE) de 1989. Ao longo dos anos, a ILAE propds novas classificagdes,
ainda nao totalmente consolidadas, baseadas, especialmente, nas caracteristicas
semioldgicas dos eventos, os quais deixaram de apresentar conotagao anatémica ou
fisiopatoldgica, e a ELT passou a ser classificada como epilepsia de inicio focal no
lobo temporal (ENGEL, 2001; PARRA et al., 2001; YACUBIAN, 2002). Em 2010, a
ILAE reviu conceitos, terminologias e abordagens para classificacdo de crises e
formas de epilepsias e o termo focal foi redefinido para crises ocorrendo dentro das
redes limitadas a um hemisfério e discretamente localizadas ou mais amplamente
distribuido (BERG et al., 2010).

Epilepsia mesial do lobo temporal é o tipo mais frequente de ELT, e esta
principalmente relacionada com esclerose hipocampal (ELT-EH), que compromete
cerca de 70 a 80% dos pacientes com esse tipo de epilepsia (CENDES et al., 2014;
CHIANG; HANEEF, 2014; DANTAS et al.,, 1998; ENGEL, 1996; ENGEL, 2003;
ENGEL; WILLIAMSON, 1998; NAM et al., 2001; VIEIRA, 2002). As crises epilépticas
se originam de estruturas mesiais, como amigdalas, hipocampo e giro para-
hipocampal (BUSTAMANTE; SAKAMOTO, 1999; ENGEL, 1996; MUMENTHALER;
MATTLE, 2007; SPENCER, 1997). As crises costumam surgir na inféncia tardia ou
adolescéncia, e € comum o antecedente de convulsdes febris na infancia e histéria
familiar de convulsdes febris na infancia ou epilepsia (BUSTAMANTE; SAKAMOTO,
1999; ENGEL, 1996; KASPERAVICIUTE; CATARINO; SISODIVA, 2013;
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PATTERSON; BARAM; SHINNAR, 2014). Em 2004, a ILAE compbs um grupo de
trabalho que, considerando o conjunto de sinais, sintomas, dados de anamnese,
semiologia das crises, video-eletrencefalograma (VEEG), historia familiar, aspectos
de neuroimagem por ressonancia magnética (RM) e de tomografia computadorizada
por emissao de féton unico (SPECT) ictal, resposta cirurgica e resultados anatomo
patolégicos, conclui por classificar a ELT-EH como uma sindrome epiléptica
(WIESER, 2004).

A ELT-EH pode apresentar carater progressivo. Uma frequéncia importante
de pacientes com ELT-EH apresenta histérico de alguma injuria cerebral nos
primeiros anos de vida. Esses episddios sdao denominados “incidentes iniciais
precipitantes” (lIP) e, n&o raro, s&o seguidos por periodos em que o paciente nao
sofre crises, e essas, quando ocorrem, sdo controladas por monoterapia com um
farmaco antiepiléptico (FAE) por anos (KASPERAVICIUTE; CATARINO; SISODIVA,
2013; PATTERSON; BARAM; SHINNAR, 2014). Estes pacientes podem evoluir para
refratariedade das crises (KWAN; SANDER, 2004), sugerindo o aspecto progressivo
do quadro. O periodo de tempo entre o IIP e o inicio das crises € denominado de
“periodo silencioso” e o periodo em que o paciente se encontra controlado das
crises com uso de FAE é denominado de “periodo latente” (WIESER, 2004).
Mudangas comportamentais, que ocorrem particularmente com o aumento do déficit
de memodria, também podem ocorrer com a progressao da doenca (GALVIN et al.,
2013). Entre os IIP, destacam-se convulsdes febris, traumas, hipdxia e infec¢cdes do
sistema nervoso central (SNC), geralmente nos primeiros anos de vida
(KASPERAVICIUTE; CATARINO; SISODIVA, 2013; PATTERSON; BARAM;
SHINNAR, 2014; THOM, 2014).

Neste contexto, o comportamento progressivo da ELT-EH sinalizava a
participacdo de um gatilho de diferentes etiologias. Esse gatilho poderia levar
determinados individuos geneticamente susceptiveis a desenvolverem uma reagéo
inflamatoria com consequente lesdo tecidual e reorganizagdo da plasticidade
neuronal, condicdes que poderiam aumentar a excitabilidade neuronal e
desencadear crises epilépticas (RAVIZZA et al., 2008a;b; VEZZANI, 2005). Entre os
eventos cruciais para esse fendbmeno inflamatério se perpetuar no SNC estaria a
vulnerabilidade da barreira hemato-encefalica (BHE) e a ativagdo de moléculas pro-
inflamatérias com a participacdo da imunidade inata e adaptativa. A cascata

inflamatdria em individuos geneticamente susceptiveis, com suficiente participagao
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de fatores de alteragao tecidual, acabaria levando a perda neuronal e gliose tecidual,
aspectos que caracterizam a esclerose hipocampal (EH) (THOM, 2014).

A participagdo de mecanismos inflamatorios na ELT-EH foi e continua sendo
estudada por diversos autores, entretanto a causa especifica que leva a essa
condigdo ainda nao foi totalmente esclarecida. Crespel e colaboradores (2002) ja
descreviam a participacao do fator nuclear Kappa B (NFkB), um fator de transcricéo
da inflamac&o aguda, em pacientes com ELT-EH e histéria prévia de convulsédo
febril. Em 2005, Vezzani, em testes com roedores, demonstrou que sinais pro
inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocinas, prostraglandinas, receptores Toll Like
(TLR), fatores do complemento e moléculas de adesao intercelular (ICAM) sao
rapidamente induzidos durante crises epiléticas. Ocorre uma maior concentracao de
moléculas da imunidade inata e da imunidade adaptativa, com IL1 beta
apresentando-se numa quantidade trés vezes superior ao controle (VEZZANI, 2005).
Também em 2005, estes autores descrevem a participagdo de grande variedade de
insultos que podem levar a uma inflamagao crénica do cérebro, com uma cascata de
eventos inflamatdrios no SNC e desenvolvimento tardio de epilepsia. No modelo da
ativacao de linfocitos T por endotoxemia de lipopolissacarideos, podemos invocar os
IIP como possiveis fatores de indugcdo de atividade inflamatéria de multiplas
etiologias em individuos com predisposi¢cao genética para uma resposta anormal da
na ativagdo da imunidade inata e imunidade adaptativa (VEZZANI; GRANATA,
2005).

Em 2007, Vezzani e Baram demonstraram a associagédo de IL1 beta com o
desenvolvimento de ETL-EH. Segundo Albrecht e colaboradores (2007), em adultos
as citocinas afetam a plasticidade das sinapses, levando a um estado epileptogénico
e a progressdo da doenga. A analise de genes polimorficos de IL1 beta em
pacientes epilépticos farmaco-resistentes sugere uma associagao entre os genes de
citocinas e desenvolvimento de crises epilépticas focais.

Neste cenario, os mecanismos neuroinflamatérios das epilepsias vém sendo
descritos como um fator importante na génese das crises convulsivas e nas
epilepsias refratarias, em especial naquelas com comportamento progressivo, como
ocorre na ELT-EH. A busca de genes bioldgicos que participam da orquestragao da
resposta inflamatoria constituiu o passo seguinte dos estudos de diversos autores.
Entre esses genes, destacam-se as moléculas HLA classe | e classe Il. A

imunohistoquimica de hipocampos obtidos em cirurgias de pacientes com ELT-EH
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mostrou expressao positiva de HLA-DR nas células microgliais e aumento da
expressao de IL1 beta nas células astrocitarias (RAVIZZA et al., 2008a). O estudo
em espécimes humanas, a partir de pacientes com ELT, apodia a existéncia de uma
resposta inflamatéria cronica sustentada por micréglias, astrécitos e neurénios do
foco epileptogénico, embora ainda precise ser estabelecido se a inflamagao é
estritamente associada com a morte celular, induzida por convulsdes ou ambas
(VEZZANI; GRANATA, 2005).

Recentemente, em cirurgia da ELT-EH de cérebros humanos, foi
demonstrada a diminuicdo no soro dos niveis de fator necrose tumoral alfa (TNF-
alfa), interleucina 1 beta (IL-1B) e proteinas inflamatérias de macréfagos (MIP-
1a/CCL3) importantes citocinas pro-inflamatoria, em pacientes portadores de ELT-
EH submetidos a procedimento cirurgico para controle das crises, confirmando em
humanos a participagcdo destas citocinas na perpetuacdo das crises na ELT-EH
(QUIRICO-SANTOS et al., 2013a).

Considerando que alguns alelos HLA classe Il estdo associados a
susceptibilidade de doencas inflamatérias caracterizadas por maior expressao de
citocinas do tipo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina 1 beta (IL-1
beta) (VEZZANI; BARAM, 2007) e motivados pela demanda de pacientes com ELT-
EH refrataria, atendidos pelo Programa de Epilepsias do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ),
buscamos a oportunidade de investigar o perfil de suscetibilidade genética nesses
pacientes, visando elucidar se existe associacado entre a ELT-EH e susceptibilidade

genética com o sistema HLA classe Il.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Epilepsia € uma das condigdes neurolégicas mais frequentes (CHANG,;
LOWEISTEIN, 2003; TAN, 2014). Aproximadamente dois milhdes de pessoas nos
Estados Unidos tém epilepsia, e 3% das pessoas na populagéo geral terdo epilepsia
em algum momento de suas vidas (CHANG; LOWEISTEIN, 2003). Por ano, 100.000
novos casos de epilepsia sao diagnosticados nos Estados Unidos. No Brasil, a
prevaléncia é de 18,6 por 1000 habitantes (BORGES et al., 2004).

A prevaléncia e a incidéncia de epilepsia nos paises desenvolvidos sio
menores do que nos paises em desenvolvimento, entretanto essa maior prevaléncia
nos paises em desenvolvimento, provavelmente, esta relacionado com os aspectos
metodologicos desses estudos. Ja em relagdo a incidéncia, sua distribuicdo, ocorre
em forma de U nos paises desenvolvidos, com taxas mais elevadas nas criangas e
idosos enquanto nos paises em desenvolvimento, a epilepsia apresenta seu pico no
inicio da idade adulta (TELLEZ-ZENTENO; HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012).

Segundo Miguéns-Blanco e Rodriguez-Acevedo (2013), epilepsia € uma
doenga comum na populagcdo em geral, onde 10% da populagédo apresentara uma
convulsao durante toda sua vida, embora apenas 1% tera uma condigao epiléptica.

Tanto a prevaléncia quanto a incidéncia de epilepsia sdao dramaticamente
mais altas entre individuos mais jovens. O tipo de epilepsia, a freqiéncia e a
imprevisibilidade das crises epilépticas quanto a hora de ocorréncia sdo atributos
que causam adversidades ao préprio paciente, aos familiares, assim como a
sociedade como um todo. Por isto, ela se torna uma questdo de saude publica
(BROWNE; HOLMES, 1997).

Dentro deste contexto, a ELT é a forma mais comum de epilepsia em
adultos, sendo responsavel por cerce de 60% das epilepsias de inicio focal
(CHIANG; HANEEF, 2014).

De acordo com classificagdo da ILAE, a ELT, em relagcao a sua localizagao e
etiologia, pode ser subdividida em: epilepsia mesial temporal (EMT), quando as
crises se originam nas estruturas mesiais; epilepsia temporal neocortical (ETN),
quando as crises se originam no lobo temporal, fora das estruturas mesiais e

epilepsia temporal familial (ETF), sendo a ETM a mais frequente (VALENCA-
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ANDRADE et al.,, 2006). A esclerose hipocampal (EH) é considerada o achado
neuropatolégico mais frequente em pacientes com ETM (CENDES et al., 2014;
CHATZIKONSTANTINOU, 2014; THOM, 2014). A importancia clinica da ELT mesial
decorre de sua alta prevaléncia e elevada proporcdo de pacientes com crises
epiléticas refratarias ao tratamento medicamentoso; entre as causas de
refratariedade da ELT esta a esclerose mesial hipocampal, encontrada em 50-70%
dos pacientes com ELT refrataria ao tratamento clinico (VALENCA-ANDRADE et al.,
2006; CURIA et al., 2014).

2.2 CONCEITO E CLASSIFICAGAO DE EPILEPSIAS

Epilepsia € uma desordem cerebral, caracterizada por uma predisposicao
duradoura para gerar crises epilépticas em condi¢gdes neurobioldgicas, psicologicas,
cognitivas e sociais dessa condigdo. A definicdo de epilepsia requer a ocorréncia de
pelo menos uma crise epiléptica (FISHER et al., 2005). As crises epilépticas sao
definidas como ocorréncias paroxisticas de sinais e sintomas decorrentes de
atividades anormais, excessivas e sincrbnicas de muitos neurdnios cerebrais
(MERRITT, 2007).

De acordo com Gitai (2008), uma respeitavel definicdo para o estudo desta
patologia é a distingdo em meio a os conceitos de epilepsia e crise epiléptica. O
diagnostico de epilepsia se arrola ao encontro de uma anormalidade epileptogénica
cerebral permanente, onde mais tardiamente ira ocorrer o desencadeamento das
crises recorrentes caracteristicas. Em contraposigéo, as crises epilépticas podem se
apresentar em pessoas ndo acometidas por esse mal. Estas crises podem advir de
forma isolada em resposta a um insulto transitério ou a perda de homeostase, e
desse modo, a situagcao de estresse presente naquele momento pode desencadear
uma atividade elétrica anormal.

A ILAE define epilepsia como uma condi¢cao caracterizada por duas ou mais
crises epilépticas recorrentes durante um periodo superior a 24 horas, nao
provocada por qualquer causa identificada imediata (TELLEZ-ZENTENO;
HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012). Posteriormente a |ILAE aceitou as
recomendacgdes de uma forca tarefa que alterou a definicdo, propondo que epilepsia

€ considerada uma doenca do cérebro definida por qualquer uma das seguintes
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condicdes: 1- pelo menos dois ataques nao provocados que ocorrem com mais de
24 horas de intervalo, 2 - uma crise nao provocada e uma probabilidade de novas
crises semelhante ao risco geral de recorréncia (pelo menos 60%) apds duas crises
nao provocadas, ocorrendo ao longo dos préximos 10 anos e 3 - diagndstico de uma
sindrome epiléptica (FISHER et al., 2014).

Segundo a revisdo de conceito, terminologias e abordagens para
classificagcdo de crises e formas de epilepsias realizada pela ILAE e publicada em

2010, podemos classificar a epilepsia das seguintes maneiras (BERG et al., 2010):

1. Modo de inicio e classificacdo das crises

1.1. Crises generalizadas - Sao caracterizadas por perda subita da
consciéncia, afetando redes neuronais que rapidamente propagam as descargas
epilépticas bilateralmente, em ambos os hemisférios cerebrais. Tais propagacdes
bilaterais podem incluir estruturas corticais e subcorticais, mas n&o necessariamente
incluir todo o cortex. As crises generalizadas podem ser:

1.1.1. Crises de auséncia.

1.1.2. Crises de auséncia atipicas.

1.1.3. Crises mioclonicas.

1.1.4. Crises clbnicas.

1.1.5. Crises tbnicas.

1.1.6. Crises ténico-clonicas.

1.1.7. Crises atOnicas.

1.2. Crises de inicio focal - As descargas elétricas anormais se limitam a
redes localizadas numa parte do coértex, num hemisfério cerebral. Essas descargas
podem ser discretamente localizadas ou ter distribuicdo mais ampla. As crises de
inicio focal podem se apresentar sem ou com comprometimento da consciéncia:

1.2.1. Sem comprometimento da consciéncia - Podem ser crises motoras,
autondmicas, somatossensoriais ou sensoriais especificas.

1.2.2. Com comprometimento da consciéncia - Cursam com
comprometimento de dois ou mais dos seguintes componentes da cognigao:

percepcao, atencdo, emogao, memoria e fungao executiva.
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2. Em relacao a etiologia

2.1. Genética - O conceito de epilepsia genética compreende o resultado de
um defeito genético conhecido ou presumido, em que as convulsdes sao o sintoma
principal da doenca.

2.2. Estrutural/Metabdlica - Conceitualmente, ha outra condi¢cdo distinta
estrutural ou metabdlica que se demonstrou estar associada com um risco
substancialmente aumentado de desenvolvimento de epilepsia.

2.3. Desconhecida - A causa subjacente é ainda desconhecida.

3. Sindromes eletroclinicas e outras epilepsias

3.1. Sindromes eletroclinicas - O uso do termo sindrome sera restrito a um
grupo de entidades clinicas que sado identificadas de forma confiavel por um
aglomerado de caracteristicas eletroclinicas.

3.2. Constelacbes - Sao uma série de entidades que ndo sao exatamente
sindromes eletroclinicas no mesmo sentido, mas que representam constelacbes
clinicas distintas, com base em lesdes especificas ou outras causas. Estas sao
diagnosticamente formas significativas de epilepsia e podem ter implicagées para o
tratamento clinico, particularmente a cirurgia.

3.3. Epilepsias estrutural/metabdlica - Inclui epilepsias secundarias a lesbes
ou condicdes especificas estruturais ou metabdlicas, mas que ndo, se enquadram
em um padrao eletroclinico.

3.4. Epilepsias de causa desconhecida - Eram as epilepsias chamadas

anteriormente de criptogénicas.

Dentro da nova classificacao, € proposto que cada sindrome e cada paciente
sejam caracterizadas nos diversos aspectos, como idade de inicio, antecedentes
cognitivos e de desenvolvimento, exame clinico, exame sensorial e motor, achados
eletrencefalograficos, fatores desencadeantes e padréo de ocorréncia de crises em
relacdo ao sono (BERG et al., 2010).
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2.3 FISIOPATOLOGIA DA ELT-EH

A atividade epiléptica cerebral pode ser desencadeada por diversos fatores,
e por isso a epilepsia é considerada uma disfungdo complexa e multifatorial (GITAI,
2008).

Existem duas categorias etioldgicas basicas: a) disturbio epileptogénico
especifico, que gera epilepsia em individuos susceptiveis; b) fatores precipitantes,
que sao perturbagcbes enddgenas ou exdgenas e que evocam crises epilépticas
agudas em determinados periodos de tempo (ENGEL, 1996).

Os disturbios epileptogénicos especificos podem ser lesbes, tais como
trauma, infecgdo, neoplasia, malformacdo vascular, malformagdes congénitas e
anormalidades genéticas (como mutagdes génicas pontuais ou aberragdes
cromossbmicas) (VEZZANI, 2005). Varias vias celulares associadas a esses
insultos também ocorrem de forma secundaria as crises recorrentes. Portanto, as
proprias crises epilépticas, potencialmente, poderiam perpetuar ou agravar, em
maior ou menor grau, o processo de epileptogénese (VEZZANI, 2005).

Fatores como consumo de alcool, febre e privacdo de sono podem precipitar
crises ocasionais em muitas pessoas com epilepsia ou causar crises reativas em
individuos sem epilepsia. Esses individuos, porém, tém uma sensibilidade especifica
a determinados fatores (ENGEL, 1996).

Segundo, Mumenthaler e Mattle (2007) a epilepsia reflete o funcionamento
anormal dos neurdnios cerebrais. Na epilepsia, os neurdnios corticais exibem
alteragdes do seu potencial de membrana e dos padrées de descarga. O desvio da
despolarizacdo paroxistica é um potencial de despolarizagdo pds sinaptico
anormalmente prolongado, capaz de causar surtos de descargas neuronais e,
subsequentemente, de excitar outros neurbénios, de modo a adotarem um padrao
anormal de crises sincronizadas semelhantes. Este padrdo pode resultar de um
desequilibrio entre neurotransmissao excitatoria e inibitoria.

O hipocampo é a regido mais estudada em epilepsias (THOM, 2014). A
esclerose mesial temporal é o achado patolégico mais comum em epilepsia crénica
do lobo temporal e estd relacionada com a refratariedade ao tratamento
medicamentoso (JARDIM et al., 2012).

Histologicamente, o hipocampo pode ser dividido em quatro setores de

camadas: CA1, CA2, CA3 e CA4 que variam de tamanhos e quantidades de células
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nervosas (SENDROWSKI; SOBANIEC, 2013). No exame histolégico, esclerose
hipocampal € caracterizada por degeneracdo e perda seletiva de neurdnios
piramidais, proliferagdo patoldgica de redes de interneurdnios e gliose acentuada
(SENDROWSKI; SOBANIEC, 2013).

A esclerose hipocampal refere-se a uma perda acentuada de neurdnios
hilares e células piramidais que podem ocorrer em todas as regides do corno de
Ammon (CA) e em regides do giro denteado do hipocampo, acompanhada de gliose
e atrofia da formacdo hipocampal. Também podem ser encontrados
comprometimento de outras estruturas mesiais, do cortex entorrinal, e
anormalidades da substancia branca e do neocoértex (CURIA et al.,, 2014;
SENDROWSKI; SOBANIEC, 2013; VALENCA-ANDRADE et al., 2006).

Os mecanismos exatos da fisiopatologia da esclerose hipocampal nas crises
epiléticas ndo foram ainda completamente esclarecidos. Acredita-se num processo
inflamatorio crénico, associado a uma histéria prévia de injuria cerebral, geralmente
ocorrido na infancia (THOM, 2014).

2.4 DIAGNOSTICO

A avaliagdo diagndstica tem os objetivos principais de determinar se o
paciente tem epilepsia, classificar o tipo de epilepsia e identificar a sindrome
epiléptica e, se possivel, definir a causa subjacente especifica (MERRITT, 2007).

Como a epilepsia € causada por diferentes etiologias e € uma doencga
multifatorial, e como crises epilépticas pode ser um sintoma de transtornos cerebrais
diversos, ndo existe uma avaliagdo diagnostica padrdo ou minima, e sim um
conjunto de elementos que levardo a um provavel diagnostico. Uma historia clinica
completa é o pilar do estabelecimento de um diagndstico de epilepsia. Uma histoéria
adequada deve proporcionar um quadro claro das caracteristicas clinicas das crises
e a sequéncia em que as manifestagdes evoluem (MERRITT, 2007).

O diagndstico preciso € fundamental, principalmente nas epilepsias farmaco
resistentes como é o caso da ELT-EH (MEMARIAN et al., 2013).

Uma das principais dificuldades de diagnosticar a epilepsia é distinguir entre
as crises verdadeiras e outras co morbidades, como sincope e pseudocrises
(ALVES-LEON et al., 2013).
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O eletrencefalograma (EEG) na ELT é capaz de oferecer trés tipos de
informacdes principais: presenca de atividade epileptiforme, quando anormal, o que
ajuda a corroborar o diagnostico clinico de epilepsia; auxilio na classificagdo da
sindrome ou desordem epiléptica, pelos padrdes eletrencefalograficos encontrados;
informagdes prognosticas em alguns casos. Atividade epileptiforme é caracterizada
pela presenga de ondas agudas e/ou espiculas, em combinagdo ou nao com ondas
lentas, e que apresentam forte associacdo com epilepsia. Sua auséncia, no entanto,
nao exclui o diagnéstico clinico (COSENZA-ANDRAUS et al., 2006).

Na ELT-EH, o EEG interictal, pode demonstrar anormalidade nao
epileptiforme com alentecimento nas faixas teta e delta sobre as regides temporais
mesio basais. Padrdo de ondas agudas e/ou espiculas, com projecdo temporal
anterior, uni ou bilateral, podem ocorrer, entretanto, alguns pacientes apresentam
EEG interictais normais, ndo excluindo o diagnoéstico de ELT-EH (VALENCA-
ANDRADE et al., 2006).

O achado persistente ou intermitente de 4-7Hz de atividade teta ou 1-3Hz de
atividade delta uni ou bilaterais nas regides temporais € um achado inespecifico em
varias condicdes como acidente vascular encefalico, esclerose hipocampal ou pode
nao ter nenhum substrato patologico, entretanto o padrdo persistente esta mais
relacionado com anormalidade estrutural (JAVIDAN, 2012).

Estima-se que cerca de 99,5 a 99,8% dos adultos com alteragdes
epileptiformes interictais apresentem eventos clinicos epilépticos (WALCZAK;
JAYAKAR, 1998). O EEG deve incluir gravagdes durante sono (sonoléncia e sono
leve), fotoestimulagdo, e hiperventilagdo, porque certos tipos de atividade
epileptiforme s&o mais provaveis de ocorrerem sob estas condicbes. Em
aproximadamente 50% dos pacientes que tém epilepsia, um primeiro EEG pode ser
normal e, nesses casos, pode-se realizar o registro apds privacdo de sono (o que
aumenta a possibilidade de detecgédo de descargas epileptiformes, especialmente na
ELT) (BROWNE; HOLMES, 1997).

Um dos padrodes ictais tipicos da ELT € uma atividade ritmica na faixa teta
com diminui¢cao da frequéncia e aumento da amplitude (VALENCA-ANDRADE et al.,
2006). Segundo Javidan (2012) a anormalidade epileptiforme tipica é caracterizada
por ponta ou onda com polaridade negativa e em muitas vezes, seguida por uma
onda lenta, onde os picos temporais tém o maximo de negatividade nos eletrodos

basais temporais F7, F8, T1, T2 e eletrodos esfenoidiais.
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Nos casos em que o EEG interictal ndo revelar anormalidades e quando
ocorrem duvidas com relacdo ao diagnostico, o paciente pode ser submetido a
monitorizagdo prolongada por video-eletrencefalografia (video-EEG). O maior
objetivo da monitorizagdo prolongada por video-EEG ¢é estudar a natureza de uma
alteracdo comportamental, por meio dos registros eletrencefalografico e por video
sincronizados (AMERICAN ELECTROENCEPHALOGRAPHIC SOCIETY, 1994;
ANDRAUS et al.,, 2002a;b; BINNIE; MIZRAHI, 1998; GARZON, 1999a;b;c;
GUERREIRO; CENDES; GUERREIRO, 2000; NAPOLITANO et al.,, 1999). Os
achados eletrencefalograficos combinados com a semiologia clinica de crises
registradas durante uma monitorizacdo prolongada sdo de grande valor na
localizagdo da zona de inicio ictal (ZIl), area do cortex onde as crises sdo geradas,
incluindo a area de propagagao precoce, sendo parte da zona epileptogéginca (Zep)
que é definida como a porcao de cortex cerebral necessaria e suficiente para iniciar
as crises epilépticas, sendo sua remocgao fundamental para o controle da maioria
das crises dos pacientes (FOLDVARY et al., 2001; LAGE et al., 2000).

Também s&o utilizados exames de neuroimagem, especialmente
ressonancia nuclear magnética (RNM) de cranio, capaz de identificar a atrofia
hipocampal. Esta € a principal ferramenta de diagndstico para detectar
anormalidades anatbmicas e quando combinado com EEG, pode identificar mais
precisamente a concordancia ou ndo, com a ZIl (MEMARIAN et al., 2013). Devem
ser obtidas imagens tanto de planos axiais como coronais com sequéncias T1 e T2.
A aquisicdo de imagens no plano coronal perpendicularmente ao eixo longo do
hipocampo melhoram a detecgéo de atrofia do hipocampo e gliose, achados que se
correlacionam muito com EMT e um lobo temporal epileptogénico (MALMGREN,;
THOM, 2012). As caracteristicas da RNM que evidenciam EH sdo: 1 - Aumento da
intensidade de sinal em T2, 2 - Redugao do volume do hipocampo e 3 - Alteragcao da
arquitetura interna (MALMGREN; THOM, 2012). Em pacientes que estdo sendo
considerados para cirurgia da epilepsia, exames de neuroimagem funcional, como
tomografia computadorizada por emissdo de féton unico (single photon emission
computed tomography - SPECT) ictal e tomografia por emissao de pdsitrons
(positrons emission tomography - PET) podem fornecer informagdes relacionadas a
alteragdes de fluxo sanguineo cerebral regional e metabolismo cerebral focal
respectivamente, se apresentarem concordancia com a Zll (COSENZA et al., 2003;
MALMGREN; THOM, 2012; MERRITT, 2007).
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2.5 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL ASSOCIADA A ESCLEROSE HIPOCAMPAL

O termo “epilepsia do lobo temporal” foi introduzido em 1951, por Herbert
Jasper (1906-1999) e colaboradores, e denota a condicdo de pacientes que tém em
comum a ocorréncia de crises epilépticas de inicio focal, com ou sem generalizagdes
secundarias, presumivelmente originadas no lobo temporal (CENDES; KOBAYASHI,
2000; ENGEL; WILLIAMSON, 1998; ILAE, 1985; ILAE, 1989).

O substrato patolégico mais frequentemente encontrado na EMT é a
esclerose mesial hipocampal que ocorre em 65% dos casos de epilepsia do lobo
temporal de dificil controle (CENDES et al.,, 2014). No entanto, outras estruturas
também estdo envolvidas, como a amigdala, o giro parahipocampal e o cértex
entorrinal (GLOOR, 1991). Outras alteragdes estruturais também podem ser
encontradas isoladamente ou em associacdo com a esclerose hipocampal como:
tumores, displasias, calcificacdes, malformacdes vasculares, entre outras (CURIA et
al., 2014; HO et al., 1998; SENDROWSKI; SOBANIEC, 2013; VALENCA-ANDRADE
et al., 2006).

A classificacdo da ILAE em relagdo a ELT-EH definiu que a marca
histopatolégica da EH é a perda de células piramidais que podem afetar qualquer
setor do CA. Perdas de células neuronais do hipocampo estdo associadas a um
padrdo grave de astrogliose, definida por uma malha densa de proteina glial fibrilar.
Esta consisténcia de tecido atrofico e endurecido levou a introducdo precoce do
termo “Esclerose do CA” (BLUMCKE et al., 2013).

Nas ultimas décadas foram feita varias tentativas para classificar padroes
especificos de perda neuronal no hipocampo, entretanto ndo houve um consenso
sobre as definicbes e terminologias, até que foi criada uma forga tarefa pela ILAE
para revisar as classificacbes anteriores e propor um sistema baseado em padroes
semiquantitativos de perdas de células hipocampais (BLUMCKE et al., 2013).

Essa forga tarefa classificou a EH por exame histopatolégico em trés tipos:

Tipo 1 - E o tipo mais comum de EH, cerca de 60-80% dos casos de ELT-
EH. O segmento CA1 é o mais afetado > 80% de perda celular, mas outros
segmentos também mostram perda neuronal significativa, afetando 30-50% dos
neurénios piramidais em CA2, 30-90% em CA3 e 40-90% em CA4. O giro denteado

é afetado em 50-60% de perda de células granulares.
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Tipo 2 - Este tipo apresenta histologicamente com perda neuronal
predominante em CA1, afetando cerce de 80% das células piramidais. Todos os
outros setores mostram perda celular leve, visivel apenas por microscopia, onde
CAZ2 apresenta menos de 20% de perda celular, CA3 menos de 20% e CA4 menos
de 25%. Este padrao € incomum, sendo visto em cerca de 5-10% dos casos.

Tipo 3 - Ocorre perda predominantemente em CA4, com aproximadamente
50% de perda celular e no giro denteado com 35% de perda celular, ao passo que
as outras regides sdo moderadamente afetadas com CA3 < 30%, CA2 < 25% e CA1
< 20% de perda celular. E também um padréo raro de EH, ocorrendo em cerda de 4-
7% dos casos.

Outros tipos histologicos encontrados na ELT sdo a gliose sem esclerose
hipocampal, onde cerca de 20% dos casos de ELT nao apresentam perda neuronal
significativa, ocorrendo somente gliose de forma mais acentuada e dispersao de
células granulares, que ocorrem em 50% dos casos de ELT (BLUMCKE et al.,
2013).

A ELT possui sintomatologia complexa, resultado das conexdes do lobo
temporal com estruturas limbicas, lobos frontal, parietal e occipital, e com suas
préprias fungbes na linguagem, memoaria, fungbes autonédmicas e sensoriais. A
fenomenologia ictal da ELT pode cursar com alteragdo da consciéncia, atualmente
denominada crise discognitiva (BERG et al., 2010), e expressa a participagédo
neocortical, hipocampal ou parahipocampal da circuitaria neuronal envolvida na
crise. As crises epilépticas do lobo temporal que cursam com disturbios da
consciéncia apresentam correlagdo clinico-eletrencefalografica bem definida,
originadas nas estruturas limbicas temporais mesiais (EMT) ou na convexidade do
lobo temporal (neocortical) (JAVIDAN, 2012; VALENCA-ANDRADE et al., 2006).

As crises originadas nas estruturas mesiais, especialmente relacionadas a
esclerose hipocampal, podem aparecer pela primeira vez na infancia, na
adolescéncia ou na idade adulta, porém mais comumente entre 10 e 20 anos de
idade (MUMENTHALER; MATTLE, 2007). E comum que o paciente tenha tido uma
ou mais convulsdes febris na infancia, antes do desenvolvimento da EMT
(PATTERSON; BARAM; SHINNAR, 2014).

De acordo com a classificacdo a ILAE publicada em 2010, as crises focais,
como a EMT, podem se apresentar com ou sem comprometimento da consciéncia
(BERG et al., 2010).
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Crises de inicio focais sdo aquelas cujas descargas elétricas anormais se
limitam a redes localizadas numa parte do cértex, num hemisfério cerebral e podem
ou ndo evoluir para crises generalizadas (BERG et al.,, 2010; YACUBIAN, 2002).
Alguns pacientes com ELT-EH experimentam eventos pré ictal, que podem ser uteis
na previsdo de uma crise que vem, podendo estes durar, minutos, horas e
ocasionalmente dias, sendo exemplos desses prédromos a cefaleia, a alteracédo de
humor, mudancga de personalidade e ansiedade (BLAIR, 2012).

Os sinais subjetivos iniciais de crise e que podem ser descritos pelo paciente
constituem a aura (que representa o inicio da crise) (BLAIR, 2012; DANTAS;
YACUBIAN, 2001a;b; GARGANIS et al., 2001; VALENCA-ANDRADE et al., 2006;
YACUBIAN, 2002). A ocorréncia de auras € mais comum nas crises originadas nos
lobos temporal e parietal (MIGUENS-BLANCO; RODRIGUEZ-ACEVEDO, 2013;
VELASCO; BUSTAMENTE, 1999; YACUBIAN, 2002).

Auras comuns anunciando a crise incluem uma sensagao de calor ou
desconforto epigastrico, nauseas, alucinagdes olfativas e gustativas e uma sensagéo
de familiaridade (déja vu) ou nao familiaridade (jamais vu), seguida de automatismos
orais, reagao de parada e olhar fixo e vago (MUMENTHALER; MATTLE, 2007).

As crises focais sem comprometimento da consciéncia sdo caracterizadas
clinicamente por sintomas autondmicos e ou psiquicos, e certos fenbmenos, como
olfativos e auditivos (incluindo alucinagdes) (MIGUENS-BLANCO; RODRIGUEZ-
ACEVEDO, 2013).

As crises parciais com comprometimento da consciéncia sao precedidas ou
nao de auras, que podem ser descritas como sensagao “estranha” epigastrica,
sentimento de medo, fendbmenos do tipo déja vu ou jamais vu, depressao, angustia,
alucinagdes visuais, auditivas, olfativas ou gustativas, auras somestésicas, erotismo
e sensagdes de bem estar, sendo caracterizadas clinicamente por sintomas motor,
tipicamente seguido por automatismo oro-alimentar, podendo seguir-se outros tipos
de automatismos. A duracdo costuma ser maior do que um minuto e confusao poés-
ictal € comum. As crises sdo geralmente seguidas por amnésia e a recuperagao é
gradual (DANTAS, 2001; MIGUENS-BLANCO; RODRIGUEZ-ACEVEDO, 2013;
VALENCA-ANDRADE et al., 2006; WILLIAMSON; ENGEL, 1998; YACUBIAN et al.,
1994).

Aproximadamente 24 a 30% dos pacientes apresentam perda de contato

com o meio ambiente e interrompem o que estavam fazendo antes da crise
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epiléptica propriamente dita, como se estivessem “congelados” ou “parados” (reacao
de parada ou behavioral arrest)) com os olhos abertos e fixos (staring)
(BUSTAMANTE; SAKAMOTO, 1999). Cerca de 40 a 80% apresentam automatismos
tipicos, principalmente das mé&os e boca (gestuais e mastigatérios ou oro-
alimentares), ou movimentos do tronco e/ou dos membros repetidamente.
Eventualmente, ocorrem desvio ou versao 6culo-cefalica e postura distbnica de um
dos membros, que podem ou ndo ser contralaterais a ZEp (BUSTAMANTE;
SAKAMOTO, 1999). Pode haver alteragdes da frequéncia cardiaca, do ritmo
respiratorio, do didametro pupilar e palidez ou rubor, associados aos demais sintomas
(DANTAS, 2001). No periodo pés-ictal imediato, pode ocorrer confusdo mental e
alteragdes do comportamento (“‘comportamento automatico”), como levantar, andar
ou correr. Alguns pacientes apresentam evolugdo para crises tbnico-clonicas
generalizadas (BLAIR, 2012).

Segundo Kotagal, 1991, postura disténica pode ocorrer em cerca de 15%
dos pacientes com epilepsia do lobo temporal, sendo geralmente contralateral a
descarga ictal. Envolve frequentemente os membros superiores, mas também pode
afetar os membros inferiores e corresponde ao sinal clinico mais fidedigno para
lateralizagao do foco, especialmente quando presente no inicio da crise (0 que pode
ser visualizado pelo SPECT ictal). Sua ocorréncia se da pelo hiperfluxo sanguineo
dos ganglios da base ipsilaterais ao foco no inicio da crise. Com o espraimento das
descargas, pode ocorrer hiperfluxo contralateral dos géanglios da base e o sinal
perde seu valor localizatério (ANDRAUS et al., 2002a;b).

A maioria das epilepsias, quando devidamente diagnosticadas e tratadas,
sdo controladas com farmacos antiepilépticos (FAE). Cerca de 20 a 30% das
epilepsias em geral irdo apresentar refratariedade ao tratamento com FAE e seréo
denominadas de epilepsia refrataria (ER) ou de dificil controle. Na ELT, cerca de
50% dos pacientes apresentam refratariedade aos FAE (ARONICA et al., 2004,
KWAN; SANDER, 2004; YACUBIAN, 2002). Na ELTM, o achado neuropatolégico de
EH se caracteriza por uma maior refratariedade aos medicamentos (CENDES et al.,
2014; CURIA et al., 2014; TAN, 2014). Medicacao anti epiléptica é indicada, como
tratamento de primeira linha, entretanto se a epilepsia provar ser
medicamentosamente intratavel, que € comum nos pacientes com ELT-EH, uma
avaliacao sobre procedimento cirargico devera ser analisado
(CHATZIKONSTANTINOU, 2014). O paciente com ER é aquele que foi tratado por
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pelo menos um ano com dois FAE em monoterapia com FAE considerado de
primeira linha, posologia adequada, e uma ou duas vezes em combinagdo, com
adesédo confirmada ao tratamento, e mesmo assim, ndo obteve controle das crises
(KWAN; SANDER, 2004; YACUBIAN, 2002).

Foi proposta uma escala de gravidade de epilepsia (Quadro 1) 2009
(MOELLER; RAHEY; SADLER, 2009).

1- Livre de crises
A - Livre de crises sem uso de farmacos anti-epilépticos
B - Livre de crises com uso de farmacos anti-epilépticos

2 - Parcialmente controlado

A - Crises focais simples sensoriais, somente aura.
B - Apenas crises noturnas.

C - Menos de 1 crise a cada trés meses.

D - Outros

3 - Sem controle

A - Crises <1/més

B - Crises mensais (>1/més e <1/semana)
C - Crises semanais (>1/semana e <1/dia)
D - Crises diarias

E - Sem controle - Outros

Fonte: Epilepsia Novembro de 2009

Quadro 1: Escala Adaptada de Gravidade de Epilepsia (MOELLER, RAHEY; SADLER,
2009)

Foram feitos avangos significantes no tratamento de epilepsia durante as
ultimas décadas. Até mesmo em pacientes nos quais os FAE sao eficazes, seu uso
parece nao afetar a progressdo da epilepsia. Além disso, ndo ha nenhuma droga
atualmente disponivel que previna o desenvolvimento de epilepsia. Assim, ha trés
metas importantes: (1) entender melhor os processos que conduzem a epilepsia,
permitindo criar terapias de prevencao de epilepsias em pacientes de risco; (2)
entender os mecanismos biologicos da farmaco-resisténcia, permitindo desenvolver
drogas para reversao ou prevengao de resisténcia; e (3) desenvolvimento de
terapias que modifiquem a doenca, inibindo os mecanismos inflamatérios e a
progressdo de ELT-EH. A ultima meta seria uma droga que combine estas trés
propriedades, resultando assim em uma cura completa para epilepsia (LOSCHER,
2002).



30

Para um melhor entendimento do estudo das epilepsias se fez necessaria a
busca por modelos experimentais, que sdo ferramentas extremamente valiosas no
estudo da prevencéo, diagnostica e tratamento das doengas e sindromes epilépticas
(AVANZINI, 1995; SENDROWSKI; SOBANIEC, 2013).

2.6 NEUROINFLAMACAO E EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL ASSOCIADO A
ESCLEROSE HIPOCAMPAL

O sistema imune e as reagdes inflamatorias desempenham um papel
importante na protecao do tecido a partir de insultos infecciosos e nao infecciosos.

Para defender o hospedeiro contra a invasdo de organismos estranhos ou
ameacas patogénicas, o sistema imunoldgico utiliza duas partes: uma responsavel
por uma acgao imediata contra os agentes externos, chamada de sistema imune inato
e outra que permite o reconhecimento antigeno especifico via células
apresentadoras de antigenos, que constituem o sistema imune adaptativo
(VEZZANI; GRANATA, 2005).

A imunidade inata representa uma resposta imediata e ndo especifica contra
patdbgenos invasores. Leucdcitos, incluindo as células natural killer (NK),
granulécitos, mondécitos, células dendriticas e receptores Toll-Like (TLRS) estao
envolvidos na ativagdo da imunidade inata (VEZZANI, 2011).

Ativacdo de TLR inicia a resposta imune inata e a inflamacdo durante a
infeccdo, ou em resposta a lesdo tecidual. A estimulagcdo desses receptores por
patogenos leva a liberacdo de citocinas, tais como IL12, que estdo envolvidos na
transi¢cdo entre a resposta imune inata e adaptativa (VEZZANI, 2011).

O sistema adaptativo é ativado em resposta a imunidade inata e permite
reconhecer antigenos especificos, mediando uma resposta humoral (produgédo de
anticorpos) ou respostas imunes mediadas por células de linfécitos B e T
respectivamente. Células dendriticas, macrofagos e células B estimulam células T
virgens a se tornarem células T efetoras. A desregulagao da imunidade adaptativa e
a perda da tolerdncia a auto antigenos pode resultar no desenvolvimento de
autoimunidade. Uma subpopulagao de células T chamadas de células T reguladoras
(CD4" CD25%) ajudam a controlar a atividade autoimune e assim manter a

homeostasia do sistema imune e a tolerancia a auto antigenos (VEZZANI, 2011).
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O cérebro tem sido considerado um local imunoprivilegiado por causa da
presenca da barreira hemato encefalica (BHE), pela falta de um sistema linfatico
convencional e devido ao trafico limitado de células imunitarias periféricas. Em
condigdes fisiologicas a BHE controla rigorosamente a entrada de células e
moléculas, incluindo proteinas no cérebro. No entanto, ambas as respostas imunes
podem estar presentes no sistema nervoso central, em resposta a agentes
patogénicos, auto antigenos ou leséo do tecido (ABOTT, 2006; VEZZANI, 2011). O
braco da resposta inata envolve a ativacdo do receptor de IL-1 e toll-like (IL-
1R/TLR), vias de sinalizagao através da ligacdo de padroes moleculares associados
a patégenos (PAMPs) ou a ativacdo da via da cicloxigenase-2 (COX-2), e dos
fatores de transformacao B (TGF B). Os mediadores inflamatérios produzidos pelo
sistema imune inato aumentam a permeabilidade e a expressdo de moléculas de
adesao do endotélio de modo a atrair os linfécitos do sistema imunitario adaptativo,
conduzindo sua infiltragdo no sistema nervoso central (XU; MILLER; KOH, 2013).

Imunohistoquimica realizada em cortes de cérebros afetados revelaram que
varios tipos de células, incluindo a microglia, astrécitos, células epéndimarias e
células endoteliais do BHE, foram envolvidos nas ondas de inflamacgao e indugao de
crises convulsivas. A ativacao da via inflamatéria de IL-1R/TLR foi uma das primeiras
a serem identificadas. A expressao de IL-1R e TLR foram detectadas no cérebro,
embora em um nivel baixo, entretanto apés estimulacao, tais como infecgdes virais
ou bacterianas, lesdes celulares, isquemia e crises convulsivas, esses niveis
aumentam, sendo facilmente identificados (XU; MILLER; KOH, 2013).

Os mecanismos neuroinflamatorios das epilepsias vém sendo descritos
como um fator importante na génese das crises convulsivas e nas epilepsias
refratarias, em especial naquelas com comportamento progressivo, como ocorre na
ELT-EH (BAUER et al., 2009; VEZZANI, 2011). Enfases experimentais e clinicas
advertem a inflamagéo cerebral ou neuroinflamagdo como um constituinte comum e
crucial na epileptogénese e no desenvolvimento das crises epiléticas refratarias. As
primeiras evidéncias da influéncia da resposta inflamatéria na epilepsia foram
notadas em pacientes resistentes ao tratamento com FAE, que apresentaram uma
diminuicdo do numero de crises apdés o0 uso medicamentos antiinflamatorios
(WIRRELL; FARRELL; WHITING 2005).

O efeito excitatério de IL 1B parece ser associado com a redug¢ao do acido

gama aminobutirico (GABA) e alteracdo dos canais de calcio (Ca®" voltagem
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dependentes no hipocampo (XU; MILLER; KOH, 2013). As citocinas, como as
interleucinas sao proteinas que estdo envolvidas na inflamagdo, na ativagao
imunitaria, na diferenciagdo celular e apoptose (DUNDAR et al.,, 2013). A
participacdo do fator de transcricdo da inflamagcdo aguda NFkB, também foi
demonstrada em pacientes que apresentavam ELT-EH e histéria prévia de
convulsao febril (CRESPEL et al., 2002).

Testes com roedores mostraram que sinais pré inflamatérios, tais como
citocinas, quimiocinas, prostraglandinas, receptores Toll Like (TLR), fatores do
complemento e moléculas de adesao intercelular (ICAM) sédo rapidamente induzidos
durante crises epilépticas (VEZZANI; GRANATA, 2005). A ativacdo de TRLs,
particularmente TLR2 e TLR4, através de lipopolissacarideos (LPS), resulta em
mudangas rapidas na excitabilidade neuronal, levando a alteragdo na transmisséo e
na regulagao da potencializagao sinaptica (XU; MILLER; KOH, 2013).

Convulsbes prolongadas podem levar a uma regulacdo aumentada de
moléculas de adesdo em células endoteliais do cérebro, facilitando o
extravasamento de leucécitos circulantes. A expressao de E-selectina, P-selectina, a
molécula de adesao intracelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesao celular vascular 1
(VCAM-1) estdo aumentadas nessas situagcoes (FABENE et al., 2008). Os ligantes
dessas moléculas, integrinas e mucinas, s&o expressas por leucocitos circulantes
apos injuria e facilitam a entrada de granuldcitos e linfécitos no cérebro (FABENE et
al., 2008). Bloqueio de a4p1 integrinas em leucécitos inibe a infiltragdo desta
populacao de células no cérebro, e a inibicdo terapéutica da ativagao de integrina a4
impede a indugdo de convulsdes, e mesmo o desenvolvimento de epilepsia
(FABENE et al., 2008).

O estudo em espécimes humana, a partir de pacientes com ELT-EH, apoia a
existéncia de uma resposta inflamatdria crénica sustentada por microglias, astrocitos
e neurdnios do foco epiléptico, embora continue a ser estabelecido se a inflamagao
€ estritamente associada com a morte celular, induzida por convulsbées ou ambas.
Nos experimentos em tecidos de cérebros humanos, mostrou uma maior
concentracdo de moléculas da imunidade inata e da imunidade adaptativa, com IL1
beta apresentando-se numa quantidade trés vezes superior ao controle (VEZZANI;
BARAM, 2007).

As células da glia superam os neurbnios em média de 3:1, sendo estas

responsaveis por diversas fungdes como orientar a migracdo durante o
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desenvolvimento, modulacdo da funcido sinaptica e plasticidade, regulando o
microambiente extracelular, isolantes axénicos, regulagcao do fluxo sanguineo local,
contribui para as fungdes de permeabilidade da BHE e aplicacdo da imunidade
celular no cérebro para restaurar a fungdo e promover a cura, onde a desregulagéo
dessas fungbes podem causar convulsdes e levar a um estado epileptogénico,
ocorrendo nos astrécitos um processo de astrogliose reativa, com alteragdes na sua
morfologia e composi¢cao molecular (DEVINSKY et al., 2013).

Em adultos, as citocinas afetam a plasticidade das sinapses, levando a um
estado epileptogénico e a progressdo da doencga. A analise de genes polimérficos
de IL1 B em pacientes epiléticos farmacos-resistentes sugere uma associagao entre
0s genes de citocinas e desenvolvimento de ataques epiléticos focais (ALBRECHT,
2007). Algumas anormalidades na producdo dessas citocinas tém sido observadas
em pacientes epilépticos. Os niveis de citocinas como IL1[3, IL6 e TNF aumentam
rapidamente apoOs crises epilépticas, retornado aos niveis normais dentro de 2 a 3
dias apos a crise. O efeito inflamatério das citocinas n&do depende somente do
estado funcional dos neurdnios, mas também da concentragcdo dessas citocinas e do
tempo de duracao de exposi¢cao dos tecidos a elas. Os pacientes com epilepsia FR
tém niveis mais altos de citocinas no soro, principalmente IL6 em relagdo aos
pacientes controlados (ALBRECHT et al., 2007; BAUER et al., 2009).

Um aumento na expressdo de IL1 [ nas células astrocitarias foi
demonstrado por imunohistoquimica em espécimes de cérebros obtidos por cirurgia
de pacientes tratados para epilepsia do lobo temporal. Também foi observada a
expresséo positiva de HLA-DR nas células microgliais dos hipocampos escleroticos
desses pacientes (RAVIZZA et al., 2008a).

Foi demonstrada também a diminuicdo dos niveis de TNF-a, IL-18 e MIP-
1a/CCL3 importantes citocinas pré-inflamatoéria, em pacientes portadores de ELT-EH
submetidos a procedimento cirurgico para controle das crises, confirmando em
humanos a participagcdo destas citocinas na perpetuagdo das crises na ELT-EH
(QUIRICO-SANTOS et al, 2013a). Em recente trabalho, o mesmo grupo,
demonstrou em pacientes com ELT-EH, submetidos a procedimento cirurgico para
remogao do foco epileptogénico, uma redugcdo nos niveis de metaloproteases, que
participam como importantes indutores inflamatérios epileptogénicos (QUIRICO-
SANTOS et al., 2013b).
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A inducao experimental de crises epilépticas em roedores levou ao aumento
da expressao de diversas citocinas tais como TNFa, IL-13 e IL-6 e de moléculas de
MHC classe | em areas do cérebro dentro de horas apds a estimulagdo. Ao mesmo
tempo, processos regenerativos sdo acionados, e estes também parecem envolver
moléculas de MHC classe | (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014).

Um aumento significativo na expressdo de HLA-DR4, -DQ2 e -DR7 foi
demonstrado em pacientes com epilepsia do lobo temporal associado a esclerose
hipocampal quando comparado aos controles (OZKARA et al., 2002).

Do ponto de vista clinico, o papel da inflamagdo na fisiopatologia da
epilepsia humana é um desafio € um novo paradigma pode ser desenhado a partir

das evidéncias atuais.

2.7 HLA (SISTEMA DE ANTIGENO LEUCOCITARIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE
HUMANO)

2.7.1 Descricao dos antigenos HLA

O MHC foi descoberto em 1937, por Peter Gorer. Em 1958, foram lancados
os primeiros trabalhos por Jean Dausset, Jon Van Rood e Rose Payne, que viriam
mais tarde a torna-se o complexo HLA. O credito da descoberta do antigeno HLA foi
para Dausset ao estudar o soro de pacientes submetidos a multiplas transfusdes de
sangue. Ele deu o nome de MAC para honrar trés voluntarios importantes de sua
pesquisa e cujos nomes tinham essas iniciais respectivamente (TOSI et al., 1978).

O sistema de antigeno leucocitario de histocompatibilidade humano (HLA) é
a versao do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) dos animais. O mau
funcionamento do sistema HLA € a raiz de muitas desordens clinicas, ndo so6 devido
ao seu papel na resposta imunolégica adaptativa, mas também devido a sua grande
complexidade genética (JANEWAY et al., 2002).

O complexo HLA fica situado no brago curto do cromossomo 6, e contém
mais de 200 genes e mais de 40 codificadores de antigenos leucocitarios. Os genes
codificadores de HLA se dividem em trés classes: |, Il e lll, onde o de classe lll se
localiza entre os de classe Il e classe | (ROBINSON et al., 2001). Os genes da

classe | sdo expressos pela maioria das células teciduais, porém o nivel de
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expressao varia dependendo do tecido. Em contraste, os genes da classe Il
normalmente sao expressos por um subgrupo de células imunolégicas, que incluem
células B, células T ativadas, macrofagos, células dendriticas e células epiteliais
timicas. Entretanto, na presenca de interferon-y, outros tipos de células podem
expressar moléculas de HLA classe Il. A funcdo de ambas as classes de HLA ¢é a
apresentacao de pequenos peptideos derivados de patdégenos as células T, um
processo que inicia a resposta imune adaptativa (MACKAY; ROSEN, 2000).

As moléculas de HLA classe | apresentam para os linfécitos T CD8
peptideos enddgenos derivados de proteinas autélogas do citoplasma, enquanto as
moléculas de HLA classe Il apresentam para os linfécitos T CD4 peptideos
exdgenos derivados da protedlise de proteinas ndo autdlogas nos fagolisossomos
(CRUVINEL et al., 2010).
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Figura 1: Localizagao do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) humano

Os genes do HLA s&o os mais polimoérficos dos mamiferos, sendo provavel

que este polimorfismo exista para garantir a sobrevivéncia das espécimes, ja que os
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haplétipos maternos e paternos em co dominéancia faz com que cada pessoa possa
expressar em suas células diferentes moléculas de HLA, conferindo a vantagem de
apresentar uma variedade maior de peptideos antigénicos as células T e com isso
combater um numero maior de infecgbes (ALVES et al., 2005). Quanto maior o
polimorfismo do HLA numa populagdo, maior sera a probabilidade de herdar
haplétipos diferentes e, portanto, ser heterozigoto para todos os loci (TURNER,
2004).

2.7.2 Participacao de genes do HLA como funcéo bioldgica e doencas

Em 1967, Amiel descreveu a associagcao de HLA com doencgas ao encontrar
uma frequéncia aumentada de antigenos HLA, 4C em pacientes com doencga de
Hodgkin (51%) em relagdo a individuos saudaveis (27%). Em 1973, Schlosstein,
Terasaki e Pearson descreveram uma forte associagao entre HLA-B27 e espondilite
anquilosante.

Desde entédo, muitas doengas tém sido associadas a antigenos de HLA e em
especial as doencas autoimunes (DONADI, 2000). Dois tipos de estudos tém sido
utilizados para abordar essa associacdo, os populacionais e os familiares. Nos
estudos populacionais as frequéncias dos antigenos HLA sdo observadas em um
grupo de pacientes nao aparentados, sendo comparados com individuos do grupo
controle também nao aparentados. Quando uma associagao € estabelecida em
estudos populacionais, € util realizar os estudos familiares para um melhor
entendimento de suas bases genéticas (DONADI, 2000).

Outras doencgas que também estao relacionadas com HLA sao a tuberculose
onde os alelos HLA-DRB1*07 e DQA1*0101 predispbéem a tuberculose pulmonar,
enquanto os alelos HLA-DQA1*0301 e HLA-DQA1*0501 sao protetores, na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) onde alelos HLA B*35 estéo
associados a uma rapida progressao da infecgao pelo HIV, no lupus eritematoso
sistémico (LES) onde o HLA-DR2 tem maior predisposi¢cao a produzir anticorpos anti
DNA dupla fita, e o HLA-DR3 se associa a producdo de anticorpos anti-SS-A e anti-
SS-B, e os antigenos HLA-DR4 e HLA-DRS propiciam a produgdo de anticorpos
anti-S e anti-RNP, artrite juvenil onde portadores de HLA-DR4 tendem a manifestar

doencga poliarticular com fator reumatoide positivo enquanto o HLA-DRS5 parece
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predispor a forma sistémica, diabetes tipo | onde foi observada a associagao com os
alelos HLA-DRB1, HLA-DQA1 e HLA-DQB1, principalmente DQB1*0302 e
DQB1*0201, além de outras doencas como doenca celiaca e doenca de Hashimoto
(ALVES et al., 2005).

Os alelos HLA também estdo envolvidos em alguns disturbios neuroldgicos
como a esclerose multipla (EM), Miastenia Grave, HTLV-1, Coreia de Sydenham,
Neurocisticercose, Neurotoxoplasmose e Epilespsia Mioclonica Juvenil, onde esta
ultima esta associada a disturbios de HLA-DR6 em populacéo alemad e HLA-DR13
numa populacao arabe (ALVES et al., 2007).

Recentemente o HLA tem sido implicado em reag¢des de hipersensibilidade a
farmacos antiepilépticos, em especial a carbamazepina. Apesar de ser uma droga
de primeira linha no tratamento da epilepsia, a carbamazepina possui uma
individualidade e uma variabilidade inter étnica de eficacia clinica e reacdes
adversas, incluindo reagdes de hipersensibilidade potencialmente fatais, como a
sindrome de Stevens Johnson e necrolise epidérmica toxica (JARAMILLO et, al.,
2014; BLOCH et, al., 2014). Uma predisposi¢do para esses efeitos adversos tem
sido associada ao HLA-A*31:01em varias etnias e com HLA-B*15:02 em pacientes
do sudeste asiatico (THORSTENSEN et al., 2014; YIP; ALFIREVIC; PIRMOHAMED,
2014).

O mapeamento dos genes de HLA envolvidos nessas doencas e os
possiveis mecanismos envolvidos por tras destas associagdes sdo agora o principal
foco de diversas pesquisas (THORSBY; LIE; 2005).

2.7.3 Estrutura e Tipagem do HLA

Cada molécula do MHC consiste em uma fenda ou sulco extracelular que
liga peptideos, seguida de um par de dominios semelhantes a imunoglobulinas, e
esta ancorada na membrana celular por meio de dominios transmembrana e
citoplasmatico. Os residuos de aminoacidos polimoérficos das moléculas do MHC
estdo localizados na fenda de ligacdo de peptideos e préximos a ela. Os dominios
nao polimérficos semelhantes a imunoglobulinas das moléculas do MHC contém
locais de ligacéo para as moléculas CD4 e CD8 das células T. As moléculas do MHC

| consistem em duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente, uma
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cadeia alfa codificada pelo MHC e outra ndo codificada pelo MHC chamada beta2-
microglobulina. As moléculas do MHC Il s&o compostas de duas cadeias
polipeptidicas ligadas de forma n&o covalente, uma cadeia alfa e uma cadeia beta,
que sao codificadas por genes de MHC polimérficos. Os genes HLA-A, HLA-B e
HLA-C, codificam as cadeias alfas dos antigenos da classe I. Os genes HLA-DRB1,
HLA-DQB1 e HLA-DPBH1, codificam a cadeia beta dos antigenos classe Il. Os genes
HLA-DRA1, HLA-DQA1 e HLA-DPA1, codificam a cadeia alfa dos antigenos classe
Il. Os genes classe |, HLA-A, HLA-B e HLA-C, estdo proximos do teldbmero do l6cus
de HLA, enquanto os genes classe Il estdo mais préximos do centrdmero no lécus
de HLA (JANEWAY et al., 2002).

HLA de classe | HLA de classe Il

Sulco de ligagao
do peptideo

Figura 2: TM - Regido transmembrénica. Moléculas de classe | formadas por um
heterodimero constituido por uma cadeia a e uma cadeia leve denominada [2-
microglobulna, enquanto que moléculas de classe Il formam um heterodimero de uma
cadeia a e uma cadeia B
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Caracteristica HLA de classe | HLA de classe |
: : - a (44-47 kD) a (32-34 kD)
Cadeias polipeptidicas B,-microglobulina (12 kD) B (29-32 kD)
Localizacédo de residuos de Dominios a. & a Dominios 4, & 3
A&c polimorficos T2 12
Local de ligacédo para co- A regido a; liga CD8 (de Aregido f, liga CD4 (de
receptores da célula T linfocitos T CD8+) linfocitos T CD4+)
Tamanho da fenda de ligacdo | Acomoda peptideos com 8-11 Acomoda peptideos com 10-
de peptideos Aac 30 Aac
Locos HLA-A, HLA-B, HLA-C HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP

Aac = aminoacidos

Quadro 2: Caracteristicas das moléculas HLA de classe | e moléculas HLA classe I

Os métodos de tipagem do HLA sao (JANEWAY et al., 2002):

Sorolégicos: Utilizam-se soros especificos para identificagcdo dos antigenos
presentes na membrana dos linfécitos.

Moleculares: Utilizando primers para amplificagdo seletiva do DNA
correspondente a alelos ou grupos de alelos, seguida da revelagéo por eletroforese
em gel de agarose.

Moleculares: Utilizando primers para amplificagdo seletiva do DNA
equivalentes ao alelo HLA, seguida de hibridizagdo com sondas de
oligonucleotideos de sequéncia especifica.

Analise de baixa resolucdo: Amplificam regides do genoma compartilhadas
por um grupo de alelos os quais sdo identificados apenas pelos primeiros dois
digitos (HLA-DRB1*04).

Analise de alta resolugcédo: Amplifica regides exclusivas de cada alelo, os
quais sao identificados por quatro digitos (HLA-DRB1*0405).

2.7.4 Nomenclatura do HLA

A nomenclatura do HLA é definida por um comité internacional (Comité de
Nomenclatura dos Fatores do Sistema HLA da Organizagdo Mundial de Saude), que
se reune periodicamente para nomear alelos descobertos recentemente e para rever
a nomenclatura vigente. Até a década de 80, a tipificacao era realizada por métodos
sorologicos que detectavam antigenos e nao alelos especificos (TORRES;
MORAES, 2011).
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A convencgao para o uso de um codigo de 4 digitos para distinguir os alelos
HLA que diferem nas proteinas que eles codificam foi introduzido por este mesmo
comité, em 1987. A partir de entdo, digitos adicionais foram introduzidos e
atualmente um alelo € nomeado pela composicédo de quatro, seis ou oito digitos,
dependendo da sequéncia deste DNA (PORTO, 2010).

Nomeiam-se os antigenos com o prefixo de HLA seguidos por letras
maiusculas para a denominagdo do lécus génico e um ou dois digitos para
identificacdo numérica do antigeno. Para nomear HLA classe | acrescenta-se um
asteristico apds a letra maiuscula identificadora do I6cus génico, o qual é seguido
por quatro a oito digitos. Os dois primeiros referem-se a tipificacdo sorolégica do
antigeno, o terceiro e o quarto aos alelos especificos, 0 quinto e o sexto a variagdes
sinbnimas e os dois ultimos as variagdes nos introns 5 ou 3’ do gene. Para o HLA
classe Il, os genes que codificam as cadeias a e B sao representados pelas letras
maiusculas “A” e “B” apds a designacao do l6cus génico. Para os loci DQ e DP
acrescenta-se a letra “A” ou “B” e para o l6cus DR, acrescenta-se a letra “B”. Como
algumas regides possuem diversos genes para as cadeias a e 3, cada locus é
seguido por um algarismo para representa-lo. Também sao acrescidos quatro a oito
digitos apds o asteristico (ALVES et al., 2005; MARSH et al., 2005).

O mesmo comité se reuniu pela ultima vez no 15° Workshop Internacional de
Histocompatibilidade e Imunogenética, que ocorreu no Brasil, em Setembro de 2008.
Durante este evento, foram criados grupos de discussao a cerca das modificagcoes
que se faziam necessarias. O novo sistema de nomenclatura HLA se utiliza de
separadores (:) entre os numeros dos alelos que atuam como delimitadores de
campo, possibilitando assim a designacédo de familias de alelos contendo mais do
que 100 diferentes proteinas descritas (TORRES; MORAES, 2011).

A nova nomenclatura do sistema HLA esta vigente desde 1° de Abril de
2010. Até este momento, diversos laboratorios e organizagbes estdo estruturando
seus sistemas para que estes contemplem as alteragcbdes que tem prazo estabelecido
pelo banco norte americano de doadores de medula 6ssea (NMDP) para receber os
dados na antiga e atual nomenclatura até o més de Abril de 2011. Apds esta data,
somente dados no atual sistema de nomenclatura HLA serdo aceitos (PORTO,
2010).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é estudar a suscetibilidade genética dos pacientes
previamente diagnosticados com ELT-EH, atendidos no Programa de Epilepsias do
HUCFF/UFRJ, investigando possivel associagdo genética entre ELT-EH e alelos do
sistema HLA classe II.
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4 METODOLOGIA

4.1 APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA

Projeto de pesquisa Neuroinflamacgao e epilepsia, aprovado pelo Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do HUCFF/Faculdade de Medicina/UFRJ,
sob o numero 073-07, obedecendo as normas do Cédigo de Etica propostas pela
Declaragao de Helsinque e do Conselho Nacional de Saude (Resolu¢do No 196/96 e
suas complementares). Todos os pacientes incluidos assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido. Os pacientes ou seus responsaveis consentiram

que seus dados de investigagdo fossem divulgados nessa pesquisa (APENDICE A).

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos 42 pacientes com ELT-EH, independente do sexo ou idade,
com crises controladas ou ndo com FAE. Esses pacientes foram comparados com
um grupo-controle de 89 individuos considerados saudaveis, pareados por idade,
etnia e género, sem epilepsia ou outra doencga inflamatoria. Os pacientes foram
procedentes do Ambulatério de Epilepsias do Programa de Epilepsias do
HUCFF/UFRJ.

Os pacientes com ELT-EH apresentavam critérios clinicos e
eletrencefalograficos interictais e ictais pré-estabelecidos de ELT de dificil controle,
verificados por meio de anamnese, semiologia das crises, exame fisico, EEG
interictal e monitorizacdo por video-EEG, com duracdo de pelo menos 24 horas,
dosagem sérica de FAE dentro da faixa terapéutica e neuroimagem, que incluiu RM
do cranio com cortes coronais, sagitais e axiais nas sequéncias Flair, T1 e T2 e
SPECT ictal. O grupo controle foi formado a partir de um banco de amostras da
empresa DNA Forense LTDA, RJ, Brasil.



43

4.3 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Idade: a média de idade dos pacientes, no momento da inclusdo nesse
estudo, foi de 42,8 anos, com idade minima de 15 anos e maxima de 65 anos. O
grupo controle teve a média de idade de 43,1 anos, com idade minima de 16 anos e
idade maxima de 67 anos.

Sexo: dos 42 pacientes incluidos com EMT-EH, 22 eram do sexo feminino
(52,36%) e 20 do sexo masculino (47,64%). Dos 89 controles saudaveis, 47 eram
mulheres (52,8%) e 42 eram homens (47,2%).

4.4 EXTRAGAO DO DNA

Amostras de 10 a 15 ml de sangue periférico de pacientes e controles
saudaveis (pareados por origem étnica, género e idade) foram coletadas entre maio
de 2011 e dezembro de 2012. Uma aliquota de 0,5 ml de sangue foi estocada em
papel de filtro FTA® & temperatura ambiente (20 a 25 C). O restante do sangue foi
centrifugado & temperatura de 25C a 1.400g, durante 10 minutos. Os leucdcitos
foram coletados e aliquotados em tubos criogénicos (500 ul). As aliquotas foram
armazenadas em freezer a -70°C até a realizagdo dos procedimentos subsequentes.

As amostras coletadas para este estudo foram submetidas a extragcao de
DNA genbmico por método organico, de acordo com o protocolo adaptado de
Carvalho et al. (2010). Neste processo, 50,0 ul de sangue periférico ou um picote de
3,0 mm de papel FTA® embebido de sangue foram transferidos para um tubo com
capacidade para 1,5 ml contendo 200 pl de tampé&o de lise (10mM Tris pH 8.0,
100mM NaCl, 10mM EDTA pH 8.0, 0,5% SDS) e proteinase K (4 pl a partir de
solugdo estoque a 20mg/ml) e o material foi incubado a 560C por 2 horas. Na
sequencia foram adicionados 500 ul de fenol: cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1).
Apoés agitacao suave do tubo, o material foi centrifugado por 2 minutos a 10.000 g e
a fase aquosa transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado igual volume de
isopropanol absoluto. A amostra permaneceu em banho de gelo por 30 minutos e
seguiu para a centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi

eliminado e o precipitado lavado com etanol 70% e depois estocado em solugdo TE
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pH 8.0 [10 mM Tris HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH8,0)]. Os extratos de DNA foram

quantificados por espectrofotometria a 260/280 nanémetros (nm).

4.5 QUANTIFICACAO DE DNA

Os acidos nucleicos tém um maximo de absorgdo a 260nm. A maioria das
amostras pode conter contaminantes, como proteinas e DNA de fita simples / RNA
que absorvem no maximo de 280nm. A equacéao para calculo de DNA na presenca
de contaminagao é: A[260] /A[280] = dsDNA puro. Quanto maior a taxa, mais pura
amostra do DNA. Foram aceitas as amostras com relagcédo entre 1,8 e 2,0. O
procedimento consistiu em se calibrar o espectrofotdmetro com 1ml de TE a 260 e
280 nm; misturar 10ul de cada amostra com 90ul de TE, fazer a leitura a 260nm e a
280nm e calcular a taxa OD260nm/OD280nm.

4.6 IDENTIFICACAO DE ALELOS DO SISTEMA HLA CLASSE Il POR TECNICAS
DE BAIXA E ALTA RESOLUCOES

As reacbdes de SSP-PCR (SSP - Single Specific Primer) foram realizadas
através de kits comerciais para genotipagem HLA comercializados por One Lambda
(Canoga Park, CA, EUA). Estes sistemas, constituidos por placas de tipagem de
DNA Micro SSP™ possuem primers de sequéncia especifica para a amplificacéo de
alelos de HLA e do gene da [-globina humana por reagdo de PCR. Este ultimo gene
€ amplificado como controle interno da reac&o. Os primers, em forma liofilizada, sdo
apresentados em pocos na placa de tubos de parede fina para PCR e estdo prontos
para a adicdo de amostras de DNA, Taq DNA polimerase recombinante (Go Taq®
Green, Promega Corp., CA, EUA) e mistura de dNTPs e tampao especialmente
formulada (Micro SSP™ D-mix). A quantidade de cada primer foi ajustada para uma
amplificagéo ideal de 100 ng de DNA da amostra quando usada em conjunto com o
Micro SSP™ D-mix. As PCRs foram executadas em termociclador GeneAmp® PCR
9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), segundo a orientacdo do
fabricante do Kkit.
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Apos a realizagdao da PCR, uma aliquota de 10yl de cada produto de
amplificacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose na concentracédo de
2,5%, a 150V, por cerca de 3 a 5 minutos, até que o corante vermelho de rastreio
tivesse migrado aproximadamente 0,5 cm no gel. As corridas eletroforéticas foram
realizadas em cuba de eletroforese horizontal 25 x 20 cm; Modelo DGH25 (Digel,
SP, Brasil) e fonte de eletroforese digital; Modelo 300STD (GSR, SP, Brasil). Apés a
separacao eletroforética, o gel foi transferido a uma solugdo de brometo de etideo (1
mg/ml) preparada em tampao TAE 1X (Tris Base 0,04 M, acido acético glacial 1 M,
EDTA 50 mM), durante 15 a 20 minutos. Os resultados foram observados com o
auxilio de transiluminador UV e interpretados usando a folha de trabalho fornecida
com as placas ou com auxilio do software para analise de alelos HLA disponibilizado
pela One Lambda, Inc. (Canoga Park, CA, EUA).

Alguns dos fragmentos amplificados foram purificados e submetidos a
sequenciamento bidirecional na plataforma ABI PRISM 3500 GENETIC ANALYZER
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), fazendo uso do kit ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e dos primers utilizados na amplificacdo. Antes da sua utilizagao na reagao de
sequenciamento, o produto de PCR foi convenientemente purificado por
centrifugagdo em colunas de Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suécia) para remogado do excesso de primers e nucleotideos. Estes fragmentos
foram obtidos através da utilizagdo de didesoxirrinucleotideos marcados com
fluorescéncia (uma marcacao diferente para cada um dos quatro nucleotideos do
DNA), os quais terminam a polimerizagdo da nova cadeia sempre que s&o incluidos.
Apds remogao do excesso de didesoxirribonucleotideos marcados, a utilizagdo do
sequenciador automatico para a separagao dos fragmentos e a identificagcdo do
nucleotideo inserido no fim de cada um deles permitiu a obtencdo da sequéncia
nucleotidica do fragmento analisado. As sequéncias obtidas foram analisadas com o
programa Matchtools Allele Identification (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
de forma a identificar os alelos presentes.

Os dados de sequenciamento foram utilizados para alinhamento com as
sequéncias de referéncia disponiveis no banco de dados do NCBI (National Center

of Biotechnology Information, EUA).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias relativas dos alelos dos pacientes e controles pareados por
sexo e idade, foram obtidas por meio de planilha Excell. As analises de OR (odds
ratio), valor de p (“p-value”) e RR (risco relativo) foram realizados, com auxilio do
software CDC - Epi Info™ Stat Calc 38 (obtido gratuitamente de
http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/). Este software é distribuido por CDC (Centers for
Disease Control and Prevention), Estados Unidos da América. Os resultados
encontrados para os alelos HLA-Classe Il foram considerados estatisticamente
significativos somente apds a corregdo de Bonferroni pelo numero total de alelos.
Este ultimo calculo foi executado com o auxilio da calculadora disponivel no website
SISA (Simple Interactive Statistical Analysis), disponivel em
<http://www.quantitativeskills.com/sisa/>. Os achados que indicaram possivel
tendéncia de relacdo com a susceptibilidade a doenca foi p valor <0,05 apés a

correcao de Bonferroni.

4.8 SUBMISSAO DO ESTUDO

O presente estudo originou o artigo com o titulo “Genetic association study of
the HLA class Il alleles DRB1, DQA1, and DQBL1 in patients with pharmacoresistnt
temporal lobe epilepsy associated with mesial hippocampal sclerosis” o qual foi
aceito para publicacdo pela revista european journal of epilepsy em junho 2015
(APENDICE B).
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N&o foram evidenciadas associagdes significativas quando comparadas as

frequéncias de regides alélicas entre pacientes e controles nas regides HLA-DRB1,
HLA-DQB1 e HLA-DQA1 identificadas por sistema de baixa resolugéo (Tabelas 1, 2

e 3).

Tabela 1: Distribuicdo dos alelos na regido HLA classe Il DRB1 identificados por sistema

baixa resolucéo

DRB1 Pacientes Fr% Controles Fr% P RR OR
(N=42) (N=89)
DRB1*01 07 8,33 12 6,74 062 1,18 1,28
DRB1*03 07 8,33 15 842 097 0,99 0,99
DRB1*04 12 14,28 23 1292 0,74 1,10 1,15
DRB1*07 02 2,38 02 1,12 043 1,59 2,17
DRB1*08 05 5,95 13 730 067 085 0,79
DRB1*09 0 0 02 1.12 0,32 IND 0
DRB1*10 0 0 01 0,56 0,49 IND 0
DRB1*11 07 5,95 17 10,11 0,73 0,89 0,85
DRB1*12 09 10,71 10 5,61 0,12 1,61 2,15
DRB1*13 12 13,09 16 898 0,16 147 1,83
DRB1*14 05 5,95 22 12,35 0,09 0,52 0,41
DRB1*15 12 14,28 23 12,92 0,74 1,10 1,15
DRB1*16 09 10,71 21 11,79 0,78 0,92 0,88
TOTAL 87 177
Legenda: RR = risco relativo, OD = Odds ratio, IND = indefenido.
Tabela 2: Distribuicdo dos alelos na regido HLA classe Il DQB1 identificados por sistema

baixa resolugao

DQB1 Pacientes Fr% Controles Fr% P RR OR
(N=42) (N=89)

DQB1*02 10 11,94 25 14,04 060 0,86 0,80
DQB1*03 17 20,23 29 16,29 0,37 1,26 1,41
DQB1*04 16 19,04 26 14,60 0,30 1,30 1,49
DQB1*05 18 21,42 38 21,34 0,98 1,0 1,01
DQB1*06 23 27,38 60 33,70 0,16 0,70 0,59
TOTAL 84 178

Legenda: RR = risco relativo, OD = Odds ratio.
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Tabela 3: Distribuicdo dos alelos na regido HLA classe Il DQA1 identificados por sistema
baixa resolucéo

DQA1 Pacientes Fr% Controles Fr% P RR OR
(N=42) (N=89)
DQA1*01 32 40,47 53 29,77 0,06 1,73 217
DQA1*02 11 14,28 17 955 0,35 1,31 1,50
DQA1*03 08 952 24 13,48 0,32 0,73 0,64
DQA1*04 07 9,52 23 1292 0,24 0,67 0,57
DQA1*05 22 26,19 61 34,26 0,07 064 0,50
TOTAL 80 178

Legenda: RR = risco relativo, OD = Odds ratio.

Na analise por alta resolugdo, o alelo HLA-DRB1*1302 foi o unico que
mostrou associacado significativa sugerindo susceptibilidade genética (p = 0,01)
quando comparada a sua frequéncia nos pacientes em relacdo aos controles. Esse
valor depois de submetido a corregcado de Bonferroni perdeu a significancia (p = 0,44).
O valor do risco relativo (RR) do respectivo alelo foi de 0,29. O alelo mais frequente
na tipagem por alta resolucdo foi o DRB1*1503. Contudo, todos os outros alelos
HLA-DRB1, inclusive o *1503, n&o mostraram diferenga significativa entre os

pacientes e os controles (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo de alelos HLA-DRB1 identificados por sistema alta resolucao

DRB1 Pacientes Fr% Controles Fr% P B RR OR
(N=42) (N=89)

*01:01 2 2,32 3 1,68 0,69 0,88 0,7
*01:02 1 1,19 3 1,68 0,75 1,11 1,43
*01:03 4 4,76 6 3,37 057 0,87 0,69
*03:01 5 5,95 6 3,37 0,32 0,79 0,53
*03:05 2 2,32 6 3,37 0,65 1,11 1,45
*03:08 0 0 3 1,68 0,22 1,49 IND
*04:;02 2 2,32 6 3,36 0,65 1,11 1,45
*04:03 1 1,19 2 1,12 0,96 0,98 0,94
*04:06 0 0 1 0,56 0,49 1,48 IND
*04:07 1 1,19 0 0 0,14 IND 0
*04:08 2 2,32 4 2,24 0,94 0,98 0,94
*04:09 1 1,19 1 0,56 0,58 0,73 047
*04:10 1 1,19 3 1,68 0,75 1,11 1,43
*04:11 4 476 6 3,37 0,57 0,87 0,69
*07:01 2 2,32 2 1,12 0,43 0,73 0,46
*08:01 2 2,32 3 1,68 0,69 0,88 0,7
*08:03 3 3,57 6 3,37 0,93 0,98 0,94
*08:04 0 0 2 1,12 0,32 1,48 IND
*08:07 0 0 2 1,12 0,32 1,48 IND
*09:01 0 0 2 1,12 0,32 1,48 IND
*10:01 0 0 1 0,56 0,49 1,48 IND

*11 2 2,32 6 2,32 0,65 1,11 1,45

Legenda: B = Bonferroni, RR = risco relativo, OD = Odds ratio, IND = indefinido.



49

DRB1 Pacientes Fr% Controles Fr% P B RR OR
(N=42) (N=89)

*11:01 3 4,76 5 2,80 0,73 0,92 0,77
*11:02 1 1,19 3 1,68 0,75 1,11 1,43
*11:03 1 1,19 3 1,68 0,75 1,11 1,43
*12:01 5 5,95 9 5,05 0,75 0,94 0,83
*12:02 4 4,76 1 0,56 0,96 0,98 0,94

*13 1 1,19 0 1,199 0,14 IND 0
*13:01 3 3,57 4 2,24 0,52 0,83 0,61
*13:02 4 476 1 0,56 0,01 0,44 0,29 0,11
*13:03 3 3,57 5 2,80 0,73 0,92 0,77
*13:04 0 0 1 0,56 0,49 1,48 IND
*13:06 1 1,19 3 1,65 0,75 1,11 1,43
*13:09 0 0 2 1,12 0,32 1,48 IND
*14:01 0 0 3 1,656 0,22 1,49 IND
*14:02 2 2,32 3 1,65 0,69 0,88 0,7
*14:05 1 1,19 9 5,05 0,11 1,36 4,61
*14:06 2 2,32 7 3,93 0,51 1,16 1,71
*15:01 2 2,32 9 5,05 0,3 1,23 2,25
*15:02 3 3,57 5 2,80 0,73 0,92 0,77
*15:03 7 8,33 9 5,05 0,28 0,81 0,56
*16:01 2 2,32 7 3,93 0,51 1,16 1,71
*16:02 3 3,57 8 449 0,72 1,08 1,28
*16;03 4 4,76 6 3,37 0,57 0,87 0,69
TOTAL 87 177

Legenda: B = Bonferroni, RR = risco relativo, OD = Odds ratio, IND = indefinido.

Em relagdo a regido DQB1 e a investigagao alélica por alta resolugao, o HLA-
DQB1*0401 foi o mais frequente apresentando-se em 10 pacientes e 15 controles.
Contudo o mesmo, assim como os demais alelos HLA-DQB1, ndo apresentou
diferenga significativa quando comparados os pacientes em relagdo aos controles
(Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo de alelos HLA-DQB1 identificados por sistema de alta resolugéo

DQBI  PACIENTES Fro% CONTROLE Fr% P RR _ OR
(N=42) (N=89)
*02:01 8 9,52 19 1067 0,76 1,05 1,15
*02:03 2 2,38 6 337 065 1,11 145
*03:01 4 4,76 6 3,37 057 087 0,69
*03:02 3 3,57 5 057 073 092 077
*03:03 3 4,57 5 073 073 092 077
*03:04 5 5,95 8 073 06 09 073
*03:05 0 0 2 06 032 148 IND
*03:07 2 2,38 3 032 069 088 07
*04:01 10 11,90 15 842 034 086 065
*04:02 6 7,14 11 617 075 095 085
*05:01 8 9,52 14 786 063 092 0,79
*05:02 2 2,38 5 280 083 1,05 1,19
*05:03 6 7,14 9 505 048 087 0,68
*05:04 2 2,38 10 10,11 1,44 126 253
*06:01 2 2,38 3 1,68 069 088 07

Legenda: RR = risco relativo, OD = odds ratio, IND = indefinido.



DQBI Pacientes Fr% Controle Fr% P RR OR
(N=42) (N=89)

*06:02 8 9,52 14 786 063 0,92 0,79
*06:03 5 5,95 9 505 0,75 0,94 0,83
*06:04 0 0 2 1,12 0,32 1,48 IND
*06:05 3 4,57 8 449 0,72 1,08 1,28
*06:06 0 0 3 1,68 0,22 1,49 IND
*06:07 0 0 3 1,68 0,22 1,49 IND
*06:08 2 2,38 9 5,05 0,3 1,23 2,25
*06:11 3 4,57 9 505 058 1,12 1,46
Total 84 178

Legenda: RR = risco relativo, OD = odds ratio, IND = indefinido.
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O alelo HLA-DQA1*0501 foi o mais frequente em pacientes e controles com

a técnica de alta resolugao, mas também nao mostrou diferenca significativa entre

pacientes e controles, assim como todos os outros alelos DQA1 (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicdo de alelos HLA-DQA1 identificados por sistema de alta resolugéao

DQA1 Pacientes Fr% Controle Fr% P RR OR
(N=42) (N=89)

*01:01 8 11,90 18 10,11 0,87 1,02 1,08
*01:02 8 9,52 13 7,30 0,51 0,9 0,73
*01:03 9 10,71 14 786 042 088 0,68
*01:04 7 8,33 8 449 019 0,76 0,49
*02:01 11 14,28 17 955 0,35 087 0,67
*03:01 8 9,58 24 13,48 0,32 1,14 1,57
*04:01 7 9,58 23 1292 024 1,17 1,74
*05:01 16 19,04 42 2359 0,32 1,12 145
*05:02 6 7,14 19 10,67 0,33 1,15 1,63
Total 80 178

Legenda: RR = risco relativo, OD = odds ratio, IND = indefinido.
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6 DISCUSSAO

Estudos sobre mecanismos inflamatoérios e suas relagcbes com doencas do
SNC tém grande importancia nas pesquisas da ultima década (XU; MILLER; KOH,
2013). Estudos experimentais e clinicos atribuem a participagdo de mecanismos
neuroinflamatérios um constituinte comum e crucial na epileptogénese e no
desenvolvimento das crises epiléticas refratarias ao tratamento (ALBRECHT et al.,
2007; VEZZANI, 2005; VEZZANI, 2011; VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2008;
VEZZANI; GRANATA, 2005; XU; MILLER; KOH, 2013). Ravizza e colaboradores
(2008a) mostraram em hipocampos extraidos cirurgicamente de pacientes com ELT-
EH expressao positiva maior de HLA-DR e infiltrado de macréfagos nas células
microgliais e aumento da expressédo de IL1 beta nas células astrocitarias.

Nosso grupo mostrou diminui¢gao dos niveis de TNF-a, IL-18 e MIP-1a/CCL3,
importantes citocinas pro-inflamatérias e dos niveis de metaloproteinases,
importantes indutores inflamatérios, em pacientes portadores de ELT-EH submetidos
a procedimento cirurgico para controle das crises, confirmando em humanos a
participagdo destes na perpetuacao das crises na ELT-EH (QUIRICO-SANTOS et
al., 2013a;b).

Em outro estudo recente em hipocampos ressecados cirurgicamente de
portadores de ELT, a fim de se observar se a ativacdo de astrocitos resulta em
ativacao de cascata inflamatdria, foi examinada a expressao de COX-2, NFkB e TGF
B, através do método de Western Blot, demonstrando um aumento significativo
dessas citocinas, sugerindo que fenbmenos inflamatoérios e producdo de citocinas
possam desempenhar um papel na patologia da ELT, mas nao indica se esta € uma
alteragao de protecéo ou de agressao (DEVINSKY et al., 2013).

Considerando que alguns alelos HLA classe |l estdo associados a
susceptibilidade de doencas inflamatérias caracterizadas por maior expressao de
citocinas do tipo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interleucina 1 beta (IL-1
beta), como ocorre na ELT-EH (VEZZANI; BARAM, 2007), hipotetizamos que os
alelos HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 poderiam estar participando da resposta
inflamatoria a diferentes antigenos durante os primeiros anos de vida em individuos
susceptiveis, que poderiam levar a esclerose hipocampal e consequente epilepsia

refrataria.
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Este estudo investigou a associacdo entre a frequéncia dos alelos HLA-
DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 em uma coorte de pacientes com ELT-EH e grupo
controle pareado de individuos saudaveis.

No presente estudo, o alelo DRB1*1302 (p=0,01) foi significativamente
associado a susceptibilidade para ELT-EH, mas essa associagdo ndo se manteve
apos a correcao de Bonferroni. Até o presente momento, ainda nao existe nenhum
trabalho que demonstre qualquer tipo de associagao desse alelo com ELT-EH, seja
como fator protetor ou de susceptibilidade para a doenga. Foi demonstrado que na
epilepsia mioclénica juvenil (EMJ) ndo ha evidéncias de que a susceptibilidade
estaria associada a HLA-DR13, onde nenhum dos alelos investigados ou haplétipos
(DRB1*13:01-DQB1*06:03 ou DRB1*13:02-DQB1*06:04) mostrou diferenca
significativa entre pacientes e controles querem fossem para susceptibilidade ou
para protecao (LE HELLARD et al., 1999). Podemos considerar ainda que na EMJ
nao encontramos a historia natural de IIP e progresséo, observada na maioria dos
casos de ELT-EH, altamente sugestivos de reorganizacdo tecidual e
neuroplasticidade orquestrada por fenbmenos locais. Atribuimos ainda nossos
achados e a perda de significancia estatistica aqui encontrada no alelo HLA
DRB1*13:02 ao numero baixo de pacientes incluidos e ao fato de que analisamos
amostras de sangue periférico. Acreditamos que a susceptibilidade para ELT-EH
tem, no alelo HLA DRB1*13:02 um provavel candidato no reconhecimento de
autoantigenos que podem interferir na evolugdo e na morbidade de pacientes. Essa
hipétese de reconhecimento de autoantigenos em outras doencgas etnia-dependente
€ corroborada por Oh e colaboradores (2004), que demonstraram que em criangas
coreanas com esclerose multipla, o alelo HLADRB1*1302 é mais frequente em
comparagao com criangas ocidentais.

Dentro do contexto de que hipocampos de pacientes com ELT-EH
submetidos a cirurgia apresentam aumento positivo na expressdo de DR e
macréfagos nas células microgliais e IL1 beta nas células astrocitarias, acreditamos
que fatores transcripcionais e a baixa amostra estudada sao os responsaveis pela
perda de significAncia. Assim, a participacdo de alelos DR nos mecanismos
inflamatorios das epilepsias parece encontrar evidéncia nos estudos histopatolégicos
(RAVIZZA et al., 2008a). E sabido que as epilepsias, de maneira geral, sdo resultado
de condicbes multifatoriais e da interacdo de multiplos genes. O mecanismo

mediado por susceptibilidade envolvendo HLA classe | e evoluindo com reacao
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inflamatdria por meio de imunidade inata justifica a maior presencga de infiltrado de
macrofagos no tecido estudado. Este fato poderia explicar ndo termos encontrado
alelos Classe Il na susceptibilidade para ELT-EH, onde, talvez, essa susceptibilidade
estaria mais associada a alelos HLA classe |. Corroborando essa hipotese, estdo os
resultados encontrados por Nakahara e colaboradores (2010) mostrando aumento
na expressao de linfocitos T CD4 e linfécitos T CD8 em hipocampos extraidos
cirurgicamente de pacientes com ELT-EH. A quantidade variou de acordo com cada
paciente e houve uma maior expresséao significativa de linféctios T CD8 em relagao
aos linfoctios T CD4 nesses hipocampos. Essa maior expressao de linfoctios T CD8
parece apoiar e justificar os resultados que nao encontramos.

A inducdo experimental de crises epilépticas em roedores levou ao aumento
da expressao de moléculas de MHC classe |, que corresponde ao HLA classe | dos
humanos em animais, em areas do cérebro dentro de horas apds a estimulagao. Ao
mesmo tempo, processos regenerativos sao acionados, e estes também parecem
envolver moléculas de MHC classe | (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014).

Nossos resultados contrariam aqueles encontrados por Ozkara e
colaboradores (2002), onde os autores analisaram a participacao de HLA Classe |l
na ELT-EH. No referido estudo, os autores encontraram uma frequéncia maior de
HLA-DR4, HLA-DR7 e HLA-DQ2 nos pacientes com ELT-EH em comparagdo com
os controles, sugerindo que esses possam estar envolvidos na susceptibilidade da
ELT-EH. Contudo, esse artigo analisou somente os haplétipos de algumas regides
(DR4, DR7 e DQ2) e nao dos alelos separados em alta resolugdo. Os autores
concluiram que esses haplotipos parecem oferecer fator de risco, mas nao
essenciais para a expressao da doencga. Entretanto, em nosso estudo, além dos
haplotipos, os alelos das regides HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 foram
avaliados separadamente e ndo encontramos aumento da expressdo desses nos
pacientes com ELT-EH em relagdo ao grupo de controles, com excegdo da
tendéncia de fator de susceptibilidade do HLA DRB1*1302. Alguns dos alelos
dessas regides estudados por Ozkara e colaboradores (2002), como DQB1*02:02
que participa da regido (DQ2), DRB1*04:011, *040:12, *04:04, *04:051, *04:052,
*04:12, *04:13, *04:14, *04:15, *04:16, *04:17, *04:18, *04:19, *04:20, *04:21, *04:22,
*04:23, *04:24, *04:25, *04:26, *04:27 que formam a regido (DR4) e DRB1*07:02 que
forma a regido (DR7) ndo foram encontrados nem nos pacientes com ELT-EH e nem

nos controles do nosso estudo. Comparando com os nossos resultados de regides
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alélicas antes da analise por alta resolugéo, ainda assim, nossos resultados foram
negativos para qualquer tipo de associagao.

Considerando a participagdo da imunidade inata nas epilepsias,
encontramos varios estudos mostrando susceptibilidade genética para reagdes de
hipersensibilidade a farmacos antiepilépticos, especialmente a carbamazepina,
associada a alelos HLA Classe | como HLA-B*15:02 e HLA-A*33:01 (BLOCH et.al.,
2014; BORRONI, 2014; THORSTENSEN et al., 2014). Vale dizer, em fungédo desses
dados encontrados na literatura, que os pacientes incluidos neste estudo haviam
usado ou estavam em uso de carbamazepina e varios outros FAE, mas nenhum
deles apresentou historia de eventos adversos.

Apesar de o sistema HLA classe |l ser dotado de um notavel polimorfismo e
estar relacionado com susceptibilidade de diversas doencas, nossos achados,
sugerem que talvez, grupos étnicos e fatores ambientais diversos, podem estar
influenciando a associag¢ao ou nao entre HLA classe Il e ELT-EH. Em nosso estudo,
devido a grande miscigenagao da populagao brasileira, todos os pacientes quanto os
controles foram oriundos da mesma regido demografica e apresentavam o mesmo

estrato social.
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7 CONCLUSAO

A susceptibilidade genética para ELT-EH n&o é conferida por alelos HLA
classe Il das regides DRB1, DQB1 e DQA1 numa subpopulagéo brasileira.
O alelo HLA DRB1*13:02 apresentou certa tendéncia como fator de

susceptibilidade para ELT-EH.
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8 PERSPECTIVAS E LIMITES DESTE ESTUDO

O numero pequeno de pacientes incluidos pode ter sido um fator limitante.
Mas a caracteristica inédita de estudos de alta resolucdo para susceptibilidade
genética em genes que sao forte mediadores da resposta inflamatéria pode
contribuir para as novas pesquisas de carater genético, que visem elucidar o

intricado mecanismo da ELT-EH.
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RESUMO

Introducéo: A epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a epilepsia focal mais comum em
adultos. Os mecanismos neuroinflamatérios das epilepsias vém sendo descritos
como fator importante na génese das crises convulsivas e nas epilepsias refratarias,
em especial naquelas com comportamento progressivo, como ocorre na epilepsia
temporal associada a esclerose mesial hipocampal (ELT-EH). Objetivo: Estudar o
perfil de suscetibilidade genética de pacientes diagnosticados com ELT-EH
investigando possivel associagao entre ELT-EH e alelos do sistema HLA classe II.
Materiais e Métodos: Foram coletadas amostras de sangue periférico de 42
pacientes com ELT-EH e amostra de sangue periférico de 89 controles saudaveis. A
analise da expressao e tipagem de HLA classe || DRB1, DQB1 e DQA1 foi feita
através do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e identificados por
sequenciamento. As analises estatisticas das frequéncias relativas dos alelos foram
obtidas por meio de planilha excell e o valor de p, os riscos relativos (RR) e odds
ratio (OD) foram calculados no software Epi Info 6.0. O p valor foi considerado
estatisticamente significativo quando fosse <0,05 ap6s a corregdo de Bonferroni.
Resultados: O alelo HLA-DRB1*13:02 foi o unico que se mostrou estatisticamente

significativo (P = 0,01) ao comparar a sua frequéncia nos pacientes em relagao aos
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controles. Contudo esse valor ndo resistiu a correcao de Bonferroni (P = 0,44). Os
outros alelos das regides HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 nao mostraram
associagao significativa. Conclusdo: Encontramos tendéncia como fator de
susceptibilidade da associagdao com HLA DRB1*13:02 na ELT-EH.

INTRODUCAO

A Epilepsia do lobo temporal (ELT) constitui a sindrome epiléptica mais comum dos
adultos, sendo responsavel por cerca de 40% dos casos de epilepsias em geral e
60% dos casos de epilepsias de inicio focal (Telléz Zenteno, et al., 2012, Chiang, et
al.,2014). Epilepsia mesial do lobo temporal é o tipo mais freqliente de ELT, e esta
principalmente relacionada com esclerose hipocampal (ELT-EH), que compromete
cerca de 70 a 80% dos pacientes com esse tipo de epilepsia (Engel, et.al., 2001,
Engel, et al., 2003, Chiang, 2014, Cendes, et al.,2014).

As crises podem aparecer pela primeira vez na infancia, na adolescéncia ou na
idade adulta, porém mais comumente entre 10-20 anos. E comum que o paciente
tenha tido uma ou mais convulsdes febris na infancia, antes do desenvolvimento da
epilepsia mesial temporal (Mumenthaler, 2007). Diferentes etiologias vém sendo
atribuidas a causa de injuria cerebral que levariam a progressiva gliose do lobo
temporal, denominados como “incidentes iniciais precipitantes (IIP)” (Kwan &
Sander, 2004, Kasperaviciute, et al., 2013). A importancia clinica da ELT-EH decorre
de sua alta prevaléncia e a elevada proporcdo de pacientes com crises epiléticas
refratarias ao tratamento medicamentoso; entre as causas de refratariedade da ELT
esta a esclerose hipocampal, encontrada em 50-70% dos pacientes com ELT
refrataria ao tratamento clinico (Valenga et al., 2006, Chatzikonstantinou, 2014).

Os mecanismos neuroinflamatorios das epilepsias vém sendo descritos como um
fator importante na génese das crises convulsivas e nas epilepsias refratarias, em
especial naquelas com comportamento progressivo, como ocorre na ELT-EH
(Vezzani et al., 2011). Vezzani et al., 2005, mostraram a participagao de citocinas
pré-inflamatérias como interleucina 1 beta (IL1-beta) na ativagéo de astrocitos por
lesdo de barreira hemato-encefalica (BHE). Mostramos recentemente que pacientes
com ELT-EH operados apresentam diminui¢ao significativa de fator necrose tumoral
alfa (TNF-alfa), importante citocina pré-inflamatéria (Quirino-Santos et al., 2012).
Ravizza et al., 2008, mostraram que hipocampos humanos extraidos cirurgicamente

de pacientes com ELT-EH marcados para HLA DR apresentam maior expressao de
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macrofagos nas células microgliais em comparagao aos controles. Ozkara et al.,
2002, encontraram associacao de HLA DR4, DQ2 e DR7 em pacientes com ELT-EH.
Esses achados hipotetizam a possivel participagado de genes envolvidos na resposta
inume com a susceptibilidade a doencgas neuroinflamatérias, entre essas a ELT-EH.
O objetivo deste trabalho é estudar a suscetibilidade genética dos pacientes
previamente diagnosticados com ELT-EH, investigando possivel associagdo entre
ELT-EH e o sistema HLA classe II.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 42 pacientes [22 do sexo
feminino (52,36%) e 20 do sexo masculino (47,64%)] com idade entre 15 e 65 anos
(média de idade de 42,8 anos) e critérios para ELT-EH procedentes do Centro de
Epilepsia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (UFRJ) e amostra de
sangue periférico de 89 controles saudaveis [47 mulheres (52,8%) e 42 homens
(47,2%)] pareados e analisados por sexo e idade.

A extracdo do DNA foi feita utilizando o kit de purificacdo de DNA genérico/baixa
resolugao e kit DNA alta resolugao classe Il. A analise da expressao e tipagem de
HLA classe || DRB1, DQB1 e DQA1 dos pacientes e do grupo controle foram feitas
através do método de Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) e identificados por
sequenciamento especifico de alta e baixa resolucao, utilizando os kits One Lambda
(Canoga Park, CA, USA) como recomendado pelo fabricante.

As analises estatisticas das frequéncias relativas dos alelos foram obtidas por meio
de planilha excell e o valor de p, os riscos relativos (RR) e odds ratio (OR) foram
calculados no software Epi Info 6.0. O p valor foi considerado estatisticamente
significativo quando fosse <0,05 apds a corregao de Bonferroni.

Conforme o protocolo do estudo, que foi aprovado pelo comité de ética interno da
instituicdo, todos os pacientes foram devidamente informados em relacdo a
utiizacdo dos seus dados clinicos e genéticos e assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

RESULTADOS
Nao foi evidenciada associacdo genética significativa quando comparadas as

frequéncias de regides alélicas entre pacientes e controles nas regides HLA-DRB1,
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HLA-DQB1 e HLA-DQA1 identificadas por sistema de baixa resolugéo (Tabelas 1, 2

e 3).

Tabela 1 — DISTRIBUICAO DOS ALELOS NA REGIAO HLA CLASSE Il DRB1 IDENTIFICADOS
POR SISTEMA BAIXA RESOLUGAO.

DRB1 PACIENTES CONTROLES P RR OR
(N=42) (N=89)

DRB1*01 07 12 0,62 1,18 1,28
DRB1*03 07 15 0,97 0,99 0,99
DRB1*04 12 23 0,74 1,10 1,15
DRB1*07 02 02 0,43 1,59 2,17
DRB1*08 05 13 0,67 0,85 0,79
DRB1*09 02 0,32 IND 0

DRB1*10 01 0,49 IND 0

DRB1*11 07 17 0,73 0,89 0,85
DRB1*12 09 10 0,12 1,61 2,15
DRB1*13 12 16 0,16 1,47 1,83
DRB1*14 05 22 0,09 0,52 0,41
DRB1*15 12 23 0,74 1,10 1,15
DRB1*16 09 21 0,78 0,92 0,88

TOTAL 87 177

Abreviag@es: RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO, IND = INDEFINIDO.

Tabela 2 — DISTRIBUIGAO DOS ALELOS NA REGIAO HLA CLASSE Il DQB1 IDENTIFICADOS
POR SISTEMA BAIXA RESOLUGAO.

DQB1 PACIENTES CONTROLES P RR OR
(N=42) (N=89)
DQB1*02 10 25 0,60 0,86 0,80
DQB1*03 17 29 0,37 1,26 1,41
DQB1*04 16 26 0,30 1,30 1,49
DQB1*05 18 38 0,98 1,0 1,01
DQB1*06 23 60 0,16 0,70 0,59
TOTAL 84 178

Abreviag@es: RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO
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Tabela 3 — DISTRIBUIGAO DOS ALELOS NA REGIAO HLA CLASSE Il DQAL IDENTIFICADOS
POR SISTEMA BAIXA RESOLUCAO.

DQA1 PACIENTES CONTROLES P RR OR
(N=42) (N=89)
DQA1*01 32 53 0,06 1,73 2,17
DQA1*02 11 17 0,35 1,31 1,50
DQA1*03 08 24 0,32 0,73 0,64
DQA1*04 07 23 0,24 0,67 0,57
DQA1*05 22 61 0,07 0,64 0,50
TOTAL 80 178

Abreviagdes: RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO

O alelo HLA-DRB1*13:02 foi o unico que se mostrou significativo com valor de p =
0,01 ao comparar a sua frequéncia nos pacientes em relagdo aos controles. Esse
valor depois de submetido a corre¢cdo de Bonferroni perdeu a significancia p = 0,44.
O valor do risco relativo (RR) do respectivo alelo foi de 0,29. Todos os outros alelos
HLA-DRB1, inclusive o alelo DRB1*15:03 que foi o mais frequente, aparecendo em 7
pacientes, se mostraram com uma diferenga nao significativa na relagdo com os

controles (Tabela 4).

Tabela 4 — DISTRIBUICAO DE ALELOS HLA-DRB1 IDENTIFICADOS POR SISTEMA ALTA
RESOLUCAO.

DRB1 PACIENTES CONTROLES (N=89) P B RR OR
(N=42)

*01:01 2 3 0,69 0,88 0,7
*01:02 1 3 0,75 1,11 1,43
*01:03 4 6 0,57 0,87 0,69
*03:01 5 6 0,32 0,79 0,53
*03:05 2 6 0,65 1,11 1,45
*03:08 0 3 0,22 1,49 IND
*04:02 2 6 0,65 1,11 145
*04:03 1 2 0,96 0,98 0,94
*04:06 0 1 0,49 1,48 IND
*04:07 1 0 0,14 IND 0

*04:08 2 4 0,94 0,98 0,94
*04:09 1 1 0,58 0,73 047
*04:10 1 3 0,75 1,11 143
*04:11 4 6 0,57 0,87 0,69




*07:01
*08:01
*08:03
*08:04
*08:07
*09:01
*10:01
*11
*11:01
*11:02
*11:03
*12:01
*12:02
*13
*13:01
*13:02
*13:03
*13:04
*13:06
*13:09
*14.01
*14:02
*14.05
*14:06
*15:01
*15:02
*15:03
*16:01
*16:02
*16:03
TOTAL

A WO N N WODNMNDN -2 DNO O ~ O W P+ W -~ > O~ 2~ WOWON OO O o WDNNDN

oo
by

O N © O © N © W W N W -~ 0Ok A O 2~ ©O WO W O OO =2 NDNDNMDNOOWNDN

(e}

177

0,43
0,69
0,93
0,32
0,32
0,32
0,49
0,65
0,73
0,75
0,75
0,75
0,96
0,14
0,52
0,01
0,73
0,49
0,75
0,32
0,22
0,69
0,11
0,51
0,3

0,73
0,28
0,51
0,72
0,57

0,44

0,73
0,88
0,98
1,48
1,48
1,48
1,48
1,11
0,92
1,11
1,11
0,94
0,98
IND
0,83
0,29
0,92
1,48
1,11
1,48
1,49
0,88
1,36
1,16
1,23
0,92
0,81
1,16
1,08
0,87

0,46
0,7
0,94
IND
IND
IND
IND
1,45
0,77
1,43
1,43
0,83
0,94

0,61
0,11
0,77
IND
1,43
IND
IND
0,7
4,61
1,71
2,25
0,77
0,56
1,71
1,28
0,69

Abreviag@es: B = BONFERRONI, RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO, IND = INDEFINIDO.

7

O HLA-DQB1*04:01 foi o mais frequente apresentando-se em 10 pacientes. Contudo

0 mesmo, assim como os outros alelos HLA-DQB1 ndao mostraram diferenca

significativa quando comparados os pacientes em relagdo aos controles (Tabela 5).
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Tabela 5 — DISTRIBUICAO DE ALELOS HLA-DQB1 IDENTIFICADOS POR SISTEMA DE ALTA
RESOLUCAO.

DQBI PACIENTES CONTROLE P RR OR
(N=42) (N=89)

*02:01 8 19 0,76 1,05 1,15
*02:03 2 6 0,65 1,11 1,45
*03:01 4 6 0,57 0,87 0,69
*03:02 3 5 0,73 0,92 0,77
*03:03 3 5 0,73 0,92 0,77
*03:04 5 8 0,6 0,9 0,73
*03:05 0 2 0,32 1,48 IND
*03:07 2 3 0,69 0,88 0,7
*04:01 10 15 0,34 0,86 0,65
*04:02 6 11 0,75 0,95 0,85
*05:01 8 14 0,63 0,92 0,79
*05:02 2 0,83 1,05 1,19
*05:03 6 0,48 0,87 0,68
*05:04 2 10 1,44 1,26 2,53
*06:01 2 0,69 0,88 0,7
*06:02 8 14 0,63 0,92 0,79
*06:03 5 9 0,75 0,94 0,83
*06:04 0 2 0,32 1,48 IND
*06:05 3 8 0,72 1,08 1,28
*06:06 0 3 0,22 1,49 IND
*06:07 0 3 0,22 1,49 IND
*06:08 2 9 0,3 1,23 2,25
*06:11 3 9 0,58 1,12 1,46
Total 84 178

Abreviagbes: RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO, IND = INDEFINIDO

O HLA-DQA1*05:01 foi o mais frequente em pacientes e controles, mas também nao
mostrou diferenga significativa na relagdo pacientes e controles, assim como todos
os outros alelos DQA1 (Tabela 6).
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Tabela 6 — DISTRIBUICAO DE ALELOS HLA-DQA1 IDENTIFICADOS POR SISTEMA DE ALTA
RESOLUCAO.

DQAl PACIENTES CONTROLE P RR OR
(N=42) (N=89)

*01:01 8 18 0,87 1,02 1,08
*01:02 8 13 0,51 0,9 0,73
*01:03 9 14 0,42 0,88 0,68
*01:04 7 8 0,19 0,76 0,49
*02:01 11 17 0,35 0,87 0,67
*03:01 8 24 0,32 1,14 1,57
*04:01 7 23 0,24 1,17 1,74
*05:01 16 42 0,32 1,12 1,45
*05:02 6 19 0,33 1,15 1,63
Total 80 178

Abreviagdes: RR = RISCO RELATIVO, OD = ODDS RATIO, IND = INDEFINIDO

DISCUSSAO

Estudos sobre mecanismos inflamatorios e suas relagdes com doengas do sistema
nervoso central tém grande importancia nas pesquisas da ultima década. A
participacdo de mecanismos neuroinflamatérios parece ser um constituinte comum e
crucial na epileptogénese e no desenvolvimento das crises epiléticas refratarias ao
tratamento (Vezzani et al, 2005;. Albrecht, 2007, Vezzani, 2011). Ravizza et al, 2008
mostraram em hipocampos extraidos cirurgicamente de pacientes com ELT- EH
expressao positiva maior de HLA-DR e infiltrado de macrofagos nas células
microgliais e aumento da expressédo de IL1 beta nas células astrocitarias.

Mostramos recentemente diminuicdo dos niveis de fator necrose tumoral alfa (TNF-
alfa), interleucina 1 beta (IL-1B) e proteinas inflamatérias de macréfagos (MIP-
1a/CCL3) importantes citocinas pro-inflamatoria e dos niveis de metaloproteinases,
importantes indutores inflamatérios, em pacientes portadores de ELT-EH submetidos
a procedimento cirurgico para controle das crises, confirmando em humanos a
participagédo desta citocina na perpetuagao das crises na ELT-EH (Quirico-Santos et
al., 2013, Quirico-Santos et al., 2013). Considerando que alguns alelos HLA classe
Il estdo associados a susceptibilidade de doencas inflamatoérias caracterizadas por
maior expressao de citocinas do tipo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e
interleucina 1 beta (IL-1 beta), como ocorre na ELT-EH (Vezzani, 2007),
hipotetizamos que os alelos HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 poderiam estar
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participando da resposta inflamatéria a diferentes antigenos durante os primeiros
anos de vida que em individuos susceptiveis, poderiam levar a ELT-EH.

No presente estudo, o alelo DRB1*13:02 (p=0,01) foi significativamente associado a
susceptibilidade para ELT-EH, mas essa associacdo nao se manteve apos a
correcao de Bonferroni. Até o presente momento, ainda nao existe nenhum trabalho
que demonstre qualquer tipo de associagao desse alelo com ELT-EH, seja como
fator protetor ou de susceptibilidade para a doencga. Foi demonstrado que na
epilepsia mioclonica juvenil (EMJ) ndo ha evidéncias de que a susceptibilidade para
a doencga estaria associada ao fenodtipo HLA-DR13, onde nenhum dos alelos
investigados ou haplétipos (DRB1*13:01-DQB1*06:03 ou DRB1*13:02-DQB1*06:04)
mostrou diferenga significativa entre pacientes e controles querem fossem para
susceptibilidade ou para protecado(Le Hellard et al,1999). Podemos considerar ainda
que na EMJ nao encontramos a histéria natural de IIP e progressao, observada na
maioria dos casos de ELT-EH, altamente sugestivos de reorganizagao tecidual e
neuroplasticidade orquestrada por fenbmenos locais.

Nossos resultados contrariam aqueles encontrados por Ozkara, 2004, unicos
autores que analisaram a participagdao de HLA Classe Il na ELT-EH. No referido
estudo, os autores encontraram uma frequéncia maior de HLA-DR4, HLA-DR7 e
HLA-DQZ2 nos pacientes com ELT-EH em comparagdo com os controles, sugerindo
que esses possam estar envolvidos na susceptibilidade da ELT-EH. Os autores
concluiram que esses haplotipos parecem oferecer fator de risco, mas nao
essenciais para a expressdo da doencga. Entretanto, em nosso estudo, além dos
hapldtipos, os alelos das regides HLA-DRB1, HLA-DQB1 e HLA-DQA1 foram
avaliados separadamente e ndo encontramos aumento da expressdo desses nos
pacientes com ELT-EH em relagdo ao grupo de controles, com excecédo da
tendéncia de fator de susceptibilidade do HLA DRB1*13:02. Alguns dos alelos
dessas regides estudados por Ozkara, como DQB1*0202 que participa da regido
(DQ2), DRB1*04:011, *04:012, *04:04, *04:051, *04:052, *04:12, *04:13, *04:14,
*04:15, *04:16, *04:17, *04:18, *04:19, *04:20, *04:21, *04:22, *04:23, *04:24, *04:25,
*04:26, *04:27 que formam a regidao (DR4) e DRB1*07:02 que forma a regido (DR7)
nao foram encontrados nem nos pacientes com ELT-EH e nem nos controles do
nosso estudo. Comparando com o0s nossos resultados de regides alélicas antes da
analise por alta resolugdo, ainda assim, nossos resultados foram negativos para

qualquer tipo de associagao.
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Atribuimos ainda nossos achados e a perda de significancia estatistica aqui
encontrada no alelo HLA DRB1*13:02 ao numero baixo de pacientes incluidos e ao
fato de que analisamos amostras de sangue periférico. Acreditamos que a
susceptibilidade para ELT-EH tem, no alelo HLA DRB1*13:02 um provavel candidato
no reconhecimento de autoantigenos que podem interferir na evolugdo e na
morbidade de pacientes. Dentro do contexto de que hipocampos de pacientes com
ELT-EH submetidos a cirurgia apresentam aumento positivo na expressédo de DR e
macréfagos nas células microgliais e IL1 beta nas células astrocitarias, acreditamos
que fatores transcripcionais e a baixa amostra estudada sdo os responsaveis pela
perda de significAncia. Assim, a participacdo de alelos DR nos mecanismos
inflamatorios das epilepsias parece encontrar evidéncia nos estudos histopatolégicos
(Ravizza et al, 2008).

E sabido que as epilepsias, de maneira geral, sdo resultado de condicdes
multifatoriais e da interacdo de multiplos genes. O mecanismo mediado por
susceptibilidade envolvendo HLA classe | e evoluindo com reagao inflamatoria por
meio de imunidade inata justificaria a maior presencga de infiltrado de macréfagos no
tecido estudado. Este fato poderia explicar igualmente ndo termos encontrado alelos
Classe Il na susceptibilidade para ELT-EH, onde, talvez, essa susceptibilidade
estaria mais associada a alelos HLA classe |. Corroborando essa hipotese, estdo os
resultados encontrados por Nakahara et al, 2010 mostrando aumento na expressao
de linfécitos T CD4 e linfocitos T CD8 em hipocampos extraidos cirurgicamente de
pacientes com ELT-EH. A quantidade variou de acordo com cada paciente e houve
uma maior expressao significativa de linfoctios T CD8 em relagdo aos linféctios T
CD4 nesses hipocampos. Essa maior expressao de linfoctios T CD8 parece apoiar e
justificar os resultados que nao encontramos. A indugcdo experimental de crises
epilépticas em roedores levou ao aumento da expressao de moléculas de MHC
classe |, que corresponde ao HLA classe | dos humanos em animais, em areas do
cérebro dentro de horas apdés a estimulagdo. Ao mesmo tempo, processos
regenerativos sao acionados, e estes também parecem envolver moléculas de MHC
classe | (Xanthos & Sandkuhler, 2014).

Apesar de o sistema HLA classe Il ser dotado de um notavel polimorfismo e estar
relacionado com susceptibilidade de diversas doengas, nossos achados, sugerem
que talvez, grupos étnicos e fatores ambientais diversos, podem estar influenciando

a associagao ou nao entre HLA classe Il e ELT-EH.
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Podemos concluir que a susceptibilidade genética para ELT-EH n&o é conferida por
alelos HLA classe Il das regides DRB1, DQB1 e DQA1 mas que alelo HLA
DRB1*13:02 apresentou certa tendéncia como fator de susceptibilidade para ELT-
EH.

PERSPECTIVAS E LIMITES DESTE ESTUDO

O numero pequeno de pacientes incluidos pode ter sido um fator limitante. Mas a
caracteristica inédita de estudos de alta resolugéo para susceptibilidade genética em
genes que sao forte mediadores da resposta inflamatéria pode contribuir para as
novas pesquisas de carater genético, que visem elucidar o intricado mecanismo da
ELT-EH.
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