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Resumo

A epilepsia é a segunda causa mais freqliente de doencas neuroldgicas em adultos. A
maioria dos pacientes epilépticos apresenta epilepsia do lobo temporal (ELT), cuja
zona epileptogénica esta localizada no lobo temporal. Altas taxas de psicopatologias
sdo observadas em pacientes com epilepsia, principalmente ELT, quando comparados
com a populacdo geral. Uma vez que o neurotransmissor serotonina (5-HT) contribui
com o neurodesenvolvimento, funcionalidade e plasticidade do cérebro adulto,
alteragdes na neurotransmissdo serotoninérgica poderiam contribuir para a etiologia
da epilepsia. Além disso, a disfungao na atividade serotoninérgica no cérebro poderia
aumentar a susceptibilidade a psicopatologias nos pacientes com epilepsia. Nesta
linha, estudos de PET demonstraram uma diminuicdo no potencial de ligacdo dos
receptores de serotonina (5-HT1A) em pacientes com epilepsia do lobo temporal,
sendo que esta diminuicdo parece ser mais proeminente em pacientes epilépticos com
depressdo. Assim, genes relacionados com a neurotransmissdo serotoninérgica sdo
importantes candidatos para estudos de associacdo com a epilepsia. No presente
trabalho, nés avaliamos o impacto de polimorfismos no gene do transportador da
serotonina (5-HTT) e no gene do receptor 5-HT1A na ELT e em suas comorbidades
psiquiatricas. O gene do transportador da serotonina apresenta dois polimorfismos
com consequéncias funcionais na sua expressdo: uma insercdo/delecdo de 44 pares de
base na regido flanqueadora 5’ (5-HTTLPR), e um numero variavel de repeticGes em
tandem (VNTR) no intron 2 (5-HTTVNTR). O gene codificador do receptor 5-HT1A

contém um polimorfismo de troca Unica de base (SNP) na regido promotora (C-1019G)
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gue altera a expressdo génica. Foram incluidos neste estudo 175 pacientes com ELT,
dos quais 155 tinham avaliagdo neuropsiquiatrica, e 155 controles saudaveis.
Primeiramente foi avaliado o impacto dos polimorfismos SHTTLPR, SHTTVNTR e C-
1019G na epilepsia do lobo temporal. Analisando os genétipos do 5-HTTVNTR e 5-
HTTLPR combinados pela atividade transcricional, os gendtipos de baixa expressao
génica foram mais freqlientes nos pacientes com ELT que nos controles saudaveis
(O.R.=3.24; 95% 1.C.=1.08 a 9.73; p=0.036). Esta associagdo com gendtipos de baixa
atividade trascricional do 5-HTT poderia estar relacionada com alteragdes funcionais
do sistema serotoninérgico, aumentando o risco para epilepsia. Entretanto, ndo foi
encontrada associacdo entre o polimorfismo C-1019G e a ELT. Na segunda parte deste
trabalho, nds avaliamos a influéncia destes polimorfismos nas comorbidades de
doencas psiquiatricas, entre elas transtorno de humor e ansiedade, em pacientes com
ELT. Ndo foi encontrada diferenca significativa na frequéncia dos polimorfismos no
gene do transportador da serotonina (5-HTT) entre pacientes com ou sem
comorbidade psiquiatrica. Entretanto o polimorfismo C-1019G foi associado com
transtorno de ansiedade nos pacientes com ELT. Baseado em nossos resultados,
sugerimos que alteracdes em genes relacionados a serotonina, como 5-HTT e 5-HT1A,
poderiam estar envolvidas na génese da ELT e nas caracteristicas clinicas desta doenca.
Além disso, nds acreditamos que estudos futuros realizados com essa metodologia
serdo importantes para o estabelecimento das bases genéticas envolvidas nas

manifestagdes neuropsiquiatricas da epilepsia do lobo temporal.
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Abstract

Epilepsy is the second most frequent cause of neurological disorders in young adults.
The majority of the patients suffer from temporal lobe epilepsy (TLE). Higher rates of
psychopathology are observed in patients with epilepsy, especially in those with TLE.
Since neurotransmitter serotonin (5-HT) contributes to neurodevelopment,
functionality and plasticity of the adult brain, serotonin may contribute to the etiology
of epilepsy. Moreover, the impairment of serotoninergic activity in the brain may
enhance susceptibility to psychopathologies in patients with epilepsy. In this line, PET
studies showed a decreased serotonin receptor 1A binding in TLE patients, and this
alteration seems to be higher in epileptic patients with depression. In this study we
evaluated the impact of serotonin transporter (5-HTT) gene and serotonin receptor 1A
(5-HT1A) polymorphisms over TLE and its psychiatric comorbidities. The 5-HTT gene
has two polymorphisms with functional consequences: a 44 base pairs
insertion/deletion polymorphism in the 5’ flanking region of this gene (5-HTTLPR), and
a variable number of tandem repeats in the intron 2 (5-HTTVNTR). The gene encoding
serotonin receptor 1A contains a single nucleotide polymorphism (SNP) in the
promoter region (C-1019G) that regulates gene expression. In this study, were
included 165 TLE patients, 1550f these had been evaluated for neuropsychiatric
disease, and 110 health controls. We first evaluated the impact of 5SHTTLPR, SHTTVNTR
and C-1019G in temporal lobe epilepsy. When 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR genotypes
were combined by transcriptional efficiency, the low expressing genotypes were more

frequent in TLE patients than in healthy controls (0.R.=3.24; 95% 1.C.=1.08 a 9.73;

12



p=0.036). This could be related to functional alterations and outgrowth inhibition of
the serotonin system, and subsequently enhance the risk to epilepsy in adulthood.
However we did not find an association between C-1019G and TLE. In the second part
of this work we evaluated the influence of these polymorphisms on the risk for
psychiatric diseases in these patients, among them mood and anxiety disorder. There
were no significant differences between genotypes frequencies of 5-HTT
polymorphisms and presence of any psychiatry disease. However, the C-1019G
polymorphism was associated with anxiety disorder in TLE patients. Based in our
results, we suggest that alteration in serotonin related genes, such as 5-HTT and 5-
HT1A, might be involved in the genesis of TLE and in clinical characteristics of this
disease. Moreover we believe that further studies involving molecular methodologies
will be important to establish the genetic bases involved in the neuropsychiatric

manifestations of TLE.
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Introducao

A epilepsia € uma doenga crdnica caracterizada pela recorréncia de episddios
paroxisticos e espontaneos de disfuncdo cerebral. As causas da epilepsia envolvem
conducdo i6nica anormal e/ou outras alteracdes na membrana neuronal, ou ainda um
desbalanco entre neurotransmissdo excitatoria e inibitdria. A forma mais comum de
epilepsia focal é a epilepsia do lobo temporal (ELT). Por envolver centros importantes
do sistema limbico, integrador de processos emocionais, a ELT frequentemente

apresenta indices elevados de associagdo com transtornos neuropsiquiatricos.

A neurotransmissdo serotoninérgica esta envolvida em processos cognitivos e
emocionais, participando da etiologia de muitos transtornos psiquiatricos.
Recentemente, a serotonina foi associada com a epilepsia, uma vez que regula a
excitacdo neuronal em regides cerebrais envolvidas com esta doenca. Evidéncias
sugerem que alteragdes na neurotransmissao serotoninérgica estdao associadas a
circuitos neuronais anormais e hiperexcitabilidade. Assim, a deficiéncia serotoninérgica

poderia contribuir para a predisposicdo as epilepsias e aos transtornos psiquiatricos.

O conhecimento de fatores genéticos relacionados com a epilepsia é altamente
relevante, podendo melhorar o conhecimento desta doenga, o entendimento dos
mecanismos bioldgicos e das alteracdes neuropsiquidtricas associadas. Os genes
relacionados ao sistema serotoninérgico sdao candidatos promissores para estudos de
associacdao com epilepsia e doencas psiquiatricas. Muitos estudos relatam o papel do
transportador da serotonina e dos receptores, principalmente o 5-HT1A, no

desenvolvimento de crises epilépticas na ELT. A presente pesquisa pretende estudar
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uma possivel influéncia de determinados polimorfismos no gene do transportador da
serotonina e do receptor 1A na susceptibilidade a ELT ou as alteracbes

neuropsiquiatricas relacionadas a essa forma de epilepsia.

Epilepsia — consideragdes gerais

O termo epilepsia é derivado do verbo grego epilambanein, que significa “ser
atacado, dominado ou tomado”. Na antiguidade acreditava-se que a epilepsia era
provocada por uma forga externa, comumente associada a fendbmenos sobrenaturais.
Em 400 a.c., Hipdcrates inferiu que o cérebro era a sede da mente e que a epilepsia
nao estava associada ao carater divino, e sim ao cérebro. Ja no século XVIl, René
Descartes estudou a neurofisiologia e afirmou que a epilepsia originava-se no cérebro
(Fuentes et al., 2008). Hoje se sabe que a epilepsia é uma doenca cronica,
caracterizada por uma disfuncdo cerebral, que afeta pessoas de todas as idades e

niveis sdcio-econdmicos.

As epilepsias sao sindromes caracterizadas pela presenga de crises epilépticas
recorrentes. A crise epiléptica é resultante da atividade neuronal excessiva,
hipersincrénica e anormal de neurbnios localizados predominantemente no cortex
cerebral. E geralmente causada pela condugdo idnica anormal ou outra alterac3o na
membrana neuronal, ou pelo desbalango entre neurotransmissao excitatoria e
inibitdria. Assim, durante as crises epilépticas, ha um aumento excessivo de descargas

elétricas produzidas pelos neuronios cerebrais.
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Nas manifestacoes clinicas da epilepsia, podemos observar alteracdes do nivel de
consciéncia, movimentos involuntarios anormais, fenémenos sensoriais, alteracdes
autonomicas e disturbios transitdrios do comportamento. Muitos destes pacientes
respondem a farmacos anticonvulsivantes, em outros o tratamento medicamentoso

ndo é suficiente, sendo necessarias outras formas ndo farmacoldgicas de tratamento.

Segundo a classificacdo proposta pela ILAE (Intenational League against Epilepsy)
em 1989, as epilepsias podem ser classificadas de acordo com a etiologia: epilepsias
idiopaticas (quando estdo relacionadas a predisposicdo genética), epilepsias
sintomaticas (quando ha lesGes cerebrais congénitas e adquiridas), e epilepsias
criptogénicas (quando parecem ser sintomaticas, mas sua etiologia ndo foi
identificada). As crises epilépticas sdo também classificadas de acordo com sua
manifestagao clinica e eletro encefalica em crises parciais ou focais: as que se originam
em uma regido delimitada em um hemisfério cerebral e podem ser divididas em
simples, quando ndo envolve perda de consciéncia, ou complexas, quando ocorre
perda de consciéncia; e crises generalizadas: as que se iniciam simultaneamente em
ambos os hemisférios cerebrais, em geral ocorre perda de consciéncia (Engel, 2001 e

2006).

As epilepsias sdo a segunda causa mais comum de problemas mentais em adultos
jovens. A proporcdo estimada da populacdo com epilepsia ativa é entre 4 a 10 por
1.000 individuos. Estudos em paises em desenvolvimento sugerem que a prevaléncia
nestes paises € de 6 a 10 por mil habitantes. Cerca de 50 milhdes de pessoas no

mundo sofrem de epilepsia. Nos paises desenvolvidos, a incidéncia anual de novos
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casos varia entre 40 a 70 por 100.000 habitantes, porém em paises em
desenvolvimento as taxas de incidéncia atingem o dobro, 122 a 190 para cada 100.000
(WHO, 2009). Isso provavelmente se deve ao fato de que a populacdo de paises em
desenvolvimento é mais jovem, a qualidade de vida pior e os cuidados médicos mais
precarios. Além disso, nestes paises existe uma incidéncia maior de infeccdes do
sistema nervoso central, como por exemplo, neurocisticercose. No Brasil ha poucos
dados epidemioldgicos. As taxas de prevaléncia da epilepsia no nosso pais variam de

1,19 a 2,03% (Feij6 de Melo et al., 2007).

Epilepsia do lobo temporal

A forma mais comum de epilepsia focal é a epilepsia do lobo temporal (ELT).
Estima-se que 40% das sindromes epilépticas sdo ELT, e 60% das crises parciais iniciam-
se em lobos temporais (Fuentes et al.,, 2008). Na ELT a zona epileptogénica esta
localizada em estruturas corticais (neocdrtex temporal) ou subcorticais (hipocampo e
amigdala) do lobo temporal. Os avancos recentes nas dareas de neuroimagem,
imunohistoquimica e de genética sugerem a existéncia de subtipos da ELT. Assim, as

epilepsias do lobo temporal podem ser subdivididas em:

1) Epilepsia do lobo temporal mesial:
A) Associada a esclerose mesial temporal (EMT)
B) Associada a outras lesdes estruturais na regido mesial temporal

C) Associada a ambas (EMT e lesdo estrutural)
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D) Criptogénica (sem evidéncia de anormalidade estrutural na
Ressonancia nuclear magnética - RNM)

2) Epilepsia do lobo temporal neocortical:
A) Associada a lesdo exclusiva do neocortex
B) Relacionada a lesdo do neocortex, associada a ELT
C) Criptogénica (sem evidéncia de anormalidade estrutural na RNM)

A epilepsia do lobo temporal associada a esclerose mesial (EMT) é a tipo mais
comum dentro das sindromes de ELT (Engel, 2001). Nesta forma de epilepsia, ocorre
uma reorganizacdo neural nos circuitos mesiais do lobo temporal e os pacientes
passam a desenvolver crises epilépticas caracteristicas. Muitos dos pacientes podem
desenvolver epilepsia tratavel com esquemas terapéuticos disponiveis. Em outros, o

tratamento medicamentoso ndo é suficiente, sendo necessario tratamento cirurgico.

Transtornos psiquidtricos nas epilepsias

A alta comorbidade de transtornos psiquiatricos e epilepsia pode ser explicada
pelo envolvimento de mecanismos patogénicos bioldgicos comuns destas doencas.
Como as epilepsias sdo disturbios do Sistema Nervoso Central (SNC), podem envolver
sintomas cognitivos e psiquiatricos em concomitdncia com as crises epilépticas.
Pacientes com epilepsia tem risco aumentado para desenvolver transtornos
psiquiatricos em comparacdo com a populacdo geral. Em particular, o aumento de
psicopatologias € mais comum na ELT que em outras epilepsias. O problema dos

transtornos psiquiatricos na epilepsia esta relacionado com a qualidade de vida dos
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pacientes, portanto € importante avaliar a presenca de comorbidades

neuropsiquiatricas e identificar pacientes com risco aumentado para estes transtornos.

Dentre os transtornos neuropsiquiatricos, a depressdo é o mais freqliente nos
pacientes com epilepsia, sendo mais comum em pacientes com ELT que em pacientes
com epilepsia generalizada (Dudra-Jastrzebska et al., 2007). Estudos longitudinais em
epilepsia e depressdo relataram uma associacdo temporal bidirecional entre essas
duas condicbes. Nesses estudos, epilepsia pode ser frequentemente seguida de
depressdo, e histéria de depressdo um fator de risco para inicio de epilepsia. Esta
relacdo temporal bidirecional destas comorbidades sugere que haja fatores etiolégicos

comuns para transtornos do humor e epilepsia (Hasler et al., 2007).

A prevaléncia de depressdo varia entre 11-44% em pacientes com epilepsia
(Dudra-Jastrzebska et al., 2007) e a incidéncia de depressdo durante a vida de
pacientes epilépticos é de 30 a 70% (Prueter e Norra, 2005). O suicidio é uma das
maiores causas de morte dos pacientes com epilepsia, sendo o risco de suicidio em
pessoas com epilepsia de 4 a 10 vezes maior do que o da populacdo em geral. Ja na ELT
o risco de suicidio é 25 vezes maior (Feijo de Melo et al., 2007). A prevaléncia dos
outros transtornos psiquiatricos também ¢é maior nos pacientes epilépticos em
comparacdo com a populacdo geral: Transtorno de ansiedade, 15-25% versus 2,5-6,5%;
psicoses, 2-8% versus 0,5-0,7%; déficit de atencdo e hiperatividade, 10-40% versus 2-
10% (Dudra-Jastrzebska et al.,, 2007). Recentemente, o grupo de Neurologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre realizou um estudo avaliando disturbios

psiquidtricos em pacientes com epilepsia do lobo temporal. A prevaléncia de
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transtornos psiquiatricos observada nos nossos pacientes foi de 54,1%, sendo
transtornos de humor observados em 42,9% e transtornos de ansiedade em 18,4%

(Bragatti JA et al., 2009).

Os fatores de risco para psicopatologias em pacientes epilépticos envolvem
fatores clinicos, psicossociais e biolégicos. Dentre os fatores clinicos estdo a idade de
inicio, a duracdo, o tipo e a frequéncia das crises epilépticas. Os fatores psicossociais
envolvem as limitacGes socioeconémicas e educacionais e também os estigmas sociais
encontrados pelos pacientes. Os fatores bioldogicos estdo ligados a danos
neuropatoldgicos em areas relacionadas ao funcionamento psiquico, como amigdala,
sistema limbico, cértex frontal e gdnglio basal (Torta e Keller, 1999). Assim, disfuncbes
em regides cerebrais relacionadas a regulacdo do humor sdo importantes fatores de
risco para depressdo em pacientes epilépticos. Estudos mostraram que a ELT estd
associada com disfuncdao em regides cerebrais implicadas na etiologia da depressao,
baseada na densidade dos receptores de serotonina. A gravidade do hipometabolismo
no lobo temporal de pacientes com ELT mostrou-se associado com sintomas de
depressdo nestes pacientes (Gilliam et al., 2004). Nesta linha, Theodore discute que a
diminuicdo da fungao serotoninérgica parece constituir o principal mecanismo
patogénico para o desenvolvimento de depressao, e a serotonina também parece ter
um papel na epilepsia (Theodore, 2003). Evidéncias sugerem ainda a influéncia da
lateralidade hemisférica do foco epiléptico, do sexo e dos medicamentos
anticonvulsivantes como fatores desencadeantes da depressdo no epiléptico (para

revisdo Kairalla et al., 2004).
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Bases moleculares das epilepsias

Tanto as epilepsias quanto os transtornos psiquiatricos caracterizam-se por
serem doencas complexas e multifatoriais. Estas doencas dependem, em maior ou
menor grau, de fatores genéticos e de fatores ambientais, que interagem de maneira
extremamente complexa. Por exemplo, a depressdo é gerada pela interacdo de
circuitos neuronais que envolvem muitas células nervosas, cada uma das quais
expressam genes especificos que dirigem a producdo de proteinas especificas. Assim,
variagdes neurocomportamentais tais como a depressdo, usualmente refletem as
interacdes combinadas e bi-direcionais entre fatores ambientais e muitos genes, cada

gual com apenas um pequeno efeito sobre o fendtipo (Fuentes et al., 2008).

As duas categorias etioldgicas basicas para epilepsia sdo: disturbio epileptogénico
especifico, que gera epilepsia em individuos susceptiveis; e fatores precipitantes, que
sdo perturbagdes enddgenas ou exégenas que evocam crises epilépticas (Engel, 1995).
Tanto os disturbios epileptogénicos quanto os fatores precipitantes nao sao suficientes
para a ocorréncia de crises epilépticas, as quais dependem do limiar de
susceptibilidade do individuo a epilepsia. O limiar de susceptibilidade é determinado
por fatores de predisposicdo inespecificos, destacando-se fatores genéticos. Assim, a
combinacdo de disturbio epileptogénico, fatores precipitantes e um ambiente genético
facilitador, induzem alteracdes em determinadas vias moleculares, que interferem nos

circuitos elétricos cerebrais, podendo ocasionar crises epilépticas (Gitai et al., 2008).
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Os fatores genéticos podem ser estudados através da analise de variantes,
patogénicas ou ndo, em genes de susceptibilidade. Denominam-se polimorfismos as
variacoes genéticas encontradas com freqliéncia maior que 1% na populacdo. Podem
atuar como marcadores genéticos, ja que sdo transmitidos associados a outros genes
localizados na regido cromossOmica préxima a eles. Além disso, estas variantes
genéticas podem atuar aumentando o risco de ocorréncia de crises epilépticas
recorrentes, e dessa forma, contribuindo para o estabelecimento do limiar de
susceptibilidade. Assim, polimorfismos podem exercer efeito como fatores de
susceptibilidade, diminuindo o limiar da crise epiléptica para outros agentes indutores
de epilepsia ou tornando os individuos mais susceptiveis para desenvolver epilepsia
apos provocacdes que poderiam ndo produzir epilepsia em individuos sem o
polimorfismo (Rosenberg, 2008). Entretanto, o efeito de cada polimorfismo
isoladamente ndo é determinante para a ocorréncia de epilepsia, mas depende de
uma acdo aditiva de outras variantes genéticas, no mesmo e em outros genes de

susceptibilidade, além de fatores ambientais.

Recentemente estudos genéticos com doencas complexas tém buscado métodos
para diminuir esta heterogeneidade genética e clinica através da identificagao de
subgrupos fenotipicos homogéneos, mais provaveis de dividir influéncias genéticas
comuns. Estes fendtipos subclinicos, também chamados de endofendtipos, refletem
um substrato genético para uma doenga e podem estar relacionados com
caracteristicas  neurofisioldgicas,  bioquimicas,  anatdomicas, cognitivas e
neuropsicoldgicas. A susceptibilidade genética a endofendtipos € menos complexa e

mais facil de elucidar que a susceptibilidade a fendtipos complexos, como a epilepsia.
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Além disso, variacGes genéticas nestes endofendtipos podem representar fatores de
risco para a epilepsia, ou caracteristicas clinicas especificas desta doenca (Pinto et al.,

2009).

A genética molecular tem permitido a identificagdo de genes relacionados a
diversas doencas neuroldgicas e neuropsiquiatricas. A identificacdo de genes
candidatos é uma tarefa que envolve uma pesquisa geral em todo o genoma humano.
Por esse motivo, tem-se feito a identificacdo de genes relacionados aos sistemas que
se busca estudar. A investigacdo de genes de susceptibilidade associados as epilepsias
complexas, idiopaticas ndo monogénicas ou sintomaticas, tem avancado. Os estudos
de associacdo de polimorfismos sdo os que apresentam um maior valor informativo
para doencas complexas. Estes estudos buscam detectar alelos que contribuem para a
predisposicdo a epilepsia, por meio da comparacao na freqliéncia de alelos especificos
entre individuos epilépticos e individuos sauddveis (Gitai et al., 2008). Um alelo é dito
associado com a doenca se sua freqliéncia difere entre casos e controles mais do que o
predito por chance. Uma associacdo alélica, entretanto, pode ndo estar relacionada
com a causa da doenca, e sim, o alelo associado pode estar em desequilibrio de ligacdao

com o verdadeiro alelo patogénico.

A associacdo de polimorfismos especificos em genes candidatos pode ser de
grande importancia para a epilepsia, uma vez que pode melhorar o entendimento das
vias moleculares associadas a hiperexcitabilidade neuronal e ao processo

epileptogénico. Além disso, os estudos genéticos podem auxiliar no entendimento das
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caracteristicas fenotipicas da epilepsia, como tipo e duracdo da crise, resposta a

medicamentos e coexisténcia de doencas neuroldgicas e psiquiatricas.

Neurotransmissor serotonina

A serotonina foi identificada inicialmente como efetora em diversos tipos de
musculo liso e, posteriormente, como intensificadora da agregacao plaquetdria e como
neurotransmissor no SNC. O neurotransmissor serotonina exerce fungdes relacionadas

com o comportamento, humor, memoaria, sono, aprendizado e apetite.

O neurotransmissor serotonina, também chamado de 5-hidroxitriptamina (5-HT),
¢é derivado do aminodacido triptofano. Em sua estrutura quimica, a 5-HT possui um anel
inddlico, sendo uma amina biogénica. A sintese de serotonina ocorre em dois passos: o
triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano
hidroxilase (TPH); a seguir, o 5-HTP é transformado em 5-HT pela enzima 5-http-
descarboxilase. A sintese de serotonina parece ser controlada pela quantidade de
triptofano disponivel no fluido extracelular que banha os neur6nios serotoninérgicos.
Como o triptofano é um aminoacido essencial, sua disponibilizacdo depende
completamente da dieta. Assim, a falta de triptofano na dieta pode levar a uma
deplecdo de serotonina no cérebro. A degradacdo enzimatica da serotonina é realizada
pelas enzimas monoaminooxidase (MAO) e catecol-O-metiltransferase (COMT). A
serotonina também possui um sistema de recaptagdao da fenda sindptica para o
neurdnio pré-sinaptico que é realizado pelo transportador da serotonina (5-HTT). Esta

recaptacdo é importante para o controle da viabilidade de 5-HT na fenda sinaptica e é
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sensivel a farmacos, dos quais o protétipo de inibidor é a fluoxetina. Existe um grande
numero de receptores da serotonina. Até o momento foram identificados 7 familias de
receptores, que sdo ainda divididas em subtipos. Agonistas e antagonistas
farmacoldgicos dos receptores 5-HT sdo usados na terapéutica, em diversas

enfermidades (Kapczinski et al., 2004; Figura 1).
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COMT re-uptake

— transporter

synaptic
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Figura 1: Representagdo da sinapse neuronal serotoninérgica, ilustrando a sintese da 5-HT e sua
liberagdo na fenda sinaptica, os receptores pds e pré-sindpticos, a recaptagdo pelo 5-HTT e a
degradagdo pela MAO e COMT. Adaptada de www.cnsforum.com.

Problemas psiquiatricos, tais como depressdo, ansiedade, agressividade,
comportamento compulsivo e problemas afetivos tém sido associados a disfun¢des no
sistema serotoninérgico. Em conformidade, a maioria dos medicamentos
antidepressivos age produzindo um aumento da disponibilidade dessa substancia na

fenda sinaptica.
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A serotonina contribui com o neurodesenvolvimento, a funcionalidade e a
plasticidade do cérebro adulto. Durante o desenvolvimento cerebral, o sistema
serotoninérgico regula a especificacdo, diferenciacdo e manuteng¢do neuronal, assim
como o crescimento axonal e a configuracdo das conexdes sinapticas (Catalano, 2001;
Lesch, 2001). Além disso, a serotonina € um dos neurotransmissores envolvidos com o
balango excitatdrio/inibitério da regido cortical e subcortical, participando em
processos fisioldgicos e patoldgicos no cérebro. A deficiéncia serotoninérgica parece
contribuir para a predisposicdo as epilepsias e aos transtornos psiquidtricos. Estudos
de PET (Positron Emission Tomography) encontraram uma diminuicdo na capacidade
de ligacdo (BP — binding potential) dos receptores 5-HT1A em estruturas limbicas nos
pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial (Savic et al., 2004). Neste trabalho, os
autores sustentam a hipdtese do envolvimento da serotonina na ELT, sugerindo um
mecanismo para os sintomas depressivos bastante frequentes nestes pacientes. De
acordo com isso, outros estudos de PET demonstraram que pacientes epilépticos com
depressdo apresentam menor atividade dos receptores 5-HT1A do que aqueles
somente com epilepsia. Nesta mesma linha, mudangas no sistema serotoninérgico
foram associadas com a intensidade do sintoma depressivo em pacientes com ELT

(Theodore, 2006; Lothe et al., 2008).

Estudos com modelos animais de epilepsia demonstraram o papel da serotonina
na predisposicdo a crise epiléptica: a diminuicdo da atividade serotoninérgica facilitou
o inicio da crise, e aumentou a gravidade do mesmo (Jobe et al., 1999). A reducdo da
concentracdo de serotonina no cérebro parece aumentar a susceptibilidade a crises

epilépticas tanto em modelos animais (Wenger et al., 1973; Lazarova et al., 1983)
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guanto em humanos (Maynert et al., 1975; Pallister et al., 1982). Além disso, ha
evidéncias que a serotonina é um regulador da neurogénese no giro dentado: a
deplecdo de serotonina diminui a neurogénese, enquanto tratamentos que aumentam

a serotonina no hipocampo aumentam a neurogénese (Gould , 1999).

Outros trabalhos que sustentam o envolvimento da via serotoninérgica com a
epilepsia mostraram que medicamentos antidepressivos apresentam propriedades
anti-convulsivantes, assim como medicamentos anti-epilépticos tém propriedades
anti-depressivas (Jobe et al.,, 1999). Agentes antidepressivos que aumentam a
concentracdo extracelular de serotonina, como o 5-hidroxitriptofano e os inibidores da
recaptacdo da 5-HT, mostraram inibir tanto crises epilépticas focais como
generalizados (Yan QS et al., 1994; Prendivile e Gale, 1993 em Bagdy et al., 2007).
Além disso, Ahmad et al. demonstraram que medicamentos anti-epilepticos,
carbamazepina e fenitoina, aumentam os niveis basais ou a liberacdao de serotonina,
enquanto que lamotrigina causa uma alteragao dose-dependente na concentragdo de
serotonina. Evidéncias sugerem que o aumento da neurotransmissdo serotoninérgica
melhora o efeito anticonvulsivante e a administragdao concomitante de medicamentos
inibidores da recaptagao da serotonina, que aumentam os niveis de serotonina
disponivel no cérebro, aumentam o efeito anticonvulsivante da carbamazepina e
fenitoina (Ahmad et al., 2005). Grosso et al. mostraram que o nivel de serotonina
plasmatico aumenta significantemente apdés 4 meses de tratamento com o
antiepiléptico topimarato em criancas com epilepsia. Neste trabalho, os autores
sugerem que o topimarato poderia agir como um inibidor da recaptacdo da

serotonina, e desse modo, aumentar os niveis de serotonina (Grosso et al., 2008). De
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acordo com essa hipdtese, no trabalho de Cupello et al. foi encontrada uma
diminuicdo na densidade dos transportadores de serotonina na membrana
plaquetaria, que reflete o status dos 5-HTT cerebrais, apds a crise em pacientes
epilépticos (Cupello et al., 2008). Neste trabalho, os autores sugerem que isto poderia
ser uma reagao homeostatica a hiperexcitabilidade neuronal via potenciagdo do
sistema serotoninérgico, resultante de uma regulacdo negativa na capacidade de

recaptacdo da 5-HT no cérebro.

Como a disfungdo serotoninérgica parece estar envolvida na etiologia da
epilepsia, os genes codificadores de proteinas reguladoras da neurotransmissdo
serotoninérgica sdo importantes candidatos para estudos de associagcdo com epilepsia

e comorbidades neuropsiquiatricas.

Transportador da serotonina

O transportador da serotonina (5-HTT) é a principal proteina responsavel pela
regulacdo da neurotransmissao serotoninérgica. No cérebro, o 5-HTT estd situado nas
membranas pré-sinapticas de terminais nervosos e dendritos préximos a corpos
celulares contendo serotonina. Apds liberacdo da serotonina do neurbnio pré-
sinaptico, e acdo desta na fenda sinaptica, o 5-HTT faz a recaptacdo da serotonina da

fenda sinaptica, determinando assim a magnitude e duracdo da sua acao.

O 5-HTT é alvo de medicamentos inibidores da recaptagao da serotonina (IRS).
Estes antagonistas do 5-HTT sdao usados clinicamente como medicamentos psicoativos

para o tratamento da depressdo, disturbio obsessivo-compulsivo e ansiedade, assim
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como para outras doengas como alcoolismo e dor cronica. Estudos demonstraram que
medicamentos que aumentam os niveis de serotonina extracelulares, como os IRS,
apresentam acao anti-convulsivante, inibindo tanto crises focais como generalizadas

(Jobe et al., 1999, Yan et al., 1994, Albano et al., 2006; Jobe e Browning, 2005).

Em relacdo a estrutura, o 5-HTT é uma proteina de membrana transportadora
gue contém 12 dominios transmembrana. O mecanismo que opera o 5-HTT ocorre
pela ligacdo ao sitio de ligacdo de Na+, Cl- e serotonina extracelulares. Apds esta
ligacdo, ocorre uma mudanca conformacional que fecha o acesso do sitio de ligacdo
para o meio extracelular e abre o acesso para o meio intracelular, liberando o Na+, CI-
e a serotonina. O K+ é entdo ligado ao sitio de ligacdo, facilitando a mudanca
conformacional de volta para a forma com acesso extracelular do sitio de ligacdo

(figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de acdo do transportador da serotonina (5-HTT) na recaptag¢ao de serotonina (5-
HT) da fenda sindptica. Adaptado de CNS férum.com.

O gene do transportador de serotonina (SLC6A4, SERT, 5-HTT) esta localizado no
cromossomo 17, na posicao 17q11.1-q12, apresenta um tamanho de 31Kb e possui 14
exons que codificam uma proteina de 630 aminoacidos (Lesh et al., 1994;

Ramamoorthy et al., 1993; figura 3).
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Figura 3: Representagdao esquematica da localizagao cromossomica do gene 5-HTT. Estrutura do gene
5-HTT representada desde a regido promotora até 3’UTR e seus os exons numerados de 1 a 14.
Localizacdo dos polimorfismos S5HTTLPR e S5HTTVNTR indicados na caixa azul e vermelha,
respectivamente. Figura adaptada de Garcia LF e col., 2010.

A atividade transcricional do gene 5-HTT é modulada por um elemento repetitivo
de comprimento varidvel na regido flanqueadora 5’, localizado a aproximadamente
1,4kb acima do inicio do sitio de transcricdo, conhecido como 5HTTLPR ( 5HTT gene
linked polymorphic region). O polimorfismo S5HTTLPR é caracterizado pela
insercdo/delecdo de 44 pb e origina 2 alelos, um com quatorze (S-short) e outro com
dezesseis (L-long) elementos de repeticdo (cada um com 20-23pb) (Heils et al., 1996).
O alelo L esta relacionado a uma atividade transcricional duas a trés vezes mais
eficiente do 5-HTT em comparac¢do com a forma S, resultando numa maior atividade
de recaptacdo da serotonina. O alelo L tem sido associado com altos niveis de 5-HTT
em plaquetas, cérebro postmortem e cérebro funcional (Little et al., 1998, Heinz et al.,
2000 e Greenberg et al., 1999 em HU, 2006). Uma nova variante (SNP) localizada
dentro do polimorfismo 5HTTLPR caracterizada pela modificacdo de um unico

nucleotideo (A>G) foi descrita. A andlise funcional deste SNP demonstrou que a
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variante A do alelo L (La) produz altos niveis do mRNA do 5-HTT, entretanto o Lg
comporta-se equivalentemente ao alelo S (baixa expressdao do 5-HTT). O mesmo SNP
pode ser utilizado para subdividir o alelo S, em Sp e Sg, mas é bastante raro (Nakamura

et al., 2000).

Um segundo polimorfismo no gene do 5-HTT também foi identificado: o VNTR
(repeticdes em tandem de numero varidvel) de 17pb localizado no segundo intron
(SHTTVNTR, STin2) (Lesch et al., 1994; Olgivie et al., 1996). O 5HTTVNTR apresenta
dois alelos comuns (de 10 e 12 repeticGes) e dois alelos mais raros de 9 e 11
repeticoes. A regido do VNTR atua como um regulador da transcricdo do gene 5-HTT,
sendo o alelo com 12 repeticGes relacionado com maior atividade transcricional do
gene em comparagao com o alelo de 10 repeticGes (Lovejoy et al., 2003). Um estudo
mostrou que o alelo de 12 repeticdes aumenta a diferenciacdo de células tronco
embrionarias, sugerindo que este polimorfismo pode regular a expressao génica em
células/tecidos especificos (Fiskerstrand et al., 1999). Recentemente, estudando a
relacdo entre o polimorfismo SHTTLPR e 5SHTTVNTR, Hranilovic et al. propuseram uma
classificagdo baseada na atividade transcricional dos alelos destes polimorfismos.
Baseado no modelo dominante dos alelos de baixa expressdo (S e 10), as amostras
foram classificadas como genétipos de baixa atividade, contendo pelo menos um alelo
de baixa atividade, e gendtipo de alta atividade, contendo ambos os alelos de alta
atividade (S versus L/L para S5HTTLPR e 10 versus 12/12 para S5HTTVNTR). O efeito
combinado destes polimorfismos foi analisado e separado em 3 grupos: os com
genodtipo de alta atividade para ambos polimorfismos (L/L e 12/12); os com apenas um

gendtipo de baixa atividade em um locus (L/L 10 ou S/ 12/12); e os com ambos
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genodtipos de baixa atividade (S e 10). A expressdo do 5-HTT foi maior no grupo com
dois gendtipos de alta atividade, 20% menor no grupo com um genotipo de baixa
atividade e 50% menor no grupo com ambos os gendtipos de baixa atividade

(Hranilovic et al., 2004).

Muitos estudos de associa¢do tém avaliado a influéncia destes polimorfismos no
gene do 5-HTT e as doencgas psiquiatricas. No estudo de metanalise realizado por
Anguelova et al. foram selecionados 22 estudos de associagdo entre SHTTLPR /
SHTTVNTR e depressdo maior e 23 estudos entre estes polimorfismos e transtorno
bipolar. Os resultados evidenciaram associacdo entre S5HTTLPR e SHTTVNTR e
transtorno bipolar, mas foram inconclusivos quanto a depressdao maior (Anguelova et
al., 2003a). Porém, alguns estudos sustentam a hipdtese de associacdo entre estes
polimorfismos e a depressdo (Olgivie et al., 1996; Goldman et al., 2010) e também a
interacdo GxA (gene-ambiente) do gendtipo SHTTLPR juntamente com um ambiente
desfavoravel para o desencadeamento da depressdo (Aguilera et al., 2009; Brown e
Harris, 2008). Em uma segunda metanalise, Anguelova et al. evidenciaram associa¢do
entre o alelo S do S5HTTLPR e o comportamento suicida (Anguelova et al., 2003b). Ja
em um estudo realizado por nosso grupo, ndo foi encontrada associacdo do 5SHTTLPR e
a tentativa de suicidio (Segal et al., 2009). Ainda, estudos recentes encontraram
associacdo do 5HTTLPR e SHTTVNTR com disturbio de personalidade antissocial (Garcia
etal., 2010), e também do alelo L do SHTTLPR no déficit de atencdo e hiperatividade e
no autismo (Curran et al, 2005; Yirmiya et al., 2001). Assim, para muitas
psicopatologias os resultados de associagdo sdo controversos, e 0s mecanismos

bioldgicos para a associagdo dos alelos de risco ainda precisa ser esclarecido.
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Em relacdo as epilepsias, estudos de associacdo entre casos e controles estdo
sendo realizados para melhor entender a influéncia da serotonina e do transportador
da serotonina na etiologia destas doengas. Um resumo dos principais estudos de

associacao estd representado no quadro abaixo.

Quadro 1: Principais artigos de associagao entre polimorfismos no gene do 5-HTT e a epilepsia

Analise realizada Resultado Artigo
S5HTTLPR e SHTTVNTR na ELT Associacdo da ELT com alelo 12 R do 5- Manna et al., 2007
(n=376 e 309) HTTVNTR
SHTTVNTR e resposta a anti- Alelo 12 R do 5-HTTVNTR associado com Kauffman et al., 2009
convulsivante na EMT —EH (n=105) pior resposta ao anti-convulsivante
SHTTLPR e SHTTVNTR e respostaa | Gendtipos de alta atividade transcricional Hrvoje et al., 2010
anti-convulsivante na ELT (n=101) associados com pior resposta ao
medicamento e maior frequéncia de crises
S5HTTLPR e SHTTVNTR na ELT Ndo associagdo Stefulj et al., 2010
(n=101 e 170)

Manna et al., 2007, encontraram associacdo do polimorfismo SHTTVNTR em
pacientes italianos com ELT, sendo o alelo de 10 repeticdes mais freqiente nos
controles que nos pacientes com ELT. Entretanto, neste trabalho ndo foi encontrada
associacdo do S5HTTLPR, nem do hapldtipo dos marcadores SHTTLPR e S5HTTVNTR
(Manna et al., 2007). No estudo de Kauffman et al. foi avaliada a influéncia do VNTR no
intron 2 do 5-HTT e a resposta ao tratamento medicamentoso em pacientes com
epilepsia mesial temporal com esclerose hipocampal (EMT-EH). O alelo de 12
repeticdes foi relacionado com um risco aumentado de nao responder ao tratamento
antiepiléptico nestes pacientes (Kauffman et al., 2009). Recentemente, Hrvoje et al.,

2010, demonstraram que a combinagdao dos gendtipos de maior atividade

34




transcricional (SHTTLPR: gendtipo L/L e SHTTVNTR: gendtipo 12/12) esta associada
com a baixa resposta ao tratamento antiepiléptico e também com uma maior
freqliéncia de crises epilépticas nos pacientes com ELT, corroborando os estudos de
Kauffman et al., 2009, e Manna et al., 2007. Entretanto alguns estudos ndo
encontraram associagdo destes polimorfismos com a ELT e também com a epilepsia
generalizada (Sander et al., 2000; Stefulj et al., 2010). Assim, mais estudos sdo
necessarios para melhor elucidar o papel destes polimorfismos como fatores de
susceptibilidade para as epilepsias ou para caracteristicas especificas desta doenca,
como a resposta ao tratamento, a frequéncia de crises ou a presenga de comorbidades

psiquiatricas.

Receptores da serotonina

A serotonina, quando liberada na fenda sindptica, exerce sua agdo através de
receptores tanto pré quanto pds-sinapticos, sendo que os ultimos estdo localizados no
neurodnio-alvo, determinando um nuimero de eventos intracelulares responsaveis pelos
efeitos bioldgicos atribuidos a esse neurotransmissor. Os receptores da 5-HT podem,
direta ou indiretamente, alterar a conducdo i0nica, resultando em des- ou
hiperpolarizacdo. Assim, a serotonina, através de seus receptores, pode alterar
significantemente a exitabilidade em muitos processos envolvidos com a epilepsia. Em
conformidade, medicamentos que exercem propriedades agonistas e/ou antagonistas
nos receptores 5-HT devem ser considerados importantes fatores para a patogénese

da epilepsia.
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Sete familias de receptores da serotonina, acoplados a proteina G (figura 4),
foram descritas (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, e 5-HT7). Cada familia de
receptor possui subtipos, com reacdes diferentes ao estimulo da serotonina. A familia
dos receptores 5-HT1 é composta por 5 subtipos (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E e 5-
HT1F). Os receptores 5-HT1A estdo localizados tanto em neur6nios pré-sinapticos
como em pos-sinapticos. Os receptores 5-HT1A pré-sindapticos atuam como auto-
receptores das células serotoninérgicas, e regulam a liberacdo de serotonina através
da modulacdo da sintese e liberacdo deste neurotransmissor. Os receptores 5-HT1A
pos-sinapticos localizam-se predominantemente em regides limbicas do cérebro, em
células piramidais, no cértex, hipocampo, amidala e hipotalamo. Esta dupla localizacdo
proporciona um efeito duplo na estimulacdo serotoninérgica dos receptores 5-HT1A.
Quando estimulados o0s auto-receptores pré-sinapticos, ha inducdo da
hiperpolarizacdo dos neurdnios serotoninérgicos e consequente diminuicdo da
liberacdo de serotonina. A estimulacdo dos receptores pds-sinapticos ativa a via de
segundos mensageiros, completando a sinapse no sistema serotoninérgico (Rebelo e

Silva, 2010; Le Francois et al., 2008).
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Figura 4: Representac¢do esquematica dos receptores 5-HT. Apresentam sete hélices transmembranas
e estdo acoplados a proteina G. A serotonina (5-HT) liga-se no sitio de agdo na porgdo extracelular, e
ativa a proteina G que inicia a sinalizagdo de segundos mensageiros. Adaptado de CNSforum.com.

Estudos em modelos animais mostraram que os receptores 5-HT1A estdo
predominantemente localizados no sistema limbico e sugerem que a serotonina, via
estes receptores, medeia um efeito anti-epiléptico e anticonvulsivante (Bagdy et al.,
2007). A administracdo de agonistas especificos dos receptores 5-HT1A em ratos
mostrou um efeito protetor a crises epilépticas (Gariboldi et al., 1996). Além disso,
estudos sugerem a possibilidade de que o receptor 5-HT1A tenha um papel
neurotréfico no desenvolvimento do cérebro (Riad et al., 1994). Estudos de imagem
PET em pacientes com ELT e ELT mesial encontraram uma diminuicdo na capacidade
de ligacdo dos receptores 5-HT1A nos focos epileptogénicos destes pacientes (Toczek
et al., 2003; Savic et al., 2004). A reducdo da capacidade de ligacdo dos receptores 5-
HT1A é mais pronunciada em pacientes ELT com a presenca de depressao, sugerindo

um mecanismo neurobiolégico para a comorbidade ELT-depressdo (Hasler et al.,
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2007). Assim, o gene do receptor 5-HT1A é um candidato promissor para estudos de

predisposicdo genética a epilepsia e comorbidades relacionadas.

O gene do receptor 5-HT1A esta localizado no cromossomo 5, em 5q11.2-q13,
apresenta um tamanho de aproximadamente 1200 pb, sem introns, e codifica uma
proteina de 422 aminoacidos. Wu e Comings, 1999, descreveram um polimorfismo de
base Unica (SNP - single nucleotide polymorphism) na regido promotora deste gene
(rs6295, C-1019G) que parece alterar a expressao génica do receptor (Czesak et al.,
2006; figura 5). Este polimorfismo esta localizado em uma regido palindromica de 26
pb que é reconhecida por dois fatores de transcricdo (Deaf-1 e Hes5). A ligacdo dos
fatores de transcricdo ocorre de maneira alelo-especifica, a mudanca de C para G
altera substancialmente o sitio de ligacdo para o repressor Deaf-1, impedindo sua
ligacdo. Isto levaria a uma maior expressao dos auto-receptores 5-HT1A. Parsey et al.
corroboram esta hipotese, demonstrando por PET imagem que individuos com o alelo
G apresentam maior potencial de ligacdo do receptor 5-HT1A nos nucleos da rafe
(Parsey et al., 2006). Além disso, o Deaf-1 exerce func¢des diferentes nas células pré e
pds-sinapticas. Em neurdnios pds-sindpticos, aumenta a expressdo dos receptores 5-
HT1A, e em neurdnios pré-sindpticos diminui a expressdo deste receptor (Czesak et al.,
2006). Isto poderia explicar alguns resultados conflitantes presentes na literatura: a
diminuicdo dos receptores 5-HT1A em pacientes psiquiatricos e epilépticos nos
estudos de PET imagem poderia ser mediada pela disfuncdo na sinalizacdo do Deaf-1,
levando a uma diminuicdo na expressdo do receptor em neurdnios pds-sinapticos

(para revisdo: Drago et al., 2008).
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Figura 5: Localiza¢cao do gene 5-HT1A no cromossomo 5, representacdo do gene 5-HT1A e a localizagdo
do SNP C-1019G.

Estudos de associacdo na drea de psiquiatria sugerem que o sistema
serotoninérgico é negativamente regulado pelos auto-receptores 5-HT1A. Além disso,
a variante alélica G do polimorfismo tem sido associado com o aumento na expressao
do gene 5-HT1A, e evidencias sugerem que individuos com o alelo G tém maior risco
para psicopatologias. Estudos demonstram que a presenca do alelo G do polimorfismo
C-1019G parece estar associado com depressdao, comportamento suicida, transtorno
do panico e esquizofrenia. (Lemonde et al., 2003; Parsey et al., 2006 Freitag et al.,
2006, Huang et al., 2004). Até o momento, somente um estudo avaliou a influéncia do
polimorfismo C-1019G na epilepsia do lobo temporal, mas n3ao foi encontrada
associacdo significativa (Stefulj et al., 2010). Portanto, baseado em evidéncias de que
o receptor 5-HT1A é importante para o controle da excitabilidade neuronal, e

altera¢des funcionais neste receptor poderiam levar a doencas como a epilepsia, é
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interessante realizar mais estudos avaliando as alteracGes genéticas do receptor 5-

HT1A em pacientes com epilepsia em diferentes populacgées.
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Objetivos

Geral:

Determinar a freqliéncia dos polimorfismos S5HTTLPR e 5SHTTVNTR no gene do
transportador da serotonina, e do SNP C-1019G no gene do receptor 5-HT1A em

pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT) e em controles saudaveis.
Especificos:

Avaliar a associagdo entre os polimorfismos SHTTLPR, SHTTVNTR e C-1019G e a
ELT, comparando a freqliiéncia genotipica destes polimorfismos entre o grupo de

pacientes com ELT e o grupo de controles;

Verificar a influéncia destes polimorfismos no desenvolvimento de comorbidades

psiquidtricas nos pacientes com ELT.
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SUMMARY

Objective: Preclinical and clinical studies have shown that serotonin levels might
modulate susceptibility to seizures. Here we evaluated an association between
SHTTLPR and S5HTTVNTR allele variants in serotonin transporter gene and
epileptogenesis in temporal lobe epilepsy (TLE).

Methods: A case—control candidate gene study evaluating the frequencies of SHTTLPR
biallelic and SHTTVNTR allele variants in patients and healthy subjects. Genotypes
were grouped according to transcriptional efficiency. Cases were 175 patients with TLE
selected from the Epilepsy Outpatient Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
classified according to the electroclinical classification of the ILAE and neuroimaging
findings. The control group consisted of 155 healthy unrelated subjects selected from

the same population.

Results: We observed that less efficient transcriptional genotypes for 5-HTT
polymorphisms were more frequent in epileptic patients (O.R. = 3.24; 95% C.1.=1.08 to
9.73; p=0.036). Our results suggest that less efficient transcriptional genotypes for
serotonin transporter gene are associated with TLE.

Conclusion: In this study we observed an association between the presence of
SHTTLPR and 5-HTTVNTR less transcriptional efficient combined genotypes and TLE.
Our results suggest that modulation of the serotoninergic system might be implied in

epileptogenesis in TLE.

KEYWORDS: Epileptogenesis; serotoninergic system; SHTTLPR; 5-HTTVNTR

54



1. INTRODUCTION

Epilepsy is the second most frequent cause of neurological disorders in young adults.
The annual incidence of epilepsy is estimated at 70/100,000 individuals in the general
population, whereas in developing countries epilepsy rates are two times higher
(Sander, 2003). The majority of patients, approximately 40%, suffer from temporal
lobe epilepsy (TLE). Since the serotonin neurotransmitter (5-HT) contributes to the
neurodevelopment, functionality and plasticity of the adult brain, serotoninergic
system may also contribute to the etiology of epilepsy (Catalano, 2001; Lesch, 2001).
Preclinical and clinical studies have shown that reduction of serotonin concentration in
the brain can enhance susceptibility to seizures (Lazarova et al., 1983; Cavalheiro et al.,
2004; Savic et al., 2004). The impairment of serotoninergic activity may facilitate
seizure onset or enhance seizure severity. Agents that increase extracellular 5-HT
levels, such as 5-hydroxytryptophan and selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI),
might inhibit focal and generalized seizures (Bagdy et al., 2007). Conversely,
antiepileptic drugs might enhance basal serotonin levels as part of their mechanism of
action (Ahmad et al., 2005). More recently it was observed that SSRIs are associated
with a reduced likelihood of ictal oxygen desaturation in patients with partial seizures
(Bateman et al., 2010). Thus serotoninergic neurotransmission may have an important
role in the neurobiology of epilepsy.

The serotonin transporter (5-HTT) is an integral membrane protein responsible
for the reuptake of 5-HT from the synaptic cleft, modulating the serotoninergic
neurotransmission. The human 5-HTT gene (SLC6A4) has been mapped to

chromosome 17g11.1-q12 (Lesh et al., 1994). Two polymorphisms of the 5-HTT gene
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have shown functional consequences. A 44 base pair insertion/deletion polymorphism
in the 5’ flanking region of this gene (5-HTTLPR) originates two alleles (L — long and S —
short). The S allele has been reported to be associated with lower transcriptional
efficiency of the 5-HTT gene, resulting in lower serotonin uptake activity when
compared with the L allele. (Lesh et al., 1996, Heils et al., 1996). This polymorphism
with L and S alleles has been proposed to be biallelic for years. However, Nakamura et
al. (2000) described a functional SNP A>G within the 5-HTTLPR polymorphism which
generates a triallelic model with an La allele conferring gain-of function and Lg and S
alleles being low-function variants. The second polymorphism in the 5-HTT gene is a
variable number of tandem repeats (VNTR) containing 9, 10 and 12 repeats of a 17 bp
sequence in intron 2 (5-HTTVNTR) (Olgivie et al., 1996). The 5-HTTVNTR domain might
act as a transcriptional regulator and the 12 allele has been associated with higher
transcriptional activity of the 5-HTT gene when compared to the 10 allele (Lovejoy et
al., 2003). Hranilovic et al. (2004) demonstrated a dominant role of low-expressing
alleles of these polymorphisms (S allele for 5-HTTLPR and 10 allele for 5-HTTVNTR) and
showed the combined effect of 5-HTTLPR-biallelic and 5-HTTVNTR polymorphisms on
5-HTT gene expression. Mean 5-HTT gene expression was the highest in the group with
two high-expression genotypes (L/L and 12/12), 20% lower in the group with one low-
expression genotype (L/L 10/10, L/L 10/12, S/S 12/12 or S/L 12/12) and 50% lower in
the group with both low-expression genotypes (no L/L and no 12/12).

In this study, we evaluated a plausible association between S5HTTLPR and

SHTTVNTR allele variants and epileptogenesis. For this purpose, we compared the
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frequency of 5HTTLPR and SHTTVNTR allele variants between TLE patients and a
control group of healthy individuals.

2. METHODS

2.1 Patients

This is a case—control candidate gene study. The cases were 175 patients with TLE,
selected from the Epilepsy Outpatient Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). Inclusion criteria were based on the 1989 ILAE’s electroclinical classification
(Commission on Classification Terminology of the International League Against
Epilepsy, 1989) and neuroimaging results. Patients with extratemporal epilepsies,
mental retardation, and those with systemic diseases were excluded. The control
group consisted of 155 healthy unrelated subjects selected within the institutional
staff (HCPA). The study was approved by the an Ethics Committee, in accordance with
the Declaration of Helsinki, and all subjects provided written informed consent to

participate in this study.

2.2 Genotyping

DNA was extracted from peripheral leukocytes according to the salt precipitation
method (Miller et al.,, 1988). Subjects were genotyped for the 5-HTTLPR and 5-
HTTVNTR.

5-HTTLPR: The amplification reaction (PCR) for the 5-HTTLPR polymorphism was
carried out using primers described by Heils et al. (1996). The amplified product was
digested with Mspl restriction enzyme (New England Biolabs) which allows the

detection of the A/G SNP, identifying the triallelic polymorphism (La, Lg and S variants).
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The digestion products were visualized by 3% agarose gel electrophoresis stained with
ethidium bromide under UV light.

5-HTTVNTR: The intron 2 region of the 5-HTT gene containing the VNTR polymorphism
was amplified using primers described by Weese-Mayer et al. (2003). The PCR product
was visualized by 3% agarose gel electrophoresis stained with ethidium bromide. The
rare allele of 9 repeats was grouped with the 10 allele (both short alleles) and

compared to the 12 variant (long allele).

2.3 Statistical analysis

The clinical variables and genotypes of the polymorphisms, 5-HTTLPR bi- and triallelic
model and 5-HTTVNTR, were compared between TLE patients and a control group. In a
second analysis we further compared the frequency of combined genotypes grouped
according Hranilovic et al., (2004) between cases and controls. Categorical variables
were compared by the two-tailed Chi-squared test and Fisher's exact test if necessary.
Numerical variables were compared by the independent Student t-test, with the
Levene test for equality of analysis of variance. As the age of patients differs from
controls, we used a binary logistic regression model for controlling the effect of age. All
statistical analyses were carried out using the SPSS 14.0 statistical package for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Results are expressed as odds ratio (95%

confidence interval) and the level of significance was set at p < 0.05.
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3. RESULTS

Of the 175 patients and 155 controls, 114 (65.1%) and 116 (74.8%) were women and
61 (34.9%) and 39 (25.2%) were men, respectively, with no significant differences
between cases and controls (p=0.072). The mean age of patients and controls was 44.0
years and 32.6 years (p<0.01), respectively. The distributions of genotype frequency
were in Hardy-Weinberg equilibrium for both cases and controls. Table 1 shows the
genotype distribution of the 5-HTTLPR bi- and triallelic model and 5-HTTVNTR in TLE
patients and controls. We found no significant difference in the genotype frequencies
of these polymorphisms between epileptic patients and controls. Considering the
dominant role of low-expressing alleles, the genotypes containing at least one low
efficient allele (10 for 5-HTTVNTR and S for 5-HTTLPR-biallelic) were observed in 64.6%
and 72.1% of TLE patients and in 56.8% and 65.2% of controls, a nonsignificant
difference (p=0.17 and p=0.23, respectively). However, we observe significant
differences when 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR biallelic genotypes were combined by
transcriptional efficiency. The combination of low expressing genotypes (no L/L and no
12/12) was more frequently observed in TLE patients, whereas the high expressing
genotypes (L/L and 12/12) were more frequently observed in the controls (p=0.028,

see Table 2).

Please insert Table 1 about here
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Please insert Table 2 about here

Demographic, clinical, and radiological variables of patients, distributed
according to grouped genotype of SHTTLPR and S5HTTVNTR are present in Table 3.
There were no differences in these genotypes regarding mean age of patients, mean
age of epilepsy onset, mean time of epilepsy, sex, seizure control, presence of aura,
history of initial precipitating injury, number of antiepileptic drugs used, use of

benzodiazepines, and neuroimaging findings.

Please insert Table 3 about here

For a final analysis we divided the patients into two different groups, i.e., a
group of more efficient transcriptional genotypes (L/L and 12/12) and a group of less
efficient transcriptional genotypes, pooled together. A comparison between these two
groups showed that more efficient transcriptional genotypes where less frequent in
epileptic patients (O.R. = 3.38; 95% C.1.=1.19 to 9.62; p=0.016). This result remains
significant after correction for age differences between patients and controls (O.R. =
3.24; 95% C.1.=1.08 to 9.73; p=0.036). Taken together, our results suggest that less

efficient transcriptional genotypes are associated with TLE development.
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4. DISCUSSION

In this study we found an association between the combination of SHTTLPR biallelic
and 5-HTTVNTR less transcriptional efficient genotypes and TLE. Although, we did not
find any association between TLE patients and separate genotype analysis of 5-HTTLPR
and 5-HTTVNTR, we observed that TLE patients showed higher frequencies of

combined low transcriptional activity 5-HTT genotypes compared to control subjects.

As far as we now, only four studies have previously explored the potential roles of 5-
HTT allele variants in epileptogenesis or epilepsy characteristics. Stefulj and colleagues
failed to show any association between SHTTLPR or SHTTVNTR and TLE (Stefulj et al.,
2010). However, Manna and collaborators found an association between TLE and 5-
HTTVNTR allele 12, but not with 5-HTTLPR (Manna et al., 2007). The allele 12 of 5-
HTTVNTR was also associated with risk for mesial temporal epilepsy not responding to
medical treatment (Kauffman et al., 2009). Similarly, Hecimovic et al. found an
association between high expression of combined genotypes (L/L of 5-HTTLPR and
12/12 of 5-HTTVNTR) and seizure refractoriness to antiepileptic medication therapy
and shorter periods of seizure freedom (Hecimovic et al., 2010). Taken together, the
last three studies contrast with our findings because they suggest that epilepsy, its
severity or its response to medical treatment is associated with high, rather than low,
transcriptional activity 5-HTT genotypes. These discrepant results need to be further
discussed, especially if one considers the results of Manna et al. (Manna et al., 2007)
and Hecimovic et al. (Hecimovic et al., 2010), as presented above. It is possible that

these genetic association observed might be related to linkage disequilibrium with
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other genetic polymorphisms at the same gene or close genes. These possibilities
could explain discrepant results found in association studies performed in different
populations. Moreover there are possible mechanisms that could explain how increase
or decrease of serotonin might be related with epileptogenesis. Considering the
neurobiology of epilepsy, we are tempted do hypothesize that a tide modulation of
serotoninergic system during brain development or during response to brain insults
might be important for brain homeostasis and for preventing epilepsy. Variability in
this system that increase or decrease serotonin availability due to more efficient or
less efficient transcriptional genotypes for serotonin transporter gene increase would
turn neural network more prone to epileptogenesis. This view might be supported by
all theses studies that are showing that modulation of the 5-HTT gene might influence
epileptogenesis or the clinical characteristics of epilepsy. These are interesting

guestions that certainly deserve further investigations.

In agreement with our observations, there are several studies showing that low
transcriptional activity 5-HTT genotypes are associated with neuropsychiatric
disorders, among them depression (Holmes et al., 2010), suicidal behavior (Anguelova
et al., 2003), attention deficit hyperactivity disorder (Kent et al., 2002), and personality
disorder (Garcia et al., 2010). Curiously, a bi-directional relationship has been well
established between temporal lobe epilepsy and neuropsychiatric disorders, especially
mood disorders. In this venue some authors have suggested that common
neurobiological substrates like neural networks or genetic factors might explain the
association between epilepsy and neuropsychiatric disorders (Kanner, 2009; Bragatti et

al.,, 2009). Thus, based on our results, we are tempted to suggest that the 5HTT gene
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might be a candidate gene involved in the genesis or clinical variability of both epilepsy
or neuropsychiatric disorders. There may be several possible mechanisms for this
association. For example, the excessive serotonin levels during brain development
could have consequences for the size and capacity of the serotoninergic system and
associated neural network. This could well explain the paradoxical relation between
genetic variants associated with higher levels of serotonin (such as low-function alleles
of 5-HTT polymorphisms) and the neurological disorders associated with lower
serotoninergic levels (Nordquist and Oreland, 2010). Thus, in our view, it is plausible
that low transcriptional function genotypes of 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR could be
related to increased levels of serotonin during brain development, causing functional
alterations and inhibiting the outgrowth of the serotonin system, and thus being
possibly associated with risk for neuropsychiatric disorders or limbic epilepsy later in

life. Further studies will be conducted in this venue to clarify these matters.

We recognize that our study might have some bias. The ethnic admixture of the
Brazilian sample may be a bias in genetic association studies. However, the population
of Rio Grande do Sul State is mainly composed of European descendants (82% of the
population) (Cordeiro et al., 2008). Moreover, the fact that the present sample is in
Hardy-Weinberg equilibrium indicates that there may not be important problems of
population stratification. In addition to the ethnic stratification limitation discussed
above, sample size is an important limitation of this study. Thus, negative results need
to be interpreted with caution due to lack of statistical power. On the other hand,
significant results are less problematic in this scenario. Even so, it is necessary to

consider also the possibility of false positive associations because of cofounders such
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as etiology of epilepsy and the presence of limbic lesions sclerosis in our sample.
Although no patients with tumors or arteriovenous malformations were included in
this study, 19% of our epileptic patients had mesial temporal lobe epilepsy associated
with hippocampal sclerosis. If possible that a study using a more homogeneous sample
(e.g. only patients with hippocampal sclerosis) would produce a different result.
Nevertheless it is important to observe that our sample better represents the full
spectrum of temporal lobe epilepsy and that might be an advantage. Thus, considering
interesting preliminary findings, we believe that further studies conducted on large
populations are needed to establish the real impact of 5-HTT polymorphisms in

epileptogenesis or in the clinical characteristics of epilepsy.

In this study we observed an association between the presence of SHTTLPR
biallelic and 5-HTTVNTR less transcriptional efficient combined genotypes and TLE. In
our opinion, this finding is important because it might help to elucidate
epileptogenesis, especially regarding TLE. Moreover, implication of the serotoninergic
system in epileptogenesis might offer an interesting link to better understand the
association between TLE and frequent neuropsychiatric comorbidities observed in

these patients. Further studies are necessary to confirm our findings.
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Table 1: Distribution of 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR-bi and trialelic genotypes in temporal lobe epilepsy
(TLE) patients and controls

Patients TLE (n=175) Controls (n=155) All (n=330) p

5-HTTVNTR

12/12 62 (35.4) 67 (43.2) 129 (39.1)

12/10 81 (46.3) 67 (43.2) 148 (44.8)

10/10 32 (18.3) 21 (13.5) 53 (16.1) 0.27
5-HTTLPR bialelic

L/L 48 (27.4) 54 (34.8) 102 (30.9)

L/S 91 (52.0) 64 (41.3) 155 (47.0)

s/S 36 (20.6) 37(23.9) 73 (22.1) 0.14
5-HTTLPR trialelic

La/La 43 (24.6) 37(23.9) 80 (24.2)

La/Lg, La/s 87 (49.7) 76 (49.0) 163 (49.4)

S/S, Lg/S 45 (25.7) 42 (27.1) 87 (26.4) 0.96

Values are presented as frequency (percentage).

Table 2: Combined genotypes distribution in temporal lobe epilepsy (TLE) patients and healthy
controls subjects

Patients TLE Controls All P
(n=175) (n=155) (n=330)
Group A (L/L 12/12) 5(2.9) 14 (9.0) 19 (5.8)
Group B (L/L10/10, L/L 10/12,
S/S 12/12, S/L 12/12) 101 (57.7) 93 (60.0) 194 (58.8)
Group C (no L/L, no 12/12) 69 (39.4) 48 (31.0) 117 (35.5) 0.028*

Values are presented as frequency (percentage). (*) significant.
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Tabela 3: Clinical and demografical variables of TLE patients according combined genotypes of 5-HTT polymorphisms

Variable All (n=175) Group A Group B Group C P
Mean age of patients (y; S.D.) 44.0 (12.6) 41.0 (16.7) 43.4 (12.6) 45.2 (12.5) 0.56
Mean age of epilepsy onset (y; S.D.) 18.9 (14.2) 17.4 (16.4) 18.5 (14.6) 19.6 (13.7) 0.87
Mean time of epilepsy (y; S.D.) 25.1(14.2) 23.5(13.6) 24.8 (13.6) 25.6 (15.2) 0.91
Sex

Female 114 (65.1) 4 (3.5) 68 (59.6) 42 (36.8)

Male 61(34.9) 1(1.6) 33 (54.1) 27 (44.3) 0.53

Seizure control

Yes 79 (45.1) 3(3.8) 48 (60.8) 28 (35.4)

No 96 (54.9) 2(2.1) 53 (55.2) 41 (42.7) 0.53
Aura

Present 102 (58.3) 1(1.0) 57 (55.9) 44 (43.1)

Absent 73 (41.7) 4 (5.5) 44 (60.3) 25 (34.2) 0.14

History of initial precipitating injury
Yes 42 (24.0) 2 (4.8) 22 (52.4) 18 (42.9)
No 133 (76.0) 3(2.3) 79 (59.4) 51 (38.3) 0.57

Antiepileptic drugs
Politerapy 87 (49.7) 2(2.3) 49 (56.3) 36 (41.4)
Monoterapy 88 (50.3) 3(3.4) 52 (59.1) 33 (37.5) 0.81

Benzodiazepine use
Yes 28 (16.0) 0 16 (57.1) 12 (42.9)
No 147 (84.0) 5(3.4) 85 (57.8) 57 (38.8) 0.59

Neuroimage findings

Hipocampal sclerosis 33 (18.9) 2(6.1) 16 (48.5) 15 (45.5)
Other lesions (*) 29 (16.6) 1(3.4) 16 (55.2) 12 (41.4)
Normal 113 (64.6) 2(1.8) 69 (61.1) 42 (37.2) 0.57

Values are presented as frequency (percentage); y=years; S.D.=standard deviation; Group A = (L/L 12/12); Group B =
(L/L 10/10, L/L 10/12, S/S 12/12, S/L 12/12); Group C = (no L/L, no 12/12). (*) Other lesions on neuroimaging were
neurocysticercosis, gliosis, and cortical dysplasia.
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ABSTRACT

Neuropsychiatric comorbidities are frequent in temporal lobe epilepsy (TLE). It is
biologically plausible that alterations in serotonin-related genes may be one of the
biological mechanisms for the higher susceptibility to psychiatric disease in these
individuals. Based on previous investigations, we performed a cohort study in 155
patients with TLE to evaluate the influence of 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR
polymorphisms in the 5-HTT gene and the C-1019G polymorphism in the 5-HT1A gene
in psychiatric comorbidities of TLE. We observed that presence of C allele of 5-HT1A C-
1019G polymorphism was an independent risk factor for anxiety disorders in TLE. As
far as we know, this is the first study showing a biological plausible association
between a functional gene polymorphism and a psychiatric comorbidity in TLE. We
believe that other studies in this venue will shade some light on molecular mechanisms

involved in psychiatric comorbidities in epilepsy.

KEYWORDS: Epilepsy, serotoninergic system, 5-HTT, 5-HT1A, comorbidities, mood

disorder, anxiety, psychosis, alcohol and drug abuse
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INTRODUCTION

Epilepsy is a chronic disorder that affects people of all ages and social levels.
Neuropsychiatric comorbidities are more frequent in these patients than in the general
population. Among epileptic patients, those with temporal lobe epilepsy (TLE) are
especially at risk to develop psychiatric disorders. The main psychiatric disorders
involved in TLE, in order of frequency, are depression, anxiety and psychosis with
prevalence ranging from 11 to 44 %, 15 to 25 % and 2 to 8 %, respectively [1, 2].
Evidence suggests that the association of psychiatric disorders with epilepsy might be

related to common biological substrates [3, 4].

Dysfunction of serotoninergic neurotransmission has been long associated with
psychiatric diseases. Recent studies support that serotonin (5-HT) may also contribute
to a predisposition to epilepsy. Serotoninergic activation may change ionic
conductance, resulting in de- or hyperpolarization of neurons, and as a consequence
can cause a significant shift in the neuroexcitability involved in epilepsy [5]. There is
evidence that anticonvulsants can cause increased 5-HT levels as part of their
mechanisms of action [6,7]. Furthermore, agents that elevate extracellular serotonin
levels inhibit both focal and generalized seizures [5]. On this basis, Savic et al. [8] found
a reduced serotonin receptor (5-HT1A) binding potential in limbic structures in patients
with mesial TLE, supporting the hypothesis of an involvement of serotonin in the
neurobiology of TLE, perhaps suggesting a mechanism underlying affective symptoms

in these patients

Genes coding for proteins related to serotonin neurotransmission can regulate 5-

HT availability. Of particular interest are the gene encoding the serotonin transporter
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(5-HTT), responsible for the clearance of 5-HT from the synaptic cleft, and the gene
encoding the serotonin receptor 1A (5-HT1A), that acts as an autoreceptor
presynaptically and mediates the action of serotonin postsynaptically. Previous studies
have shown two functional polymorphisms in the 5-HTT gene, in the promoter (5-
HTTLPR) and intron 2 (5-HTTVNTR) regions. 5-HTTLPR is a 44 base pair
insertion/deletion polymorphism in the 5’ flanking region of this gene, that gives origin
to two alleles (L—long and S — short). The S allele of 5-HTTLPR has been reported to be
associated with lower transcriptional efficiency of the 5-HTT gene, resulting in lower
serotonin uptake activity when compared with the L allele [9, 10]. 5-HTTVNTR consists
of a variable number of tandem repeats containing 9, 10 and 12 repeats of a 17 bp
sequence in intron 2 (5-HTTVNTR) [11]. The 5-HTTVNTR domain might act as a
transcriptional regulator and the 12 allele has been associated with higher
transcriptional activity of the 5-HTT gene when compared to the 10 allele [12]. The 5-
HT1A gene contains a single nucleotide polymorphism (SNP) in the promoter region (C-
1019G) that seems to regulate gene expression [13, 14]. The G allele of C-1019G has
been postulated to up-regulate autoreceptor expression, but to decrease postsynaptic

5-HT1A expression [15].

The 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms in the 5-HTT gene and the C-
1019G polymorphism in the 5-HT1A gene have been studied in various psychiatric
diseases, among them depression [16, 17, 18], suicidal behavior [19, 20], anxiety [21,
22], personality disorder [23], bipolar disorder and schizophrenia [24]. Recently, some
authors have evaluated the association between 5-HTT variants and epilepsy [25, 26,
27, 28]. Most of these studies have shown that modulation of the 5-HTT gene might
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influence epileptogenesis or the clinical characteristics of epilepsy. Thus, it is
biologically plausible that alterations in serotonin-related genes may be one of the
biological mechanisms involved in higher susceptibility to psychiatric disease in
patients with TLE. Based on these previous investigations and in a biologically plausible
hypothesis, we study the contribution of 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR and C-1019G
polymorphisms in the genesis of psychiatric comorbidities in a cohort of 155 patients
with TLE. As far as we know, this is the first study evaluating a possible genetic

involvement in the development of psychiatric comorbidities in epilepsy.

METHODS

Patients

This is a retrospective cohort study of 155 patients with TLE of the Epilepsy
Outpatient Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Inclusion criteria were
based on the 1989 ILAE’s electroclinical classification (Commission on Classification
Terminology of the International League Against Epilepsy, 1989) [29] and
neuroimaging results. Patients with extratemporal epilepsies, mental retardation, and
those with systemic diseases were excluded. All patients were submitted to the
Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID) [30]. SCID is divided into six modules,
for the detection of one or more life-long diagnoses of the Axis | Diagnostic and
Statistical Manual, fourth edition (DSM-IV) [31]. SCID detected Axis | Psychiatric
Diagnostic in 99 (63.9%) of the 155 patients with TLE (TLE-PSYCH group). In 56 (36.1%)
of the 155 TLE patients SCID was negative (TLE-ONLY group). These two groups of

patients (TLE-PSYCH group and TLE-ONLY group) were compared for clinical and
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genotypic differences. This study was approved by the Ethics Committee of our
institution in accordance with the Declaration of Helsinki, and all subjects provided

written informed consent to participate.

Genotyping

DNA was extracted from peripheral leukocytes by the salt precipitation method
[32]. Subjects were genotyped for the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms in the
5-HTT gene and the C-1019G polymorphism in the 5-HT1A gene.

5-HTTLPR: The amplification reaction (PCR) for the 5-HTTLPR polymorphism was
carried out using primers described by Heils et al. [10]. The amplified product was
digested with Mspl restriction enzyme (New England Biolabs) which allows the
detection of the A/G SNP, identifying the triallelic polymorphism (La, Lg and S variants).
The digestion products were visualized by 3% agarose gel electrophoresis with
ethidium bromide staining under UV light.

5-HTTVNTR: The intron 2 region of the 5-HTT gene containing the VNTR
polymorphism was amplified using primers described by Weese-Mayer et al. [33]. The
PCR product was visualized by 3% agarose gel electrophoresis and ethidium bromide
staining. The rare 9 repeat was grouped with the 10 allele (both short alleles) and
compared to the 12 variant (long allele).

C-1019G: An allele-specific polymerase chain reaction (ARMS-PCR) analysis was
performed according to Parsey et al. [17]. Each sample was amplified twice using a

specific primer for the G allele and another primer for the C allele [13]. Electrophoresis
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was performed on 1.5% agarose gel and the amplification product was visualized

under UV light.

Statistical analysis

Categorical variables were compared by the two-tailed Chi-square test and
Fisher's exact test. Numerical variables were compared by the independent Student t-
test, with the Levene test for equality of analysis of variance. All statistical analyses
were carried out using the SPSS 14.0 statistical package for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). In order to examine the independent effect of each variable we used
an unconditional binary logistic regression model. To determine the number of
independent variables to be included in our logistic regression model we used the
parameters suggested [34, 35, 36]. Results are reported as odds ratio (95% confidence

interval) and were considered significant if p was lower than 0.05.

RESULTS

Of the 155 TLE patients, 100 (64.5%) were women and 55 (35.5%) were men.
Psychiatric disorders were observed in 99 (63.9%) of the patients studied. In our
sample, the most frequent psychiatric comorbidities were mood disorder (47.1%) and
anxiety disorder (31.0%). The mean age of epileptic patients with psychiatric disorders
(TLE-PSYCH group) and without psychiatric disorders (TLE-ONLY group) was 44.0 and
45.2 years, respectively, with no significant difference between them (p=0.55). Most of
the patients with psychiatric disorders (TLE-PSYCH group) were women (71.7%), while

only 28.3% were men, whereas in TLE-ONLY group 51.8% were women and 48.2%

78



were men, a significant difference for sex (p=0.015). The age of onset, time of disease,
family history for both epilepsy and psychiatric disorders, seizure control, presence of
aura, EEG interictal activity, presence of initial precipitating injury and use of
benzodiazepine (BZD) did not differ between TLE patients with and without psychiatric
comorbidities in our cohort. Clinical and demographic characteristics of the sample are

presented in TABLE 1.

Please Insert Table 1 About Here

The genotype distribution of C-1019G, 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR polymorphisms
according to psychiatric disease in TLE patients is summarized in TABLE 2. We found no
significant association between these polymorphisms in the 5-HT1A and 5-HTT genes
and the combined presence of neuropsychiatric disorders in patients with TLE (TLE-
ONLY group versus TLE-PSYCH group). However, when we analyzed each psychiatric
disorder individually (mood disorder, anxiety disorder, psychosis and drug/alcohol
abuse), the frequency of C-1019G polymorphism was different between TLE patients
with and without anxiety disorder. The frequency of GG genotype of C-1019G
polymorphism was lower in patients with anxiety disorder than in patients without
anxiety, observed in 6 (12.5%) of 48 patients with anxiety disorders but 27 (25.2%) of
107 patients without anxiety disorders. This difference approached statistical
significance (p=0.058). Because of this observation, we further studied the clinical and

demographics variables of our cohort regarding the presence or absence of anxiety

79



disorder in TLE patients. The results of this analysis are presented in TABLE 3. In this
analysis, we did not observe significant differences between clinical and demographics
characteristics of TLE patients regarding the presence of anxiety disorder, except for
gender. Women with TLE had more frequently anxiety disorders than men (p=0.031).
In order to study the independence of variables as risk factor for anxiety disorders in
TLE, we included sex, time of epilepsy, age of epilepsy onset and C-1019G
polymorphism in a binary logistic regression model. After logistic regression, presence
of C allele of 5-HT1A C-1019G polymorphism and sex remained significantly and
independently associated with anxiety disorder in TLE patients. The final results of

logistic regression are presented in TABLE 4.

Please Insert Table 2 and Table 3, and Table 4 About Here

DISCUSSION

In the present study we investigated the influence of 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR
in the 5-HTT gene and of C-1019G in the 5-HT1A gene on psychiatric comorbidities in
TLE. We observed no significant differences in these genotype frequencies among TLE
patients regarding the presence of psychiatric comorbidities. As expected, women had
a higher prevalence of psychiatric comorbidities than men, except for substance abuse.
These results are in agreement with the literature [37, 38, 39]. Interesting, we
observed that the presence of C allele was an isolated predictor of anxiety disorder in

TLE.
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5-HT1A is highly expressed in limbic structures and serotonin activation of this
receptor might have antiepileptic effect [5]. PET studies found a reduction in 5-HT1A
receptor binding in depressed patients [40] as well as in epileptic patients [8].
Interestingly, individuals with epilepsy plus depression have lower 5-HT1A activity than
those with epilepsy alone [41] and changes of the serotoninergic pathway are
associated with depressive symptoms in TLE patients [42]. Taken together, these
studies suggest that abnormalities in the 5-HT1A receptor might be a common
mechanism linking epilepsy and depression. Thus, it is plausible that genetic changes in
the 5-HT1A gene altering its expression may be associated with a risk for epilepsy or
for psychiatric comorbidites in epileptic patients. Here we observed that patients with
the C allele of C-1019G polymorphism in the 5-HT1A gene had higher frequency of
anxiety disorder. Some studies indicate that C-1019G polymorphism impact
transcriptional regulation of the gene through altered biding of the transcription
factors human nuclear deformed epidermal autoregulatory factor-1 (DEAF-1) and
Hairy/enhancer of split-5 (Hes5). Specifically, G allele of C-1019G polymorphism
abolishes repression of the 5-HT1A gene by DEAF-1 and partially impairs Hes5-
mediated repression [43]. As a consequence it would lead to the increase of 5-HT1A
autoreceptor expression and, according with Fakar et al. it is associated with decrease
of the amygdala reactivity [44]. Several studies have correlating amygdala reactivity
with anxiety disorders [45, 46, 47]. Taken together, these evidences are in line with our
results, once we observed that patients with C allele showed increased frequency of
anxiety disorders, and it might be due to increased amygdala activation. In contrast,

some studies have found that the G allele of C-1019G is a risk factor for the
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development of neuropsychiatric diseases, among them depression and panic disorder
[21, 22, 48]. As far as we know, only one study has evaluated the influence of the 5-
HT1A gene C-1019G polymorphism on epileptogenesis, showing no significant results
[28]. However, no one before has evaluated the effect of 5-HT1A gene C-1019G
polymorphism on the development of neuropsychiatric disorders in TLE. Here we
observed for the first time an association between 5-HT1A gene C-1019G
polymorphism and anxiety disorders in TLE.

Regarding the 5-HTT polymorphisms (5-HTTVNTR and 5-HTTLPR), several studies
have shown that low transcriptional activity 5-HTT genotypes are associated with
neuropsychiatric disorders, among them depression [16], suicidal behavior [19],
attention deficit hyperactivity disorder [49], and personality disorder [23]. Moreover,
recent studies have suggested that epilepsy, its severity or its response to medical
treatment is associated with 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphism [25, 26, 27].
Since 5-HTT polymorphisms seem to be associated with both epilepsy and
psychopathologies, we investigated the association of these genetic variants in
psychiatric comorbidity in patients with TLE. However, despite strong biological
plausibility, we were unable to demonstrate any association of 5-HTTLPR and 5-
HTTVNTR with mood disorder, anxiety disorder, psychosis or drug/alcohol abuse in TLE
patients. However, because of the impact of serotonin gene polymorphisms on several
psychiatric diseases and the evidence of the influence of the serotoninergic system on
epilepsy, further studies with larger samples evaluating possible influences of
serotoninergic gene polymorphisms in psychiatric comorbidities in epilepsy are still

necessary before reaching final conclusions.
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We recognize that our work has limitations. The ethnic admixture of the Brazilian
sample may be a bias in genetic studies. However, the population of Rio Grande do Sul
State, where this study was conduced, is mainly composed of Caucasian European
descendants (82% of the population) [50]. In addition to the ethnic stratification
limitation discussed above, sample size is an important limitation of this study. Thus,
negative results need to be interpreted with caution due to lack of statistical power.
On the other hand, significant results are less problematic in this scenario, especially if
resulting from functional polymorphisms and are biologically plausible. Moreover, our
result remained significant after logistic regression, showing that the 5-HT1A C-1019G
polymorphism was independently associated with anxiety disorders in TLE.

In summary, we observed in our study that presence of C allele of 5-HT1A C-
1019G polymorphism was an independent risk factor for anxiety disorders in TLE. As
far as we know, this is the first study showing a biological plausible association
between a functional gene polymorphism and a psychiatric comorbidity in TLE. We
believe that other studies in this venue will shade some light on molecular mechanisms

involved in psychiatric comorbidities in epilepsy.
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TABLE 1: Clinical and demographic characteristics of TLE patients with and without neuropsychiatric

comorbities
Variable All (n=155) TLE-ONLY group TLE-PSYCH group P
(n=56) (n=99)
Mean age in years (S.D.) 44.6 (12.5) 45.2 (12.2) 44.0(12.8) 0.55
Mean age of onset in years (S.D.) 19.0 (14.8) 19.0 (15.0) 19.1 (14.6) 0.96
Mean time of disease in years (S.D.) 25.6 (14.0) 26.2 (13.4) 24.9 (14.5) 0.57
Female sex 100 (64.5) 29 (51.8) 71(71.7) 0.015*
Family history of epilepsy 52 (33.5) 18 (32.1) 34 (34.3) 0.86
Family history of psychiatric disease 52 (33.5) 13 (23.2) 39 (39.4) 0.05
Seizure control 71 (45.8) 27 (48.2) 44 (44.4) 0.74
Presence of Aura 75 (48.4) 28 (50.0) 47 (47.5) 0.87
EEG interictal unilateral 90 (58.1) 34 (60.7) 56 (56.6) 0.73
Initial Precipitating Injury 38 (24.5) 14 (25.0) 24 (24.2) 1.0
Benzodiazepine Use 27 (17.4) 8(14.3) 19 (19.2) 0.51

Values are presented as frequency (percentage) or mean (S.D.). TLE-PSYCH and TLE-ONLY groups =
Temporal lobe epilepsy patients with and without psychiatric comorbidities respectively. (*) significant.
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TABLE 2: Genotype distribution of C-1019G in 5-HT1A gene, 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR in 5-HTT gene in

temporal lobe epilepsy (TLE) patients according to neuropsychiatric diseases

All (n=155)
C-1019G
cc
cG
GG
P
5-HTTVNTR
10/10
10/12
12/12
P
5-HTTLPR
ss
sL
LL

P

TLE-ONLY

group

56 (36.1)

13 (23,2)
28 (50,0)

15 (26,8)

6 (10,7)
28 (50,0)

22 (39,3)

14 (25,0)
26 (46,4)

16 (28,6)

TLE-PSYCH

group

99 (63.9)

27 (27.3)
54 (54.5)
18 (18.2)

0.447

22(22.2)
43 (43.4)
34 (34.3)

0.202

19 (19.2)
53 (53.5)
27 (27.3)

0.624

Mood
Disorder

73 (47.1)

21(28.8)
38 (52.1)
14 (19.2)

0.678

16 (21.9)
32 (43.8)
25 (34.2)

0.500

15 (20.5)
37 (50.7)
21(28.8)

0.956

Anxiety
Disorder

48 (31.0)

10 (20.8)
32 (66.7)
6 (12.5)

0.058

10 (20.8)
19 (39.6)
19 (39.6)

0.573

10 (20.8)
26 (54.2)
12 (25.0)

0.846

Psychosis

14 (9.0)

5(35.7)
8(57.1)
1(7.1)

0.353

2 (14.3)
9 (64.3)
3(21.4)

0.335

1(7.1)
10 (71.4)
3(21.4)

0.231

Alcohol/Drug
abuse

8(5.2)

3(37.5)
3(37.5)
2 (25.0)

0.644

3(37.5)
3(37.5)
2 (25.0)

0.336

0
5 (62.5)
3(37.5)

0.316

Values are presented as frequency (percentage). TLE-PSYCH and TLE-ONLY groups = Temporal lobe
epilepsy patients with and without psychiatric comorbidities respectively.
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TABLE 3: Clinical and demographic characteristics of TLE patients according Anxiety Disorder

Variables All (n=155) No Anxiety Anxiety Disorder P
Disorder (n=107) (n=48)

Mean age in years (S.D.) 44.6 (12.5) 12.3(1.18) 13.4 (1.93) 0.56
Mean age of onset in years (S.D.) 19.0 (14.8) 14.2 (1.37) 15.8 (2.28) 0.18
Mean time of disease in years (S.D.) 25.6 (14.0) 13.3(1.28) 15.4 (2.23) 0.63
Female sex 100 (64.5) 63 (58.9) 37 (77.1) 0.03*
Family history of epilepsy 52 (33.5) 36 (33.6) 16 (33.3) 1.00
Family history of psychiatric disease 52 (33.5) 36 (33.6) 16 (33.3) 1.00
Seizure control 71 (45.8) 51 (47.7) 20 (41.7) 0.60
Presence of Aura 75 (48.4) 53 (49.5) 22 (45.8) 0.73
EEG interictal unilateral 90 (58.1) 63 (58.9) 27 (56.3) 0.86
Initial Precipitating Injury 38 (24.5) 26 (24.3) 12 (25.0) 1.00
Benzodiazepine Use 27 (17.4) 20 (18.7) 7 (14.6) 0.65
C allele of C-1019G 122 (78.7) 80 (74.8) 42 (87.5) 0.07
G allele of C-1019G 115 (74.2) 77 (72.0) 38(79.2) 0.34

Values are presented as frequency (percentage) or mean (S.D.). (*) significant.
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TABLE 4: Risk Factors for Anxiety Disorders after Logistic Regression

Variables No Anxiety Disorders Anxiety Disorders O.R. (95% C.I.) P
n=107 n=48
Sex

Female 63 (58.9) 37(77.1)

Male 44 (41.1) 11 (22.9) 2.38 (1.08 —5.28) 0.03*
Mean age of onset in 14.2 (1.37) 15.8 (2.28) 1.00 (0.97 - 1.03) 1.00
years (S.D.)

Mean time of disease in 13.3(1.28) 15.4 (2.23) 0.98 (0.95-1.02) 0.28
years (S.D.)
C-1019G
Presence of C allele 80 (74.8) 42 (87.5) 2.82(1.02-7.81) 0.04*
Presence of G allele 77 (72.0) 38 (79.2) 1.78 (0.75 - 4.23) 0.19

Values are presented frequency (percentage) or mean (S.D.). (*) significant.
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Consideracoes Finais

O presente trabalho estudou aspectos de susceptibilidade genética em pacientes
com epilepsia do lobo temporal (ELT). Como genes candidatos, foram analisados genes
associados com a neurotransmissdo serotoninérgica, visto que a serotonina parece
contribuir com a etiologia da epilepsia, assim como de psicopatologias. As variantes
genéticas estudadas foram dois polimorfismos funcionais no gene do transportador da
serotonina (S5HTTLPR e 5SHTTVNTR) e um SNP no gene do receptor da serotonina 1A (C-
1019G). Em um primeiro momento foi realizado um estudo de caso-controle para
avaliar a influéncia destes polimorfismos e a presenca de ELT. J& em uma segunda
analise, avaliou-se a influéncia destas variantes genéticas no desenvolvimento de

comorbidades psiquiatricas nos pacientes epilépticos.

Os polimorfismos S5HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene do transportador da
serotonina, quando analisados agrupados pela expressividade do gene, foram
associados com a ELT. Sendo que gendtipos relacionados com a baixa atividade

transcricional do gene foram associados com uma maior susceptibilidade a epilepsia.

Em relacdo a presenca de transtornos psiquiatricos (transtorno de humor,
ansiedade, psicose e abuso de dlcool/drogas) nos pacientes com ELT ndo foi
encontrada associacdo com os polimorfismos do gene 5-HTT. Entretanto, o
polimorfismo C-1019G do receptor da serotonina 1A foi associado com transtorno de
ansiedade nos pacientes epilépticos. Pacientes que tinham o alelo C do C-1019G
apresentaram mais ansiedade que pacientes sem este alelo. Visto que as variantes
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genéticas dos genes do transportador da serotonina e do receptor 5-HT1A tém sido
associadas com diversas psicopatologias, a associacdo destas com as comorbidades

psiquiatricas na epilepsia sao plausiveis.

Alguns estudos ja foram realizados pelo nosso grupo, avaliando aspectos clinicos,
psiquiatricos e genéticos dos pacientes com ELT. Dentre os genes candidatos ja
estudados esta o BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), com resultados ainda
ndo significativos. Mais estudos devem ser realizados avaliando alteracdes genéticas
em outros genes candidatos a epilepsia, como os genes relacionados com a
neurotransmissdo dopaminérgica, noradrenérgica e proteinas receptoras no SNC. A
pesquisa global de todos estes genes relacionados com o funcionamento cerebral em
regides envolvidas com a epilepsia poderd ajudar na compreensao da etiologia desta
doenca, assim como auxiliar no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e na

identificagdao de individuos susceptiveis.
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Apéndice 1

Dados ndo submetidos a publicacdo
Analise da associa¢ao do polimorfismo C-1019G com a ELT

A frequéncia do polimorfismo C-1019G no gene do receptor 5-HT1A foi
comparada entre pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT) e controles
saudaveis. Estudos sugerem que a presenca do alelo G pode influenciar a atividade
serotoninérgica, diminuindo a transcricdo do 5-HT1A. O polimorfismo C-1019G foi
analisado de acordo com a distribuicdo dos gendtipos (CC x CG x GG) e também de
acordo com os gendtipos agrupados segundo a atividade de transcricdo génica (CC
versus CG, GG). Estes resultados estdo apresentados nas tabelas abaixo (tabela 1 e

tabela 2).

Tabela 1: Distribui¢cao genotipica do polimorfismo C-1019G nos pacientes com ELT e controles

Pacientes (n=161) Controles (n=153) P
cC 40 (28.4) 44 (28.8)
CG 86 (53.4) 76 (49.7)
GG 35(21.7) 33 (21.6) 0.718

Tabela 2: Distribui¢do dos genétipos agrupados do polimorfismo C-1019G nos pacientes com ELT e

controles
Pacientes (n=161) Controles (n=153) p
cc 40 (28.4) 44 (28.8)
CG, GG 121 (75.2) 109 (71.2) 0.447
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Ndo foi encontrada associacdo do polimorfismo C-1019G e a ELT. Este
polimorfismo parece ndo influenciar na susceptibilidade a epilepsia, uma vez que sua
freqliéncia ndo difere entre casos e controles. Nosso resultado esta de acordo com o
estudo de Stefulj e colaboradors, 2010, no qual ndo foi demonstrada associacdo deste
SNP com ELT. Entretanto, como hd evidéncias que variagdes no receptor da serotonina
1A estdo associadas com a epilepsia, estudos avaliando alteragdes funcionais e
moleculares neste receptor podem ajudar no entendimento da relacdo do receptor 5-

HT1A e da via serotoninérgica com a epilepsia.
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Anexo 1

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Servigo de Genética Médica

Laboratdrio de Genética Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (1)

TITULO DA PESQUISA: Influéncia de polimorfismos no gene do transportador da

serotonina e do receptor 5HT1A na epilepsia do lobo temporal

Estamos |he convidando, através deste termo de consentimento, a participar de um
estudo que tem por objetivo contribuir para o tratamento da sua doencga no futuro.
Esta pesquisa visa identificar a presenca de polimorfismos no gene do transportador
da serotonina (5-HTT) e no gene do receptor da serotonina (5-HT1A) utilizando o DNA
obtido do sangue dos pacientes, e a influéncia destes nas caracteristicas clinicas da

epilepsia de lobo temporal.

Se vocé concordar em participar deste estudo, acontecerd o seguinte:

1. Responderd a algumas questdes sobre sua histéria clinica, para confirmar o
diagndstico de epilepsia do lobo temporal. Isto levara cerca de 15 minutos.

2. Serd submetido a um exame fisico e neuroldgico simples, com cerca de 10
minutos de duracao.

3. Sera feita uma coleta de sangue com agulha no seu brago, para estudar a

presenca ou ndo da alteracdo genética em questdo. A agulha geralmente causa
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um desconforto que ndo dura mais do que 1 minuto. Eventualmente podem
ocorrer hematomas ou uma infec¢do leve, mas é pouco provavel.

4. O material colhido ficara armazenado no Servigo de Genética do HCPA por um
periodo maximo de 5 anos. Caso sejam realizadas outras andlises, sera
solicitada autorizacdo ao Comité de Etica em Pesquisa do HCPA, e vocé sera

contatado novamente.

Vocé pode nado ter beneficios diretos da participagdo nesta pesquisa. Entretanto,
podera saber se possui ou ndo uma alteragao genética com possivel influéncia sobre a

gravidade de sua doenca. Realizard os exames acima descritos gratuitamente.

Se vocé sofrer algum dano como resultado da participagao nesta pesquisa, tera
atendimento ao seu dispor. Para obter maiores informacdes sobre este assunto,

podera contatar a Comiss3o de Etica em Pesquisa do HCPA, ramal 8304.

Os resultados dos exames realizados durante o estudo serdo discutidos com vocé, e
estardo ao seu dispor para eventuais consultas com médico (s) particular (es) ou de
outra (s) instituicdo (s). Com excecdo dessa liberacdo de resultados, todas as
informagdes obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e usadas
estritamente para fins de pesquisa. Os dados deste trabalho serdo divulgados sem que

o nome dos participantes seja revelado.

O investigador, Dr. José Augusto Bragatti, discutira estas informa¢Ges com vocé,
oferecendo-se para responder suas duvidas. Caso vocé tenha perguntas adicionais,

poderd contata-lo pelo telefone (51) 2101-8520.

A pesquisadora Sandra Leistner-Segal, responsavel por este estudo, também se dispde

para responder suas duvidas. Podera contata-la pelo telefone (51) 2101-8011.
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Sua participagao no estudo é totalmente voluntaria, sendo vocé livre para recusar a
tomar parte ou abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem afetar ou pér em

risco seu futuro atendimento médico na instituicdo.

( ) Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cdpia do presente termo e me foi

dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

() Autorizo armazenamento do material para estudos posteriores.

( ) ndo autorizo armazenamento do material para estudos posteriores.

Paciente:
Responsavel legal (quando for o caso):
Documento de identidade do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisadora responsavel: Sandra Leistner-Segal
Endereco: Rua Ramiro Barcelos, 2350, 3° andar — Centro de Pesquisas

Cidade: Porto Alegre  CEP:90035-903 Telefone: (51) 2101-8011

Assinatura e carimbo do médico Data
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Anexo 2

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Servigo de Genética Médica

Laboratdrio de Genética Molecular

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (2)

TITULO DA PESQUISA: Influéncia de polimorfismos no gene do transportador da

serotonina e do receptor 5HT1A na epilepsia do lobo temporal

Estamos |he convidando, através deste termo de consentimento, a participar de um
estudo que tem por objetivo contribuir para o tratamento da sua doenca no futuro.
Esta pesquisa visa identificar a presenga de polimorfismos no gene do transportador
da serotonina (5-HTT) e no gene do receptor da serotonina (5-HT1A) utilizando o DNA
obtido do sangue dos pacientes, e a influéncia destes nas caracteristicas clinicas da

epilepsia de lobo temporal.

Vocé ja participou de um estudo, projeto 06-568, e autorizou o armazenamento do
seu material para estudos posteriores. Estamos contatando-lhe para convida-lo a
participar deste novo estudo. Como vocé ja realizou a entrevista clinica, o exame
fisico e neuroldgico e a coleta de sangue para extracdo de DNA, para o projeto 06-
568 “ESTUDO DO EFEITO DO POLIMORFISMO VAL66MET DO GENE DO BDNF EM
COMOBIRDADES PSIQUIATRICAS NOS PACIENTES COM EPILEPSIA DO LOBO
TEMPORAL”, ndo serd necessario refazer estes procedimentos. Apenas pedimos
sua autorizagao para utilizar seu material de DNA armazenado no Servigo de
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Genética do HCPA e seus dados clinicos e exames fisicos e neuroldgicos para o

presente estudo.

Vocé pode ndo ter beneficios diretos da participacdo nesta pesquisa. Entretanto,
poderd saber se possui ou ndo uma alteracdo genética com possivel influéncia sobre a

gravidade de sua doenca. Realizard os exames acima descritos gratuitamente.

Se vocé sofrer algum dano como resultado da participagao nesta pesquisa, tera
atendimento ao seu dispor. Para obter maiores informagdes sobre este assunto,

podera contatar a Comiss3o de Etica em Pesquisa do HCPA, ramal 8304.

Os resultados dos exames realizados durante o estudo serdo discutidos com vocé, e
estardo ao seu dispor para eventuais consultas com médico (s) particular (es) ou de
outra (s) instituicdo (s). Com excecdo dessa liberacdo de resultados, todas as
informacdes obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e usadas
estritamente para fins de pesquisa. Os dados deste trabalho serdo divulgados sem que

o nome dos participantes seja revelado.

O investigador, Dr. José Augusto Bragatti, discutira estas informagdes com vocé,
oferecendo-se para responder suas duvidas. Caso vocé tenha perguntas adicionais,

podera contata-lo pelo telefone (51) 2101-8520.

A pesquisadora Sandra Leistner-Segal, responsdvel por este estudo, também se dispse

para responder suas duvidas. Podera contata-la pelo telefone (51) 2101-8011.
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Sua participacdo no estudo é totalmente voluntaria, sendo vocé livre para recusar a
tomar parte ou abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem afetar ou pér em

risco seu futuro atendimento médico na instituicdo.

( ) Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cdpia do presente termo e me foi

dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

( ) Autorizo uso do material para este estudo.

( ) ndo autorizo uso do material para este estudos.

Paciente:

Responsavel legal (quando for o caso):

Documento de identidade do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisadora responsavel: Sandra Leistner-Segal

Endereco: Rua Ramiro Barcelos, 2350, 3° andar — Centro de Pesquisas

Cidade: Porto Alegre  CEP:90035-903 Telefone: (51) 2101-8011

Assinatura e carimbo do médico Data
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