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RESUMO

A epilepsia idiopatica € a doenca neurologica crénica mais comum em cées. Em
humanos com epilepsia ha maior chance de morta subita (Sudden Unexpected Death
in Epilepsy - SUDEP), contudo ainda ndo esta esclarecido o mecanismo, mas a
hipertenséo arterial pode diminuir o limiar convulsivo e precipitar crises epilépticas. Ao
mesmo tempo, o inicio das crises esta relacionado com o aumento do tbnus simpatico
que pode elevar a presséo arterial, afetar o ritmo e a frequéncia dos batimentos
cardiacos. Estudos com animais mostram que as vias neuroinflamatérias contribuem
para o desenvolvimento e progressao da epilepsia e que podem ser alvo para terapia.
No geral, a neuroinflamacdo é uma resposta normal que ajuda a manter a
homeostase, contudo, a resposta neuroinflamatdria prolongada ou muito intensa pode
se tornar desfavoravel, levando a uma disfuncdo celular. Baseado nisso, se ressalta
a importancia de avaliar a ocorréncia da epilepsia idiopatica com a hipertensao arterial
ou alteracdes de ritmo cardiaco na medicina veterinaria, bem como o perfil inflamatorio
na epilepsia canina. Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar os valores de pressao
arterial e achados eletrocardiograficos, além dos parametros hematoldgicos,
bioquimicos séricos e urinarios, e hemogasométricos em cées com epilepsia
idiopatica tratados com fenobarbital; 2) investigar o perfil inflamatorio das citocinas em
cées com epilepsia idiopética e estrutural sob tratamento em comparacdo com caes
nao epilépticos. Os valores do completo QRS e do intervalo ST foram estatisticamente
diferentes entre os grupos de cées epilépticos e caes saudaveis, contudo a pressao
arterial ndo apresentou diferenca estatistica. Com relacdo as citocinas, a
concentracdo sérica de IFN-y foi significativamente diferente entre o grupo controle e
cdes com epilepsia estrutural. Com estes resultados, a epilepsia idiopatica sugere ser
uma doenca que pode promover alteracfes na conducao cardiaca e caes epilépticos
apresentaram valores séricos de citocinas pro-inflamatorias reduzidos. Com base nos
resultados, sugere que a epilepsia interfere na conducado elétrica pelas atividades
autonémicas desencadeadas durante a crise epiléptica e que os caes devem realizar
acompanhamento cardiologico devido as complicacdes secundarias. A busca por
biomarcadores periféricos em caes com epilepsia pode ajudar a identificar o papel da

neuroinflamacéo no sistema nervoso desses animais.

Palavras-Chave: crises epilépticas; morte subita; neuroinflamacéo; SUDEP.



ABSTRACT

Idiopathic epilepsy is the most common chronic neurological disease in dogs, with a
prevalence of 0.75%, and is associated with reduced life expectancy, neurobehavioral
changes and a greater risk of developing comorbidities in the interictal period. In
humans with epilepsy there is a greater chance of sudden death (Sudden Unexpected
Death in Epilepsy - SUDEP), however the mechanism is not yet clear, but high blood
pressure can lower the convulsive threshold and precipitate epileptic seizures. At the
same time, the onset of crises is related to an increase in sympathetic tone, which can
increase blood pressure, affect the rhythm and frequency of heartbeats, as well as
electrocardiographic changes. Animal studies show that neuroinflammatory pathways
contribute to the development and progression of epilepsy and can be targeted for
therapy. In general, neuroinflammation is a normal response that helps maintain
homeostasis, however, a prolonged or very intense neuroinflammatory response can
become unfavorable, leading to cellular dysfunction. Based on this, the importance of
the occurrence of idiopathic epilepsy with hypertension or changes in heart rhythm in
veterinary medicine is highlighted, as well as the inflammatory profile in canine
epilepsy. The objectives of this study were: 1) to evaluate blood pressure values and
electrocardiographic findings, in addition to hematological, serum and urinary
biochemical and blood gas parameters in dogs with idiopathic epilepsy treated with
phenobarbital 2) to investigate the inflammatory profile of cytokines in dogs with
epilepsy idiopathic and structural under treatment compared to non-epileptic dogs. The
values of the complete QRS and ST interval were statistically different between the
groups of epileptic dogs and healthy dogs, however blood pressure did not show a
statistical difference. Regarding cytokines, the serum concentration of IFN-y was
significantly different between the control group and dogs with structural epilepsy. With
these results, although it is not a longitudinal study, idiopathic epilepsy suggests that
it is a disease that can promote changes in cardiac conduction and epileptic dogs
showed reduced serum values of pro-inflammatory cytokines. Based on the results,
suggested that epilepsy interferes with electrical conduction due to the autonomic
activities triggered during the epileptic seizure and that dogs should undergo
cardiological monitoring due to secondary complications. Likewise, the search for
peripheral biomarkers, such as cytokines, can help to develop new treatments that act
on the inflammatory pathways of epilepsy.

Keywords: seizures; sudden death; neuroinflammation; SUDEP.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia idiopatica (El) € a doenca neuroldgica crdonica mais comum em
cdes, com prevaléncia de 0,75%, e esta associada a reducao da expectativa de vida,
mudang¢as neurocomportamentais e ao maior risco de desenvolver comorbidades no
periodo interictal. Esta doenca cerebral complexa decorre de atividade anormal nos
neurénios e conducdes neurais que induz a crises epilépticas caracterizadas por
disfuncbes motoras, comportamentais e/ou autonémicas. As crises sao causadas pela
atividade elétrica anormal no cérebro e sao caracterizadas por episodios subitos de
transicdo de sinais nervosos, como movimentos musculares involuntérios, disturbios

sensoriais e/ou alteracdo do estado de consciéncia (BERENDT et al., 2015).

Outro aspecto da epilepsia no homem € a maior chance de morta subita
(Sudden Unexpected Death in Epilepsy - SUDEP). Apesar de ainda néo ter sido
esclarecido o mecanismo por completo, a hipertensao arterial tem capacidade de
diminuir o limiar convulsivo e precipitar crises epilépticas. Ao mesmo tempo, o inicio
das crises esta relacionado com o aumento do tdnus simpético que pode elevar a
presséao arterial (SZCZURKOWSKA et al., 2021). Existem evidéncias também de que
a epilepsia afeta o ritmo e a frequéncia dos batimentos cardiacos pela disfungéo
neuronal autonébmica em humanos, além de alteracdes eletrocardiograficas com
aumento do intervalo QT e diminuicdo do intervalo RR pela maior frequéncia cardiaca
poés crise (POWELL et al., 2014).

Os mecanismos patofisiolégicos que fundamentam o inicio e a recorréncia das
crises epilépticas, o desenvolvimento de correlacdes histopatoldégicas e as
comorbidades ainda ndo foram bem caracterizados. Estudos com animais mostram
mecanismos que contribuem para o desenvolvimento e progressao da epilepsia, como
as vias neuroinflamatorias, e que podem ser alvo para ajuste das terapias visando
auxiliar o tratamento da epilepsia de diferentes etiologias (VEZZANI; BALOSSO,;
RAVIZZA, 2019a).

O Sistema Nervoso Central (SNC) interfere na resposta imunologica e vice-
versa, modulando-se reciprocamente (BUTTS; STERNBERG, 2008). Dentre essas
respostas, estd a inflamagédo que pode ser desencadeada por lesbes de origem

infecciosa, inflamatoria, traumatica, isquémica, crénico-degenerativa ou toxica e
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caracteriza-se pelo recrutamento de células do sistema imunoldgico, alteracdes da
permeabilidade vascular, sensibilizacdo de terminacdes nervosas e producdo de

moléculas denominadas mediadores inflamatérios (VEZZANI et al., 2011).

Os mecanismos neuroinflamatoérios envolvidos na epilepsia incluem a ativacao
de células microgliais e astrocitarias, além da producéo de citocinas pré-inflamatorias,
como a Interleucina-1f (IL-1 B), Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a). A ativacdo dessas células e a producéo de citocinas podem contribuir para
a neurodegeneracao e para a perpetuacdo das crises epilépticas (VEZZANI et al.,
2011).

No geral, a neuroinflamacdo é uma resposta normal que ajuda a manter a
homeostase permitindo que o SNC consiga equilibrar a demanda metabdlica
aumentada durante o aumento da atividade neuronal. Contudo, a resposta
neuroinflamatéria prolongada ou muito intensa pode se tornar desfavoravel, levando,
portanto, a uma disfuncao celular semelhante a que é encontrada na dor, estresse,
neurodegeneracdo aguda e cronica e epilepsias (VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA,
2019a).

Estudos comparando a detecc¢éo de citocinas no soro, liquido cefalorraquidiano
(LCR) e tecido cerebral observaram niveis significativamente elevados em pacientes
humanos com epilepsia de diferentes etiologias. Citocinas como IL-1ra, IL-1B, IL-6 e
IL-8 estavam aumentadas nas trés amostras, enquanto o IFN-y e o TNF-a estavam
elevados apenas no soro e no LCR. IL-1a, IL-7 e IL-13 aumentaram exclusivamente
no tecido cerebral (DE VRIES et al., 2016).

Um estudo com resultados combinados de meta-analises de pacientes
humanos com epilepsia revelou um aumento de IL-6 e IL-17 no soro e de IL-1B e IL-
10 no LCR. Meta-analises foram realizadas para diferentes etiologias de epilepsia e
revelaram niveis elevados de IL-6 em pacientes com epilepsia do lobo temporal. O
papel da inflamacdo é apoiado por estes achados com citocinas pro-inflamatérias
elevadas e as diferengas nos resultados das amostras podem refletir um envolvimento
diferenciado de componentes do processo inflamatério. Alguns mediadores
inflamatérios podem ser vistos como marcadores gerais de ativacdo do sistema

imunologico (local e sistémico) (DE VRIES et al., 2016).
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Na medicina veterinaria, estudos recentes mostraram o papel do Th-17 na
meningite-arterite responsiva a esteroides em caninos (SRMA), tecidos de cédes com
doencas idiopaticas crbnicas e cdes com El (FREUNDT-REVILLA et al.,, 2017,
KNEBEL et al., 2022a, 2022b). Os resultados destes estudos apoiam que caes com
El podem ter um componente autoimune, além de haver correlacéo entre as citocinas

com a gravidade das convulsdes (KNEBEL et al., 2022b).

Baseado nisso, destacam-se a importancia da identificacdo e caracterizagéo
do perfil inflamatério na epilepsia canina e de abordagens terapéuticas que visem
reduzir a inflamacéo cerebral em cées epilépticos, principalmente aqueles refratarios
a terapia antiepiléptica. Aliado a isso, ainda ndo se tem informacédo da ocorréncia de
hipertenséo arterial ou alteragbes de ritmo cardiaco em cdes com epilepsia. Neste
sentido, os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar os valores de presséo arterial e
achados eletrocardiograficos, além dos parametros hematoldgicos, bioquimicos
séricos e urinarios, e hemogasométricos em caes com epilepsia idiopatica tratados
com fenobarbital; 2) estudar o perfil das citocinas em cées com epilepsia sob

tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Historico

Historicamente, as crises epilépticas sdo uma das aflicbes humanas mais
antigas descritas. Foi encontrado em uma tabua de 4000 anos, na Mesopotamia,
escrita sobre a descricdo com uma pessoa com “o0 pescoco voltado para a esquerda,
mMAaos e pés tensos, e os olhos bem abertos, e de sua boca sai uma espuma sem que
ele tenha qualquer consciéncia”. Posteriormente, um milénio depois, os babilbnios
antigos descreveram um manual de diagndéstico com textos descrevendo as crises.
Nesses textos, também detalhavam conhecimento sobre prognésticos, de acordo com
o tipo da crise, incluindo status epilepticus, bem como estado pos ictal em outros tipos
de convulsdes (KACULINI; TATE-LOONEY:; SEIFI, 2021). Acreditava-se que as crises
epilépticas ocorriam por meio da posse de um individuo por espiritos ou pela punicao
dos deuses. Ao contréario de outras civilizagdes, a india no considerava a doencga por
meio da postura magico-religiosa, mas sim como disturbios fisiolégicos e fisico-
guimicos do corpo. Dessa forma, ao invés de orar aos deuses ou visitar templos, eles
adotaram postura mais pratica e protocientifica abordando o tratamento das doencas
por meio de alteracfes de fatores etioldgicos, mudancas na dieta e estilo de vida que
permitiu uma melhor gestdo das crises (KACULINI; TATE-LOONEY; SEIFI, 2021,
SANDERS, 2015).

A documentacédo da epilepsia também foi encontrada em textos chineses, por
volta de 770-221 a.C., com a publicacéo do Classico da Medicina Interna do Imperador
Amarelo Huang Di Nei Ching, que delineou as convulsdes generalizadas (KACULINI,
TATE-LOONEY; SEIFI, 2021). No final do século 6 a.C., houve uma mudanca nos
estudos para a explicacdo do mundo, baseando-se puramente na razéo. Hipdcrates
foi o primeiro a ligar a epilepsia ao cérebro e considerar uma possivel base hereditaria
da doenca. Ele também observou que o progndstico associado as crises epilépticas
era pior quando os sintomas se iniciavam mais cedo e que muitas vezes estavam
associadas a ferimentos na cabeca. Além disso, foi ele quem identificou que as
convulsdes eram sempre contralaterais ao lado do ferimento na cabeca em paciente
com trauma craniano (KACULINI; TATE-LOONEY; SEIFI, 2021; SANDERS, 2015).
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Os primeiros tratamentos documentados séo registrados entre 40-90 d.C. por
Dioscorides que iniciou a prescricdo de medicamentos fitoterapicos, como artemisia
(Artemisia vulgaris) ou ambrdsia para ajudar nas crises epilépticas. A primeira
classificagdo das crises foi entre 131-201 d.C. por Galeno que derivou a divisao da
epilepsia idiopatica (disturbio primario do cérebro), epilepsia secundaria, decorrente
de anormalidades no fluxo cardiaco para o cérebro, e o terceiro tipo decorrente de
distarbios de outras partes do organismo que era secundariamente transmitido ao
cérebro (SANDERS, 2015).

Contudo, no Império Romano houve uma pausa nos estudos cientificos e,
novamente, misticismo, religido, fanatismo e dogmatismo eram os temas comuns em
todos os aspectos da vida e da ciéncia. Dessa forma, o homem passou a tratar a
epilepsia com resultados empiricos de ervas para exorcismo e trepanacao para livrar
0 corpo da possessao demoniaca. Nao se sabe como 0s animais eram tratados nessa
época, mas acredita-se que os mesmos “feiticeiros, magicos, sacerdotes ou
alquimistas” fossem chamados para curar o animal, se este fosse valioso o suficiente.
O valor dos animais nessa época estava mais atrelado a sua capacidade de fornecer
alimentos, fibras e trabalho (SANDERS, 2015).

No Renascimento, estudos sobre anatomia, fisiologia e fisiopatologia
promoveram a conexao entre a sintomatologia com a fisiopatologia e anatomia. Da
mesma forma, comecou a iniciar a distincdo entre tratamento médico de humanos e
de animais. Ja durante a transicdo do Renascimento para o lluminismo, Charles
Drélincourt foi o primeiro pesquisador a induzir convulsdes em um cdo colocando uma
agulha no quarto ventriculo. Os experimentos permitiram uma conexao entre as
sintomatologias e 0os mecanismos fisiopatolégicos que culminaram em se tornar marca
registrada do Illuminismo (SANDERS, 2015). Em 1849, o Dr. Robert Bentley Todd
levantou ideias de que o cérebro funcionava por meio de forcas elétricas e levantou a
hipotese de “descargas elétricas” como sendo a causa das crises, confirmado em
coelhas alguns anos depois com a maquina de rotagédo eletromagnética de Michael
Faraday (KACULINI; TATE-LOONEY; SEIFI, 2021).

Charles-Edouard Brown-Séquard observou comportamento convulsivo quando
a medula espinhal foi seccionada em animais, além de ter sido o primeiro a descrever
sua anatomia e funcéo. Muito de seu trabalho foi focado em epilepsias reflexas que

poderiam ser induzidas em animais ap0s hemitransec¢cdo da medula espinhal.
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Contudo, atualmente, ainda ndo ha uma explicacdo para esta observacao, que foi
chamada de “epilepsia espinhal”, principalmente por nao ter relatos sobre perda de

consciéncia durante os episddios (SANDERS, 2015).

Em 1857, Edward Sieveking introduziu o brometo de potassio (KBr) para
tratamento das crises epilépticas. No entanto, foi em 1861 que Samuel Wilks forneceu
evidéncias solidas quanto a eficdcia do KBr culminando em sua popularidade e no
inicio da farmacologia moderna para o tratamento das crises. Pietro Albertoni foi quem
interpretou experimentos com varios medicamentos para avaliar a capacidade destes
para prevencao de crises induzidas experimentalmente. Ele conseguiu demonstrar
que o KBr em dose Unica ou doses altas continuas foi suficiente para reduzir a
excitabilidade do coOrtex cerebral o que permitiu evitar as crises induzidas por
estimulacao elétrica cortical em caes. Além disso, o éter etilico ou o hidrato de cloral,
em doses que deixavam os caes acordados, também foram eficazes para impedir as
crises (SANDERS, 2015).

No final do século XIX, a era moderna na histéria da epilepsia comeca por meio
de estudos mais refinados com KBr. John Hughlings Jackson foi um dos neurologistas
mais influentes e descobriu que tumores cerebrais, pus e traumatismo craniano
estavam frequentemente presentes nas necropsias de pacientes epilépticos. Dessa
forma, permitiu solidificar a ideia de que as convulsdes ndo eram uma doenca e sim
um sinal de disfuncdo cerebral. Além disso, foi ele que identificou que as crises
epilépticas se originavam da substancia cinzenta do cortex cerebral. Seu colega, Sir
David Ferrier, utilizou eletricidade para estimular areas do cérebro de cées, gatos e
coelhos para fornecer uma compreensao precoce da organizacdo somatotrépica do
cérebro. Esse experimento permitiu validar a semiologia do que era observado por
Jackson em humanos com crises e foi 0 ponto de partida para uma fisiologia
comparativa das convulsdes (SANDERS, 2015).

Em 1886, o neurocirurgido Charles Horsley, por meio das observacbes de
Jackson e Ferrier, aplicou a teoria dos colegas para tentar curar a epilepsia a partir da
remocdo de wum tecido cerebral epileptogénico. O desenvolvimento do
eletroencefalograma em 1912 e o descobrimento das propriedades antiepilépticas do
fenobarbital permitiu uma maneira ndo invasiva de estudar as atividades elétricas
cerebrais e tratamento com novas drogas 50 anos ap6s o KBr. Em 1914 foi
demonstrado o efeito anticonvulsivante do fenobarbital, e em 1938 estudos foram
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publicados sobre os efeitos anticonvulsivantes da fenitoina (GUERREIRO, 2006).
Adicionalmente, a dieta cetogénica desenvolvida em 1921 também foi utilizada, mas
em menor grau (KACULINI; TATE-LOONEY; SEIFI, 2021; SANDERS, 2015).

Em 1960, a carbamazepina e os benzodiazepinicos foram introduzidos, sendo
0s ultimos muito significativos na medicina veterinaria, principalmente, para controle
de status epilepticus. Apds a Segunda Guerra Mundial, houve foco direto no avanco
do diagndstico e tratamento de doencas do sistema nervoso de cées e gatos, através
dos estudos de veterinarios, como John Lorenz e Alexander de Lahunta. Na década
de 1980, houve estudos com tomografia computadorizada (TC) para avaliacdo do
encéfalo de caes e gatos. Mas foi na década de 1990 que a ressonancia magnética
(RM) permitiu novos estudos e se tornou o padrdo-ouro para imagens cerebrais
(SANDERS, 2015).

2.2 Tipos De Epilepsia

A epilepsia é uma doenca cerebral cujo sinais clinicos sdo compostos por crises
motoras, autonémicas e/ou comportamentais. Geralmente sdo crises rapidas que
podem surgir por diferentes causas, incluindo fatores genéticos em algumas racas de
cées (BERENDT et al., 2015).

As crises podem ser definidas de acordo com a sua etiologia, sendo a epilepsia
idiopatica, subdividida em epilepsia genética quando ha confirmacao de envolvimento
genético; epilepsia supostamente genética, quando ocorrer em pacientes de racas
prevalentes e epilepsia de causa desconhecida, em que a natureza das crises néo foi
encontrada e ndo héa indicacdo de epilepsia estrutural (BERENDT et al., 2015).
Algumas racas de cades ja foram identificadas como predispostas a epilepsia
idiopatica, como Pastor Australiano, Pastor Belga, Border Collie, Labrador Retriever,
Spitz Finlandes, Lébrel irlandés, Tervuren, Pequeno basset griffon de Vendeia e o
Spinone Italiano (HULSMEYER et al., 2015).

A epilepsia estrutural ocorre por alteragdes intracranianas, como alteracdes
vasculares, inflamatérias/infecciosas, traumaticas, anomalias, neoplasias ou

degenerativas que sédo confirmadas em exames de imagem, analise do LCR, analises
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moleculares e/ou post-mortem (BERENDT et al.,, 2015). Apenas 25% dos casos
possuem chance de ter bom controle das crises, destacando o prognostico ruim para
este tipo de epilepsia. No caso de patologias inflamatérias, o tempo de sobrevida é
maior do que em cées com epilepsia de origem neoplasica (NORONA; VOLK, 2020)

As crises podem ser classificadas também quanto a apresentacédo focal ou
generalizada. As crises focais originam nas estruturas subcorticais que podem se
propagar e envolver o hemisfério contralateral. Pode apresentar sinais motores, como
espasmos faciais, movimentos espasmaodicos repetidos da cabeca, piscar ritmico ou
espasmos ritmicos de uma extremidade. Outra forma de apresentacdo sdo sinais
autonébmicos, como dilatacdo pupilar, hipersalivacdo ou vomitos. Alteragbes
comportamentais episédicas, como ansiedade, inquietacdo, reacdes de medo
inexplicavel ou busca anormal de atencdo podem ser episodios de crises focais
comportamentais (BERENDT et al., 2015).

As crises generalizadas envolvem os dois hemisférios cerebrais e provocam
sinais que podem surgir sozinhos ou apds crises focais. Geralmente predominam
crises tbnicas, clonicas ou tbnico-clénicas, mas podem ocorrer crises mioclonicas e
atonicas. Perda de consciéncia, salivacdo, mic¢do ou defecacdo também podem
ocorrer nos caes com crises generalizadas (BERENDT et al., 2015).

Alguns cdes podem apresentar as manifestacdes clinicas da epilepsia com
crises agrupadas (cluster) ou status epilepticus (SE) por uma falha dos
neurotransmissores inibitérios ou pela estimulacdo excessiva. Crises agrupadas
ocorrem quando ha mais de duas crises em 24 horas e que possuem total recuperacao
da consciéncia no intervalo. O SE é definido por crises que duram mais de cinco
minutos ou mais de duas crises epilépticas entre as quais ha recuperacao incompleta
da consciéncia. O SE é uma condigdo clinica emergencial e os animais podem se
apresentar refratarios a terapia antiepiléptica (BLADES GOLUBOVIC; ROSSMEISL,
2017; CHARALAMBOUS et al., 2022, 2023).

2.3 Fisiopatologia da Epilepsia
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O desenvolvimento e a progresséao da epilepsia pode ser dividido em trés fases:
(1) fase latente que é o periodo da lesdo aguda ou periodo em que outro fator pode
desencadear as crises recorrentes; (2) fase com crises epilépticas esponténeas,
também chamado ictogénese; e (3) a fase de desenvolvimento de crises refratarias
(PATTERSON, 2013). A fase latente engloba diversas doencas cerebrais com risco
conhecido de desenvolvimento de epilepsia, como traumas, isquemias, infeccdes,
status epilepticus e neurodegeneracdo. Existem fatores moduladores como idade,
genética, plasticidade funcional e estrutural do cérebro que influenciam esse periodo
independentemente do tipo da doenca (genética ou adquirida) (GOLDBERG;
COULTER, 2013).

Estudos com modelos de roedores permitiram transpor o entendimento sobre
a fase latente para outros mamiferos, incluindo os animais de companhia. Nesses
estudos foi possivel identificar que ha aumento global de neurotransmissores
glutaminérgicos e interrupgdo da liberagdo de GABA. No eletroencefalograma (EEG),
as alteracdes encontradas se resumiram em picos interictais e oscilacdes de alta
frequéncia, contudo durante o periodo latente, o foco epiléptico pode apresentar
“microconvulsdes” que nao sao detectaveis pelo EEG. Além disso, ao redor dessas
areas, ocorrem disparos dos circuitos excitatorios que promovem uma ativacao
excitatoria mais forte, além da sua diminui¢cdo na juncao sinéptica e os interneurénios
inibitérios sdo substituidos por interneurdnios excitatérios. Dessa forma, o efeito
combinado desses processos aumenta a capacidade de hiperexcitacdo da area ao
redor das “microconvulsdées” promovendo uma atividade convulsiva evidente
(GOLDBERG; COULTER, 2013; PATTERSON, 2013).

Em cérebros epilépticos, o insulto original e a hiperexcitabilidade resultante
levam & perda celular, maior excitabilidade neuronal e a formacdo de circuitos
anormais. Dessa forma, ocorre neurodegeneracéo, neurogénese, brotamento axonal,
ativacdo de ceélulas inflamatérias, angiogénese e alteracdo de canais idnicos
controlados por ligantes e receptores (ALLAN; ROTHWELL, 2001; ALVIM et al., 2021,
CHOI; KOH, 2008; SOFRONIEW, 2015). Existem evidéncias que a IL-1[3, o fator de
necrose tumoral e a IL-6 contribuem adicionalmente para a excitabilidade aguda dos
neurdnios (GOLDBERG; COULTER, 2013; PATTERSON, 2013).

No periodo das crises recorrentes, ocorre Desvio Paroxistico da

Despolarizagéo (DPD) que resulta no influxo de célcio, por meio dos canais de calcio
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voltagem dependente e influxo de sédio através dos receptores NMDA e ndo NMDA
gue dao origem a esses DPD. Em individuos nado epilépticos, a ativacao excitatoria
recorrente € modulada pelo mecanismo de feedback inibitorio do sistema gabaérgico
intacto. O aumento da sensibilidade do receptor de glutamato e a perda de neurénios
GABA demonstram contribuir para a epilepsia (GOLDBERG; COULTER, 2013;
PATTERSON, 2013).

Durante esse periodo de crises recorrentes, existem evidéncias substanciais
gue sugerem que alteracbes na expressao e funcdo dos receptores GABA estio
envolvidas na patogénese da epilepsia focal e generalizada pela perda da resposta
inibitdria & hiperexcitabilidade (GOLDBERG; COULTER, 2013; PATTERSON, 2013).

No periodo de refratariedade, ocorre liberacdo persistente e excessiva de
glutamato pelas crises o0 que resulta em diversos eventos intracelulares mediados pelo
calcio e “excitotoxicidade” neuronal no hipocampo, amigdala, neocortex e tdlamo. Em
status epilepticus refratarios, existem menos dominios GAMA no receptor GABAa
disponiveis para os benzodiazepinicos, como o diazepam, promovendo SE refratario
aos benzodiazepinicos (GOLDBERG; COULTER, 2013; PATTERSON, 2013).

2.4 Epidemiologia da Epilepsia

A prevaléncia da epilepsia idiopéatica em cées varia entre 0,5 a 1% mesmo que
alguns paises apresentem maior prevaléncia de uma raca especifica que possa
aumentar a prevaléncia da epilepsia de origem genética (HAMAMOTO et al., 2016;
KEARSLEY-FLEET et al.,, 2013). O tempo médio de sobrevida de pacientes com
epilepsia idiopética varia em torno de 10 anos e é maior do que pacientes com
epilepsia estrutural. Recentemente, 0 nimero de eutanasias por conta da epilepsia
diminuiu, promovendo um aumento na sobrevida. Dentre os principais motivos da
eutanasia, pode-se citar crises refratarias e casos em que houve degradacdo da
qualidade de vida dos caes (HAMAMOTO et al., 2016).

Além disso, a monoterapia ou politerapia ndo apresenta nenhum efeito a favor
da eutandsia, contudo caes que apresentam numero maior que 0,3 crises por més
apresentaram menor sobrevida (HAMAMOTO et al., 2016).
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Caes machos apresentam maior risco de apresentarem crises epilépticas,
principalmente das racas Pastor Alemao, Border Collie, Staffordshire Bull Terrier e
Border Terriers. Aliado a isso, aumenta-se a chance em caes com raca definida se
comparados aos sem raca definida (FREDS@ et al., 2017; KEARSLEY-FLEET et al.,
2013; VAN MEERVENNE et al., 2014).

Com relagdo ao estado de esterilizacdo em caes epilépticos, nenhuma
concluséo é confiavel sobre o impacto na prevaléncia de crises, crises em cluster ou
status epilepticus na epilepsia idiopatica (VAN MEERVENNE et al., 2014)

No Brasil, poucos estudos avaliaram o perfil epidemiolégico de cédes com
epilepsia idiopatica. Em um estudo no Rio de Janeiro, a El foi diagnosticada na maioria
em cades sem raca definida, machos e com idade entre um e cinco anos de idade
(VIANNA; VAHIA, 2007). Em 2012, outro estudo epidemiolégico em Santa Maria, no
Rio Grande do Sul identificou que a EI em cées sem raca definida, machos e com
idade entre 1 e 5 anos também foi mais prevalente (AIELLO et al., 2012). Em 2012,
um estudo em Londrina avaliou também as falhas encontradas no tratamento e
concluiu que os céaes epilépticos precisam de um acompanhamento especial pelo
médico veterinario para assegurar um bom controle das crises (LIMA; BAHR ARIAS,
2012).

2.5 Diagnéstico da Epilepsia

Para o diagnostico de crises epilépticas, € necessario diferenciar de outros
disturbios de movimentos paroxisticos e identificar a causa da crise epiléptica. Para
isso, recomenda-se que 0s responsaveis facam videos dos eventos e que seja
realizado um exame clinico e neuroldgico a fim de identificar anormalidades que
possam sugerir alteragbes cardiovasculares, como sincope, sinais neuromusculares,

doencas vestibulares ou outras doencas cerebrais (DE RISIO et al., 2015).

Os disturbios de movimentos ndo causam sinais autonémicos, alteracdes de
consciéncia e anormalidades eletroencefalogréficas. Contudo, manifestagdes motoras
focais também podem apresentar os mesmos sinais. Para isto, fatores como raca,

idade, predisposi¢céo genética, historico familiar, presenca de movimentos orofaciais,
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sinais autonémicos e a presenca de alteracdes poés-ictais podem ajudar a identificar o
episodio epiléptico. Contudo, a confirmacéo absoluta do evento s6 pode ser realizada
através das alteracbes caracteristicas no eletroencefalograma, mas ainda é uma

pratica ndo comum na medicina veterinaria (DE RISIO et al., 2015).

Apos estabilizacdo dos animais, o segundo passo € identificar a causa da crise
epiléptica. Existem crises reativas, que séo resultados de desordens metabdlicas,
como hipoglicemia, alteracdes eletroliticas e/ou shunt-portossistémico, ou por
intoxicacdes. Esses cdes possuem alto risco de desenvolverem SE, principalmente
na primeira manifestacdo. Na avaliacdo neuroldgica, esses pacientes apresentam
déficits difusos, bilaterais e simétricos (BERENDT et al., 2015; DE RISIO et al., 2015).

Outra causa de crises epilépticas ocorre por alteracéo cerebral estrutural, onde
0 exame neurolégico frequentemente estard anormal com alteracfes assimétricas em
47% dos casos. Contudo, o exame neurologico interictal ndo descarta completamente
a epilepsia estrutural de origem focal, por exemplo. Em 76% dos cdes com neoplasia
do lobo frontal, a crise epiléptica foi o primeiro sinal de alteracdo intracraniana
(SCHWARTZ et al., 2011).

A epilepsia idiopatica (El) é diagnosticada por exclusdo das outras causas de
crises epilépticas, aliado a idade do inicio da apresentacao clinica, exame fisico e
neuroldgico interictais sem alteragfes. Existem trés niveis de confianca para o
diagndstico de El que foram adotados seguindo a classificacao Tier. O nivel |, ou Tier
[, que inclui histérico de duas ou mais crises epilépticas em um periodo de 24 horas,
idade de inicio das crises entre seis meses e seis anos, exame neuroldgico e fisico
interictais normais e nenhuma ou minimas alteracbes em andlises clinicas
complementares, como hemograma completo, perfil bioguimico sérico (sédio,
potassio, cloro, calcio, fésforo, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
bilirrubinas totais, ureia, creatinina, proteina total, albumina, glicose, colesterol,
triglicerideos e acidos biliares) e urindlise (densidade, proteina, glicose, pH e
sedimentos). Outros testes podem ser necessarios de acordo com a suspeita clinica,
como analise de acidos biliares pos-prandial, ultrassonografia abdominal, T4 total, T4
livre, TSH, frutosamina, curva glicémica, razdo glicose:insulina, dosagem de CK e
lactato; sorologia e PCR quando houver suspeita de doencas infecciosas. Além disso,
avaliacao de fundo de olho e pressao arterial ndo invasiva devem ser realizadas em

cées com suspeita de hipertenséo arterial (DE RISIO et al., 2015).
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O nivel II, ou Tier II, incluem todos os exames do Tier | e acidos biliares pré e
pos-prandiais normais, RM e analise do LCR. O nivel lll, ou Tier lll, incluem todos os
do nivel Il e 0 EEG (DE RISIO et al., 2015).

As crises epilépticas podem causar alteracdes na RM quando realizada em um
periodo de 14 dias apo0s a ultima crise e incluem alteracbes localizadas uni ou
bilaterais, predominantes no lobo temporal e piriforme, mas em menor propor¢ao
podem ocorrer no bulbo olfatério e lobo frontal. Contudo, apds 16 semanas de controle
das crises epilépticas, essas alteracdes tendem a estar ausentes, sugerindo que as
lesBes vistas podem decorrer de edema citotoxico e vasogénico induzido pelas crises.
No exame histolégico, geralmente encontra-se edema, neovascularizagéo, astrocitose

reativa e necrose neuronal aguda (DE RISIO et al., 2015).

Com relacdo a analise do LCR, ndo houve associacdo encontrada entre a
concentracdo de proteina, o tempo da coleta do LCR e a ocorréncia de crises
agrupadas, contudo em alguns caes pode ocorrer pleocitose sugerindo que um
distarbio transitorio da barreira hematoencefélica (BHE) e a liberacdo de substancias
guimiotaticas durante as crises sejam a causa desta alteracédo (DE RISIO et al., 2015;
GONCALVES et al., 2010).

Por fim, a recomendacdo de RM e analise do LCR deve ser realizada em
pacientes com inicio das crises menores gue Seis meses e maiores que seis anos,
alteracdo em exame neurolégico consistentes com alteracdes intracranianas,
presenca de crises agrupadas ou ES, diagnéstico presuntivo de El e presenca de
resisténcia a terapia antiepiléptica (DE RISIO et al., 2015).

2.6 Tratamento da Epilepsia

O tratamento para a El deve ser iniciado quando houver duas ou mais crises
em um periodo de seis meses, quando o céo apresentar cluster ou SE, quando os
sinais pOs-ictais forem intensos (cdes muito agressivos ou cegueira prolongada) ou
durarem mais de 24 horas ou quando a frequéncia ou a severidade das crises agravar
em um intervalo de trés periodos interictais. O farmaco de escolha dependera de

fatores do proprio medicamento (seguranca, efeitos adversos, frequéncia de
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administracao, interacdes), fatores secundarios ao animal (tipo, frequéncia e etiologia
das crises, além de doencas renais/hepaticos ou gastrointestinal) e fatores
relacionados aos responsaveis (estilo de vida e condi¢Bes financeiras) (BHATTI et al.,
2015).

Os principais farmacos de escolha para tratamento séo fenobarbital e KBr. Na
Europa, em 2013, introduziram a imepitoina como alternativa para o controle das
crises em caes com epilepsia idiopética. Outros farmacos que podem ser utilizados
sao levetiracetam, zonisamida, felbamato, topiramato, gabapentina e pregabalina. O
fenobarbital € o farmaco de primeira escolha, pois apresenta melhor eficiéncia na
reducao e controle de crises e menos efeitos colaterais quando comparado ao KBr. A
dose de inicio deve ser de 2,5 a 3mg/kg BID e ajustada conforme monitoramento da
concentracdo sérica (BHATTI et al., 2015; CHARALAMBOUS et al.,, 2016;
CHARALAMBOUS; BRODBELT; VOLK, 2014; PODELL et al., 2016).

Apés o inicio da terapia com fenobarbital ou o ajuste na dose, recomenda-se
gue seja realizado a dosagem sérica ap0s 14 dias para monitoramento da
concentracdo. Se o0 cao estiver com a concentracdo abaixo de 35mg/L e com bom
controle de crises, indica-se o monitoramento completo através do hemograma,
bioguimico completo, &cidos biliares e a concentracdo a cada trés meses,
inicialmente, podendo se estender para a cada seis meses. Caso o0 cdo ndo tenha
atingido pelo menos 30mg/L e ainda esteja com crises, o aumento da dose é
necessario. Se a concentracao sérica do fenobarbital estiver entre 30-35mg/L e o
paciente ainda apresenta crises, é recomendado o inicio do KBr. Por fim, caso
apresente concentracdo acima de 35mg/L, deve ser reduzida a dose do fenobarbital
e iniciado terapia com KBr (BHATTI et al., 2015).

Pacientes que apresentam crises agrupadas ou SE, o fenobarbital pode ser
administrado em loading com doses de 15-20 mg/kg IM/IV dividido em multiplas doses
de 3-5mg/kg por 24-48h a fim de atingir a concentragdo sérica terapéutica mais rapida.
Alguns autores fazem o loading em um periodo de 40 a 60 minutos
(CHARALAMBOUS et al., 2023).

Os efeitos adversos comuns do fenobarbital incluem sedacgéo, ataxia, polifagia,
polidipsia e poliuria. Raramente podem ocorrer efeitos adversos idiossincraticos, como

hepatotoxicidade, anemia e/ou trombocitopenia e/ou neutropenia, dermatite necrotica
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superficial, pancreatite, discinesia, ansiedade e hipoalbuminemia, que podem ser
revertidos com a descontinuacdo do farmaco. Por ser um medicamento indutor das
enzimas do citocromo P450, as enzimas hepaticas se elevam em cées que fazem o
uso deste medicamento. Além disso, podem ocorrer aumento do colesterol,
triglicerideos e disfuncdes endocrinas (tireoide, adrenal e eixo pituitario-adrenal)
(PODELL et al., 2016).

O KBr e o fenobarbital possuem efeitos sinérgicos e a adi¢cdo do primeiro em
pacientes que ja utilizam o segundo farmaco, melhora o controle das crises. Além
disso, o KBr é uma alternativa excelente e deve ser utilizado como farmaco de primeira
escolha para pacientes hepatopatas (BHATTI et al., 2015). Contudo, fatores dietéticos
podem oscilar os niveis do farmaco através do aumento/reducdo de cloreto que
podem diminuir/aumentar sua meia vida (PODELL et al., 2016). Sendo assim, 0s
pacientes devem manter uma dieta constante a fim de evitar oscilacbes na
concentracdo do KBr. A dose inicial de KBr € 15mg/kg BID, podendo chegar a 20mg/kg
BID em pacientes que fazem uso sob monoterapia. O farmaco deve ser fornecido
préximo a alimentacdo para prevenirmos irritagcdo gastrointestinal. O monitoramento
com hemograma, perfil bioquimico (incluindo colesterol e triglicerideos) deve ser

realizado antes e a cada seis meses durante o tratamento (BHATTI et al., 2015).

Os efeitos colaterais do KBr incluem sedacédo, ataxia, fraqueza de membros
pélvicos, polidipsia, polidria e polifagia com ganho de peso. Irritacdo gastrica pode
ocorrer também. Reacdes idiossincraticas, como mudanca de personalidade
(agressividade, irritabilidade, hiperatividade), pancreatite, megaesofago e tosse
persistente (BHATTI et al., 2015).

Outro farmaco que pode ser utilizado em conjunto € o levetiracetam. Em um
estudo de 2012, o levetiracetam promoveu uma redugéo significativa na frequéncia
das crises em caes com epilepsia resistente. Ele € um farmaco que possui minima
metabolizacdo hepatica e é excretado inalterado pelos rins. Sua dosagem deve ser
diminuida em pacientes que possuem disfuncdo renal severa. A dose oral de
manutencao é 20mg/kg TID-QID, contudo alguns estudos demonstraram que 0 usO
cronico pode promover tolerancia ao medicamento, denominado efeito “lua de mel”.
Baseado nisto, indica-se seu uso em pulsoterapia para pacientes que apresentem

crises agrupadas. Nesse caso, administra-se 60mg/kg via oral, seguido de doses de
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20mg/kg TID até o paciente permanecer 48 horas sem crises (BHATTI et al., 2015;
MUNANA; NETTIFEE-OSBORNE; PAPICH, 2015; PACKER; VOLK, 2015).

Os efeitos colaterais incluem sedacao, ataxia, perda de apetite e vomitos. O
uso de medicamentos que induzem a citocromo P450, como o fenobarbital, pode

alterar sua distribuicéo e exigir doses maiores (BHATTI et al., 2015).

Os farmacos zonisamida, felbamato, gabapentina e pregabalina ndo possuem
evidéncias suficientes para assegurarem o uso como farmacos adjuntos devido a
grande presenca de viés dos estudos (CHARALAMBOUS et. al., 2014).

Aproximadamente 30% dos caes podem apresentar refratariedade no
tratamento da epilepsia idiopatica e novos farmacos vem sendo estudado para
associacdo ao tratamento desses pacientes. Um estudo controlado, duplo-cego,
utilizando canabidiol foi utilizado em pacientes que j& faziam uso de terapia
antiepiléptica e que ainda apresentavam pelo menos duas crises por més. Na dose
de 9mg/kg/dia, em associacédo, o canabidiol promoveu reducdo no numero total de
crises epilépticas quando comparado ao grupo que recebeu placebo. Os cédes ndo
apresentaram efeitos adversos graves e ndo houve interagdo medicamentosa com 0s
antiepilépticos associados (ROZENTAL et al., 2023).

Em cdes com SE, a primeira linha de tratamento recomendada é a
administracdo intravenosa de midazolam ou diazepam, além da administracdo
intranasal de midazolam. Apesar dos dois serem 6timas opcdes, o midazolam é mais
potente e seguro que o diazepam. Os farmacos de segunda linha incluem
levetiracetam, fenobarbital e fosfenitoina intravenoso. Farmacos como cetamina,
dexmedetomidina e propofol em boélus intravenoso e/ou infusdo continua séo
considerados os farmacos de terceira linha para interromper o SE. Também podem
ser considerados, casos super refratarios, anestésicos barbitliricos ou anestesia
inalatoria (CHARALAMBOUS et al., 2023).

A interrupcao dos medicamentos deve ocorrer desde que 0s caes estejam sem
crises por pelo menos 24-48 horas e a mesma deve ser progressiva oposto a ordem
que foram introduzidos (CHARALAMBOUS et al., 2023).

Caes que apresentam crises em cluster podem se beneficiar da terapia em

casa ou hospitalar. O levetiracetam em pulsoterapia é recomendado e deve ser
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continuado por até 48 horas sem novas crises. Em ambiente hospitalar, a primeira
linha de tratamento € igual ao SE. Se ainda assim persistir, pode ser associado, via
oral, clonazepam ou clorazepato (CHARALAMBOUS et al., 2023).

2.7 Morte subita inesperada na epilepsia (Sudden Unexpected Death in
Epilepsy — SUDEP)

A morte subita em pacientes epilépticos € descrita desde 1910, mas em 1996
foi definida como sendo evento em que o 6bito ocorra de maneira ndo trauméatica, sem
afogamento, com ou sem relatos de crise, excetuando-se status epilepticus e os
exames realizados post-mortem ndo podem apresentar causas anatbmicas ou

toxicoldgicas para a morte (SCORZA et al., 2007).

As areas corticais e subcorticais estao relacionadas com a funcao cardiaca
através da sua influéncia no sistema autonbmico que modula a atividade
cardiovascular. Além disso, o feedback do sistema cardiovascular pode influenciar o
fluxo autonémico por meio da ativacdo de reflexos neurocardiacos. O tronco
encefalico hospeda os nucleos dos nervos parassimpaticos implicados na inervagao
do coracdo e na mediacdo dos reflexos autondmicos cardiacos. Além disso, a
inervacdo simpética origina-se no bulbo ventrolateral rostral encontrando os neurénios

pés-sinapticos nos ganglios estrelados (COSTAGLIOLA et al., 2021).

Alguns fatores podem ser considerados de risco, como idade, inicio precoce da
epilepsia, tempo de duracédo das crises, nao controle e frequéncia das crises, tipos de

crise e regime de drogas antiepilépticas adotadas (SCORZA et al., 2007).

Uma das teorias sobre a SUDEP é que tenha origem cardiogénica, pois na
necropsia podem ser comumente encontrados dilatag&o e hipertrofia cardiaca, fibrose
nas paredes de pequenas artérias coronarias, atrofia dos cardiomiocitos, degeneracao
miofibrilar, infiltrac&o leucocitaria — miocardite focal, e alteragbes morfologicas do
sistema de conducéo cardiaca. Além disso, as crises epilépticas estao relacionadas
ao aumento da frequéncia cardiaca imediatamente antes do inicio das crises e ao

aumento do segmento ST durante ou logo ap6s a crise epiléptica e do segmento QT
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(SCORZA et al., 2007). Além disso, podem ser encontradas na disfuncédo cardio-
auton6mica e respiratéria arritmias, taquicardia, bradicardia, distdrbios da onda T,
assistolia, bloqueio atrioventricular, fibrilacdo atrial e ventricular (COSTAGLIOLA et
al., 2021).

O primeiro relato de SUDEP na medicina veterinaria € de 2010 em um cao
jovem em tratamento para epilepsia com politerapia e que apresentava dificuldade no
controle das crises epilépticas. O cdo da raca Akita foi a 6bito repentinamente durante
um final de semana com a familia (SCORZA, 2010). Um grupo de estudos elegeu o
Labrador Retriever como modelo para estudos com SUDEP em humanos, pois
apresenta pressao diastdlica baixa, menor frequéncia cardiaca e menor concentracao
de catecolaminas, provavelmente, causadas por uma menor mobilizacdo do sistema
nervoso simpatico (SCORZA et al., 2014). Sendo assim, estudos da SUDEP em racas
de cées, principalmente Labrador, poderia facilitar os estudos e o conhecimento tanto

na saude humana quanto animal (SCORZA et al., 2013).

Posteriormente, em um estudo retrospectivo, pesquisadores relataram a morte
de dois cdes com provavel SUDEP, sendo um Boston Terrier e um sem raca definida.
Ambos vieram a Obito apos um episddio epiléptico e possuiam mais que quatro crises
por més mesmo sob tratamento (HAMAMOTO et al., 2016).

2.8 Inflamacéo e Imunidade no Sistema Nervoso Central (SNC)

A inflamacéo é caracterizada pela producdo de uma cascata de mediadores
inflamatorios como resposta a estimulos nocivos ou estimulacdo imunoldgica. A
producdo dos mediadores inflamatérios ocorre a partir de células imunocompetentes
residentes em tecidos ou circulantes no sangue e envolve a ativacdo da imunidade
inata e adaptativa. O encéfalo é considerado um local imunoprivilegiado devido a
barreira hematoencefalica, a falta de um sistema linfatico convencional e ao trafego
limitado de células imunes periféricas. No entanto, tanto a resposta imune inata quanto
a adaptativa ocorrem em resposta a patégenos, autoantigenos ou lesdes teciduais de
etiologias diferentes (VEZZANI et al., 2011).
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A imunidade inata é uma resposta imediata inespecifica do hospedeiro contra
patdgenos invasores. Os leucadcitos, incluindo células Natural Killer, granuldcitos, e
células da linhagem monomielocitica (mondcitos, macrofagos e micréglias), células
dendriticas e receptores Toll-Like (TLRs) estdo envolvidos na ativagcao de receptores
da imunidade inata. As células imunocompetentes, incluindo as células
apresentadoras de antigenos (APCs), expressam proteinas conhecidas como TLRs,
que compartilham dominios comuns com a familia de receptores IL-1 e usam
moléculas de sinalizacado sobrepostas com os receptores IL-1 tipo 1. A ativacao dos
TLRs desencadeia respostas imunes inatas e inflamacao em resposta a infeccéo ou
lesdo tecidual. Quando estimulados por patdgenos, os TLRs desencadeiam a
liberacdo de citocinas, como a IL-12, que ajudam na transi¢c&o entre a imunidade inata
e adaptativa. Acredita-se que a micréglia, os astrocitos e os neurdnios contribuam
para os processos do tipo imunidade inata que causam inflamacéo cerebral (VEZZANI
et al., 2011).

A imunidade adaptativa é acionada em resposta a imunidade inata, permitindo
gue o hospedeiro reconheca e memorize antigenos nao préprios especificos para
montar respostas imunes mediadas por células ou humorais dos linfécitos B e T.
Células apresentadoras de antigenos (APCs) - incluindo células dendriticas,
macréfagos, células B e microglia no SNC - ativam as células T virgens para se
tornarem células efetoras, dando inicio a selecao clonal e expansao dos linfocitos. A
perda de tolerancia aos autoantigenos e a desregulacdo da imunidade adaptativa
podem resultar no desenvolvimento de autoimunidade. No entanto, a homeostase do
sistema imunoldgico e a tolerancia a autoantigenos sdo mantidas em parte por uma
subpopulacao de células T reguladoras (CD4+ e CD25+) que ajudam a restringir a
atividade autoimune (VEZZANI et al., 2011).

A ativacdo da imunidade inata e a transi¢cdo para a imunidade adaptativa sédo
mediadas por uma grande variedade de mediadores inflamatérios. Dentre eles,
incluem-se interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fatores de necrose tumoral (TNFs) e
fatores de crescimento. As citocinas séo liberadas por células imunocompetentes e
endoteliais, bem como pelas células da glia e neurdnios no SNC, permitindo assim a
comunicacao entre células efetoras e o alvo durante a leséo ou o desafio imunoldgico.
Apés sua liberacdo, elas interagem com um ou mais receptores (VEZZANI et al.,
2011).
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Microglias, astrécitos, neurdnios, células endoteliais da BHE e células
periféricas do sistema imunolégico que extravasam para o parénquima cerebral
podem produzir moléculas proé-inflamatoérias e anti-inflamatérias. A contribuicdo de
cada tipo celular para a inflamagé&o cerebral vai depender da origem (SNC versus
sistémico) e do tipo do evento precipitante (infeccioso ou asséptico). Acidente vascular
cerebral isquémico, leséo cerebral traumatica e doencas neurodegenerativas crénicas
podem ativar as microglias e os astrocitos pela doenca especifica resultando em
fontes de mediadores inflamatorios (VEZZANI et al., 2011).

A homeostase e a prevencado de lesbes sdo importantes na regulacdo da
resposta inflamatoria. Existem mecanismos regulatérios que ajudam a atenuar essa
resposta, incluindo a producdo de proteinas que competem com as citocinas pelos
seus receptores, como a proteina antagonista do receptor IL-1 e receptores chamariz
qgue ligam citocinas e gquimiocinas, mas nao conseguem transmitir sinais. Essas
proteinas atuam como armadilhas moleculares para evitar que os ligantes se liguem
a receptores biologicamente ativos. Proteinas com atividades anti-inflamatorias sao
produzidas ao mesmo tempo que as moléculas pré-inflamatérias para ajudar a
resolver a inflamacéo (VEZZANI et al., 2011).

Cada linhagem celular atua conforme o estimulo recebido. As citocinas séo as
responsaveis pela identificacdo do ambiente que se encontram, assim como as
células do sistema fagocitario, principalmente, os macréfagos, sao os principais
efetores da resposta inflamatéria. Quando ha recrutamento leucocitario periférico, o
estimulo lesivo promove instabilidade da BHE mediante acdo das metaloproteinases
(enzimas da familia proteases) o que permite contato das células do sistema imune
com o interior do encéfalo (ZHANG et al., 2010). Dessa forma, o tecido encefalico
lesionado libera mediadores estimulando a producédo de citocinas pré-inflamatérias,
como IL-6 e TNF- a, favorecendo a expressdo de moléculas de adeséo e integrinas
de membrana, promovendo a adeséo leucocitéria e quimiotaxia da mesma populacéo
celular. Como resultado tem-se o0 aumento da permeabilidade da BHE, possibilitando
a transmigracéo da circulacao periférica para o foco lesivo encontrado no encéfalo
(VEZZANI et al., 2011).

Os (glicocorticoides, por meio da ativagdo de seus receptores e,
consequentemente, da regulacéo negativa da atividade do fator nuclear k- (NFk B) e

da proteina ativadora 1, inibem a resposta imunologica inata e, portanto, atuam como
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sistema de feedback anti-inflamatério enddégeno. As citocinas pro-inflamatorias séo
potenciadores dos niveis de glicocorticoides nas glandulas adrenais por meio do
horménio liberador de corticotrofina e do horménio adrenocorticotrofico (ACTH). Os
glicocorticoides também provocam efeitos imunossupressores por meio da inibicdo do
extravasamento de leucdcitos da vasculatura e da regulacdo da diferenciacéo das
células T auxiliares. O SNC também pode regular negativamente a resposta
inflamatoéria de maneira reflexa usando a atividade eferente do nervo vago para inibir
a liberacdo de moléculas pré-inflamatérias de macréfagos teciduais (VEZZANI et al.,
2011).

Disturbios autoimunes em humanos, como lUpus sistémico, vasculite, esclerose
multipla e sindromes paraneoplasicas, podem causar convulsdes recorrentes. Esses
distarbios geralmente se apresentam com SE e distUrbios psiquiatricos, e muitas
vezes sdo seguidos por epilepsia agressiva e resistente ao tratamento. Em pacientes
com essas doencas, as terapias imunoldgicas costumam ser mais eficazes do que o
tratamento padrao com drogas antiepilépticas no inicio da doenca (VEZZANI et al.,
2011).

A inflamacéo cerebral tem sido associada a diversas etiologias em pacientes
com epilepsia resistente ao tratamento, que foram submetidos a ressecc¢ao cirdrgica
para remover o foco da crise epiléptica. Moléculas pro-inflamatdrias, astrocitose
reativa, microglia ativada e outros indicadores de inflamacéo foram encontrados em
hipocampos ressecados de pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), dentro
e ao redor dos tubérculos epilépticos em pacientes com esclerose tuberosa, e em
associacdo com lesdes displasicas corticais em pacientes com Epilepsia Cortical
Displasica. No entanto, esses marcadores inflamatdrios ndo foram encontrados em

espécimes obtidos de humanos saudaveis usados como controle (CHOI; KOH, 2008).

Apos a inducdo do status epilepticus em roedores, estudos imuno-
histoquimicos revelaram é&reas de inflamacdo durante o processo epileptogénico.
Esse processo envolve varias populacbes de células e resulta no inicio e na
recorréncia cronica de convulsbes espontaneas apds um evento precipitante inicial.
Citocinas proé-inflamatérias, como IL-18, TNF e IL-6, sdo expressas primeiro na
micréglia e astrécitos ativados, e a expressao do receptor de citocina € regulada
positivamente na microglia, astrocitos e neurénios (BARCO; LINARTEVICHI, 2021).

Essas citocinas podem levar a neuroinflamagéo e neurodegeneragéo, contribuindo
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para a patogénese da epilepsia. Varios estudos tém demonstrado o aumento da
expressao de IL-1P3, IL-6 e TNF-a em diferentes amostras de humanos com epilepsia
(GALIC; RIAZI; PITTMAN, 2012; VEZZANI et al., 2011).

A inflamacdo desempenha um papel importante no processo de
epileptogénese, no qual ocorre reducdo do limiar das crises epilépticas. Varios
mediadores inflamatdrios com propriedades epileptogénicas incluindo a interleucina
1B (IL-1B) sédo ativadas fazendo com que haja aumento da permeabilidade da BHE,
estas acdes desempenham papeis importantes no desenvolvimento da epilepsia, ou
seja, 0os processos inflamatérios podem ser causa ou consequéncia das crises
epilépticas (GUZZO et al., 2018).

Mediadores inflamatorios, como interleucinas, interferons, fatores de necrose
tumoral e fatores de crescimento, foram encontrados em tecido cerebral ressecado
cirurgicamente em pacientes com epilepsias refratarias, incluindo epilepsia de lobo
temporal e epilepsia relacionada a displasia cortical em humanos. Dessa forma, a
descoberta de que a inflamacé&o cerebral ocorreu em epilepsias que néo séo ligadas
a disfuncdo imunoldgica destacou que a inflamacéo crbnica possa ser intrinseca a
algumas epilepsias em vez de ser apenas uma consequéncia de uma etiologia

inflamatoria ou autoimune subjacente especifica (VEZZANI et al., 2011).

Estudos experimentais em camundongos com epilepsia induzida identificaram
que os principais tipos celulares que contribuem para a neuroinflamacéo sdo micréglia
e astrdcitos, neurdnios e células endoteliais da BHE. Além disso, a neuroinflamacéo
estd normalmente associado com disfuncao da BHE e a infiltracdo de células imunes
presentes na circulacdo por meio da BHE foram descritas na epilepsia. Macrofagos
sdo comumente observados e, dependendo da etiologia da epilepsia, neutrdfilos e
linfécitos podem ser observados também (CHOI e KOH, 2008).

A microglia € a principal célula imunoldgica residente no sistema nervoso
central (SNC) e esta envolvida na manutencdo da homeostase cerebral. No entanto,
em resposta a lesbées ou estimulos inflamatoérios, a micréglia pode se tornar ativada,
liberando citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e radicais livres, que podem levar a
neuroinflamacdo e neurodegeneracdo. Varios estudos tém demonstrado a ativagédo
de células microgliais em pacientes epilépticos, especialmente em areas cerebrais

onde as crises epilépticas se originam ou se propagam (VEZZANI et al., 2011).
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Por sua vez, os astrocitos séo células gliais que fornecem suporte estrutural e
metabdlico para os neurdnios e sdo capazes de liberar uma variedade de mediadores
inflamat6rios em resposta a estimulos patolégicos. A ativacdo astrocitaria pode
contribuir para a epileptogénese por meio da producéo de citocinas pré-inflamatorias,
gue podem levar a neuroinflamacdo e neurodegeneracdo. A ativacdo de astrocitos

tem sido amplamente observada em pacientes epilépticos (ROBEL et al., 2015).

O papel da inflamacdo na epilepsia surgiu recentemente devido ao uso de
esteroides e outros medicamentos anti-inflamatérios que desempenharam efeitos
antiepilépticos em epilepsias refratarias. Evidéncias adicionais vieram pelas
convulsdes febris, que sempre coincidem com, e, frequentemente, sdo causadas por,
agentes pré-inflamatérios (BARCO; LINARTEVICHI, 2021; VEZZANI et al., 2011).
Estudos experimentais em modelos de convulsdes e epilepsia demonstraram que a
inflamacé&o do cérebro ndo € uma simples marca registrada da lesdo do tecido, mas
desempenha um papel ativo em sustentar ou precipitar crises epilépticas e contribui
para a perda de células (JUNIOR et al., 2021).

O conhecimento sobre 0s mecanismos que mediam a neuroinflamacao permite
realizar consideragbes importantes para 0 manejo clinico das crises. A
neuroinflamacdo € uma resposta intrinseca do cérebro e é ativada durante a
epileptogénese, crises agudas e epilepsia crénica. Essa resposta, quando ocorre
durante o desenvolvimento da doenca, pode mediar a transicdo para a doenca e esse
processo depende da ineficiéncia dos mecanismos anti-inflamatérios. Também, ja é
conhecido que, a extensao da neuroinflamacéo difere entre as diferentes origens de
epilepsias e entre os pacientes, criando a necessidade de biomarcadores com o
objetivo de triar pacientes e promover intervencdes terapéuticas personalizadas. Além
disso, a neuroinflamacao pode piorar a epilepsia, sendo assim, oferecer novas opcdes
terapéuticas com alvo no processo inflamatdrio pode beneficiar o paciente (VEZZANI;

BALOSSO; RAVIZZA, 2019).

Na medicina humana, embora haja uma ampla variedade de medicamentos
antiepilépticos disponiveis, aproximadamente um ter¢co dos individuos ainda
apresentam crises que nao respondem ao tratamento medicamentoso. Os
medicamentos disponiveis para o tratamento da epilepsia, tanto na medicina humana

quanto veterinaria, sdo sintomaticos, o que significa que eles bloqueiam as crises
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epilépticas, mas ndo afetam a doenca subjacente ou a progressao do disturbio
(VEZZANI et al., 2011).

2.8.1 Citocinas

As citocinas sdo pequenas moléculas envolvidas na comunicacéo intercelular,
e podem ser potenciais biomarcadores da neuroinflamagé&o nas sindromes epilépticas
(TAN et al.,, 2020). Algumas citocinas induzem alteracbes na membrana celular
neuronal, alterando sua funcao e conectividade, levando a hiperexcitabilidade regional
e subsequente suscetibilidade a convulsées (CHOUDHARY et al., 2021).

Interleucina 1

A interleucina 1 (IL-1) € uma importante citocina mediadora de respostas
inflamatdrias produzida por células epiteliais, endoteliais e neutrofilos. Ela se encontra
no organismo em duas formas diferentes como a IL-1 a e IL-13, exercendo papeis
parecidos. De modo geral a IL-1a esta associada a producao de linfocitos e a IL-13
estimula a atividade de prostaglandina podendo levar ao estado de febre. Sugere-se
ainda que a IL-1B induz alguns episodios de convulsdes através da regulagdo dos
receptores de NDMA em células pés-sinapticas através de uma ativacao no dominio
GIuN2B do receptor NDMA (RANA e MUSTO, 2018) ou ainda por aumentar a
formacdo de 6xido nitrico e inibir diretamente os receptores GABA(A). Uma minoria

de estudos implica um efeito anticonvulsivante da IL-18 (LI et al., 2011).

Interleucina 2

A IL-2 é produzida por linfocitos Thl ativados que estimula a proliferagéo
celular, producdo de IFN-y e de anticorpos e aumenta a citotoxicidade. Ela é uma
citocina com a fungéo de regular as respostas imunologicas (TIZARD, 2014).
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A administracdo intraventricular desta interleucina promoveu crises
generalizadas em camundongos modelo de epilepsia experimental, contudo nao

houve aumento dos niveis plasmaticos e LCR na fase aguda (LI et al., 2011)

Interleucina 6

A interleucina 6 (IL-6) é considerada a mais importante citocina em respostas
inflamatdrias, pois apresenta efeitos sistémicos e locais além de estimular a produgéo
de neutrdfilos. E sintetizada especialmente por células endoteliais vasculares e
fagdcitos mononucleares. Estudos mostraram que os niveis de IL-6 tém predominio
de aumento no soro de pacientes com epilepsia comparado a outros sem a doenca.
Também foi encontrado o aumento da citocina no LCR de cées que apresentavam
crises epilépticas comparando com caes saudaveis, além do aumento de TNF-a
(ALLAN; ROTHWELL, 2001; JIANG et al., 2018; MERBL et al., 2014).

O uso de diferentes doses de diclofenaco em modelos de ratos com crises
induzidas demonstrou que a dose minima estudada foi capaz de reduzir os niveis de
IL-6. Seu aumento no LCR esta relacionado com crises epilépticas recorrentes e a
persisténcia dela pode gerar mudancas neuropatologicas extensas, incluindo dano
neuronal, astrocitose reativa e angiopatia proliferativa (CAMPBELL, 1993; VIEIRA et
al., 2016).

Fator de Necrose Tumoral

O TNF-a é um mediador de respostas inflamatérias a bactérias e outros
organismos infecciosos. E uma proteina sintetizada por mondcitos, macréfagos e
células dendriticas que tem como funcdo regular os receptores de glutamato alfa-
amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) fazendo com que haja aumento
glutamatérgico. Esses receptores quando aumentados incrementam a absorcao de
calcio fazendo com que ocorra uma neurotoxicidade. Essa citocina multiplica tanto os
receptores de glutamato, quanto induz a endocitose do receptor do GABA. Essa agao
reduz o impulso inibitério causando baixa excitabilidade celular, o que permite
compreender que TNF-a possui propriedades neuromodulatérias (RANA e MUSTO,
2018).
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O uso de diferentes doses de dexametasona em ratos com crises epilépticas
induzidas promoveu diminuicao significativa do TNF-a no hipocampo dos pacientes e,
consequentemente, houve reducdo na severidade das crises. Além disso, ndo houve
diferenca entre o grupo tratado com dexametasona e o grupo tratado com diazepam.
No entanto, ndo é possivel predizer se os efeitos apresentados sdo devido a acéo
anticonvulsivante aguda ou se ocorre devido a modificacdo da doenca (GUZZO et al.,
2018). Em outro estudo com prednisolona em ratos com crises epilépticas induzidas
promoveu um efeito protetor contra os niveis de citocinas inflamatoérias IL-1p3, IL-6 e
TNF-a (DE LIMA ROSA et al., 2021).

Interleucina 4

A interleucina 4 (IL-4) é produzida a partir dos linfécitos Th2 ativados e
mastoécitos, sendo seus alvos os linfocitos T e B e macréfagos. Ela é capaz de ativar
genes de citocinas e o fator de transcri¢cao especifico de linfécitos Th2 que é o principal
regulador da diferenciacao de linfocitos Th2. A IL-4 promove a produgéo de 1gG e IgE,
inibe a expressdo do IFNa e IL-2, pela supressédo da atividade Thl, e estimula a
producao de linfécitos Thl7 (TIZARD, 2014).

A interleucina 4 (IL-4) pode atuar como imunossupressor no SNC durante a
inflamacéo, pois regula negativamente a proliferacao de astrécitos, além de prejudicar
a sobrevivéncia deste tipo celular. Em estudos avaliando a IL-4 in vivo e in vitro, a IL-
4 recuperou a proliferacdo e a capacidade neurogénica de astrocitos corticais
humanos (MASHKARYAN et al., 2020; PAPADIMITRIOU et al., 2018). Dessa forma,
a IL-4 atua regulando os astrdcitos reativos e desempenha um papel protetor contra a
neuroinflamacéo (CHEN et al., 2020).

Interleucina 10

A interleucina 10 (IL-10) desenvolve papel nos ciclos de feedback positivo
envolvendo citocinas e retransmite sinais de feedback negativo que amortecem o
sistema imunolégico ativado apés um gatilho inflamatério. A IL-10 desativa
macréfagos, o que por sua vez diminui a produgdo de citocinas pelas células T e

também possui amplos efeitos anti-inflamatorios e atua suprimindo as citocinas pro-
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inflamatorias (LI et al., 2011). Em alguns estudos em convulsdes neonatais, a IL-10
permaneceu elevada no plasma 24-72 horas apés o inicio das crises indicando que
possa desenvolver um papel protetor com efeito anticonvulsivante nesse grupo,

suprimindo a producéo de citocinas pro inflamatérias (YOUN; SUNG; LEE, 2013).

Interleucina 17

A interleucina-17 (IL-17) foi relacionada a ocorréncia e desenvolvimento de
doencas no SNC, como a epilepsia intratavel (DAl et al., 2019; XU et al., 2018). A IL-
17 é sintetizada e secretada pela célula Th17 apds estimulacao de citocinas, como IL-
6 e IL-23. Ela é composta por seis tipos (A-F), sendo que a IL-17E exerce efeito anti-

inflamatério em doencas imunomediadas (DAl et al., 2019; LIU et al., 2019).

Estudo sobre o papel da IL-17 na neuroinflamacéo, identificaram que ela
induziu a ativacao de micréglias, promoveu a expressao de fatores pro-inflamatérios
em modelos experimentais com hemorragia intracranianas e com doenca de
Parkinson (LIU et al., 2019; SHI et al., 2018). O papel epileptogénico da IL-17 foi
demonstrado pelos fatores pré-inflamatérios desta citocina, mas também por secretar

outros fatores pré-inflamatérios, como IL-1q, IL-6 e TNFa (HE et al., 2016).

Em pacientes com esclerose multipla, os niveis de glutamato estavam
diretamente relacionados com os niveis da IL-17 e induziu a excitotoxicidade (KOSTIC
et al., 2017). Dessa forma, a IL-17 pode aumentar a incidéncia de crises epilépticas

pelo desequilibrio entre os neurotransmissores (AN et al., 2022).

Interferon- gama

O interferon gama (IFN-y) € uma citocina critica na mediagdo de respostas
imunes e é expressa em varios leucdcitos, incluindo células B, células T, células
natural killer (NK) e células apresentadoras de antigenos (APCs). No encéfalo, é
produzido principalmente nos astrocitos e, além disso, pode ser liberado por células
imunes periféricas infiltradas, incluindo células T produtoras de IFN-y (POPKO et al.,
1997).
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O IFN-y é uma citocina pré-inflamatéria que existe em niveis baixos no
encéfalo, enquanto aumenta em distarbios cerebrais. O IFN-y, em um estudo
experimental com status epilepticus induzido em ratos, demonstrou desempenhar um
papel importante na reducdo da leséo neuronal (RYU et al., 2010). Em outro estudo
com camundongos, o IFN-y administrado intraperitoneal conseguiu suprimir a
frequéncia e a gravidade das crises, além dos ratos mostrarem melhor desempenho
cognitivo (LI et al., 2017). No estudo em pacientes com epilepsia pés traumatica,
embora o INF- y foi maior no grupo com crises, ndo houve associagao dos seus niveis
e a presenca das crises (CHOUDHARY et al., 2021).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

e Auvaliar os valores de presséao arterial e achados eletrocardiograficos, além dos
parametros  hematoldgicos, bioquimicos séricos e urinarios, e

hemogasométricos em cdes com epilepsia idiopatica tratados com fenobarbital.

e Avaliar o perfil pro-inflamatério e anti-inflamatorio de citocinas séricas de cées

com epilepsia idiopatica.

3.1 Objetivos Especificos

Artigo 1: Aceito em Veterinary World — Qualis A3
e Avaliar os valores de pressao arterial, achados eletrocardiograficos e os
parametros  hematoldgicos, bioquimicos séricos e urinarios, e

hemogasométricos em caes com epilepsia idiopatica tratados com fenobarbital.

e Identificar e correlacionar as alteracOes eletrocardiograficas em caes com

epilepsia idiopatica.
Artigo 2: Submetido a Veterinary Immunology and Immunopathology — Qualis Al

e Mensuracao sérica de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias de céaes

controle, cdes com epilepsia idiopéatica e cdes com epilepsia estrutural.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimento Etico

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de ética no Uso de Animais
(CEUA UFMT —23108.934331/2018-80 e (CEP UFG - 3.959.384) e todas as condutas
clinicas foram executadas mediante autorizacdo prévia do responsavel legal por meio
da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Apés autorizacao dos
responsaveis, foi realizado um questionério para auxiliar na interpretacdo do evento

paroxistico (apéndice A).

ARTIGO 1:

4.2 Animais

Durante o periodo de marco de 2021 a julho de 2023, vinte cdes foram
selecionados e divididos em dois grupos para estudo, sendo o grupo um (Gl)
composto por dez caes com diagnostico de epilepsia idiopéatica segundo os critérios
Tier | (DE RISIO et al., 2015) e o grupo dois (Gll) composto por dez caes saudaveis

sem historico de alteragcfes neurolbgicas e/ou sistémicas.

Os cées selecionados para o Gl e GIll foram provenientes dos servicos de
atendimento clinico do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato Grosso
(HOVET — UFMT).

4. 3 Avaliagéo Clinica e Neurologica

Todos os caes foram submetidos a avaliagéo clinica compreendendo exame
fisico e avaliagdo neurologica. A avaliagdo neuroldgica compreendeu estudo do

estado mental, postura, posicionamento de cabeca, locomocéo, nervos cranianos,
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avaliacdo de reflexos espinhais e reac¢des posturais, incluindo também avaliacéo
nociceptiva. Todas as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador a fim de

manter o mesmo padréo.

Durante a avaliacéo clinica, foram realizadas cinco afericdes da pressao arterial
pelo método oscilométrico PetMap®, com cinco repeticdes, descartando a primeira
afericdo (ACIERNO et al., 2018).

4.4 Coleta de Amostras

Apébs avaliagdo clinica, foram coletados cinco mL de sangue da veia jugular
externa ou cefdlica que foram divididos em dois tubos, um contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para avaliacdo do hemograma e outro com

ativador de coagulo para avaliacdo da bioguimica sérica e das citocinas.

Também foi coletado 0,5 mL de sangue venoso com seringa heparinizada para

realizagéo do exame de hemogasometria.

Por fim, foram coletados cinco mL de urina por meio de sondagem uretral ou

cistocentese para realizacao da urindlise.

4.5 Processamento das Amostras

O hemograma foi processado para contagem celular automatica de eritrocitos,
plaguetas, leucdcitos totais, e determinacdo da hemoglobina no Analisador
Hematoldgico Poche 100 (Roche®). Posteriormente, pela técnica de microhematdcrito
foi conferido o volume globular e confeccionado esfregaco sanguineo submetido a
coloracdo do tipo Romanoswky para contagem diferencial de leucocitos e plaquetas,

além da avaliacdo morfoldgica das células em microscopia de luz.

As andlises bioquimicas séricas foram realizadas com kits comerciais no
Analisador Bioquimico Automatizado Wiener®. Os bioquimicos selecionados foram:

ureia, creatinina, albumina, fosfatase alcalina e alanina aminotransferase. Enquanto,
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a andlise fisico-quimica da urina foi realizada através da fita reagente Combur-test®
(Roche). A densidade urinéaria foi determinada por refratbmetro e a sedimentoscopia

em microscopia de luz.

Os valores de referéncia para os achados hematoldgicos foram de acordo com
Jain (1993) e para bioquimica sérica, hemogasometria e urinalise foram considerados

os descritos por Kaneko (2008).

4.6 Eletrocardiograma

Em todos os cées deste estudo foi realizado eletrocardiograma pelo
eletrocardiografo computadorizado (Tecnologia Eletrénica Brasileira - TEB)
(VARSHNEY, 2020). O posicionamento padrdo para a realizacdo do exame foi o
decubito lateral direito. Para as derivagbes de membros bipolares e unipolares
aumentadas, os eletrodos toracicos direito e esquerdo foram posicionados acima do
olecrano, no seu aspecto caudal e os eletrodos pélvicos direito e esquerdo, acima dos
ligamentos patelares no interior de cada membro. Foi utilizado alcool 70% entre os
eletrodos e a pele do animal para melhor condutividade elétrica. O tempo de duragéo
padrao do exame foi 5 minutos com gravacdo dos tracados para posterior
interpretacdo. As mensuracfes foram realizadas na derivacao Il (Tilley and Burnick,
2004).

4.7 Outros exames complementares

Em pacientes com alteragbes no exame neurologico foram realizados exames
complementares de imagem e pesquisa de agentes infecciosos para exclusdo de

alteracdes estruturais.

4.8 Andlise Estatistica
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Os dados foram agrupados em planilhas no Excel (Microsoft®) e analisados
guanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e, posteriormente realizado o teste t de
Student ou teste t de Welch considerando o nivel de significancia de 5%. Para a

realizacdo das andlises, foi utilizado o software Jamovi® (Versao 2.3).

ARTIGO 2:
4.9 Animais

Durante o periodo de julho de 2023, dez cdes com diagndstico de epilepsia
idiopatica segundo os critérios Tier I, Il e lll (DE RISIO et al., 2015) foram selecionados
compondo o grupo um (GI) provenientes do servico de Neurologia e Neurocirurgia
veterinéria do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Goias (HOVET-UFG).
Foram coletados cinco caes segundo nivel de confianca Tier I, quatro caes Tier Il e

um cdo compondo o nivel de confianca Tier Ill.

Os cédes com inicio de crises epilépticas com idade menor que seis meses ou
maior que seis anos e que houvesse suspeita de El, foram submetidos a RM de baixo
campo e analise do LCR para descartar alteracfes estruturais. O grupo de cdes com

El estavam sem crises epilépticas por pelo menos 30 dias.

Sete cdes com exame neuroldgico interictal anormais e/ou anormalidades na
RM, LCR ou exames laboratoriais foram alocados no grupo epilepsia estrutural (EE)

apos descartar as causas reativas.

Para o grupo controle foram utilizadas as amostras provenientes dos servi¢cos
de atendimento clinico do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato
Grosso (HOVET — UFMT) totalizando 11 caes.

4.10 Avaliacéo Clinica e Neurologica

Todos os cées foram submetidos a avaliagédo clinica compreendendo exame
fisico e avaliagdo neurologica. A avaliagdo neuroldgica compreendeu estudo do

estado mental, postura, posicionamento de cabeca, locomocdo, nervos cranianos,
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avaliacdo de reflexos espinhais e reac¢des posturais, incluindo também avaliacéo
nociceptiva. Todas as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador a fim de

manter o mesmo padréo.

4.11 Coleta de Amostras

Apos avaliagdo clinica, foram coletados cinco mL de sangue da veia jugular
externa ou cefalica que foram acondicionados em tubo com ativador de coagulo e
centrifugados a 2000 giros por 15 minutos para posterior analise das citocinas. O soro

foi armazenado a -80°C por quatro meses.

4.12 Mensuragéao das citocinas

As amostras séricas foram utilizadas para mensuracgao das citocinas IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17 por meio do kit CBA (citometric beads array) (BD®)
seguindo as recomendac¢des do fabricante (DA SILVA et al., 2018; SCHERER et al.,
2016). A escolha do kit para o estudo foi feita a partir das citocinas que ja haviam
estudos em conjunto com citocinas ainda ndo avaliadas em caes com epilepsia. A
analise foi realizada na cidade de Barra do Garcas no campus da UFMT, com
citbmetro de fluxo, modelo FACScalibur BD®, com marcacdo especifica utilizando
anticorpos para cada citocina. Os dados foram analisados pelo software FCAP array
versdo 3.0. O kit humano foi validado pelo banco de dados de nucleotideos e pelo

grau de homologia entre as citocinas humanas e caninas (MOREIRA et al., 2015).

4.13 Anélise Estatistica

Os dados foram agrupados em planilhas no Excel (Microsoft®) e analisados
quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade
de variancia pelo teste de Levene. O teste t com bootstrap foi realizado com o software
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R® e diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
Foram descartados os dados cujos valores estavam abaixo da faixa padréo e/ou fora
da faixa do equipamento e valores muito discrepantes. Os valores p foram calculados
para as variaveis que compararam os trés grupos: controle versus (vs) IE; controle vs
EE; EE vs IE.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados supracitados, pode-se sugerir que a epilepsia
influencia a conducdo elétrica cardiaca, pois foi observado um aumento do tempo de
conducdo elétrica de forma significativa nos ventriculos e ndo significativa nos atrios,
sugerindo sobrecarga ventricular e atrial esquerda. Dessa forma, estudos de
acompanhamento em diferentes grupos (epilépticos tratados, epilépticos sem
tratamento e controle) sdo necessarios para melhor caracterizar as alteracdes
cardiacas. Para o significado prognéstico da eletrocardiografia é necessario
acompanhamento longitudinal para melhor compreender a progressdo da doenca
cardiaca e sua correlacdo com a epilepsia, além de avaliar se o tratamento possa ter
interferido nos achados eletrocardiograficos. Por este estudo se tratar de um estudo
transversal, a auséncia de andlise ecocardiogréafica prévia limitou uma andlise mais

robusta das alteracfes cardioldgicas relevantes.

Os achados laboratoriais dos pacientes sob tratamento com fenobarbital,
mostraram que os cdes com epilepsia idiopatica apresentavam reducao significativa
da série vermelha do sangue, atribuidas ao uso de monoterapia com fenobarbital, e

reforcam o acompanhamento clinico necesséario em todos os caes sob tratamento.

Cédes com EE apresentam menores citocinas pro-inflamatoérias séricas,
caracterizadas por diminuicdo de IFN-y quando comparados aos caes com epilepsia
idiopética. O IFN- y ainda ndo havia sido estudado em caes com epilepsia. Além disso,

nao houve alteracdo no perfil sérico das citocinas em céaes com epilepsia.

Por ser uma estratégia indireta de avaliagdo da epileptogénese e poder auxiliar

no manejo de pacientes com epilepsia, estudos comparativos entre amostras de LCR,
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soro e tecido cerebral podem fornecer novas perspectivas para o tratamento de caes

com epilepsia.
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Nome: Idade: NPP:
Proprietario: Raca: NM:
1. Quando ocorreu a primeira | ( ) <1 ano ( ) 1-3anos () 4-6 anos ()>6
crise? anos
2. Crise comecou no corpo | ( )Sim( ) ( ) Face () Membros ()
todo? N&o Pélvicos Membros
Toréacicos
3. As crises sao todas ( )Sim ( ) Néao
similares?
4. Durante a crise ocorreu | () vomito ( ) tremores () ()
() salivacéo defecacéo desmaio
5. Quanto tempo duracéo ()<1 () 1-5 minutos () >5 minutos
minuto
6. Quanto tempo animal ( )<5 () 5-10 minutos ()>10
demorou para retomar minutos minutos
ao normal
7. Horas do dia que as () matutino () vespertino ()
crises ocorrem indiferente
8. Fator desencadeante ( ) trovéo ( ) fogo de ( ) agitacédo/excitacéo
das crises artificio
9. Ha perda da consciéncia | ( ) sim ( )néo
durante a crise?
10. O animal esta normal () sim ( ) néo
entre as crises
11. Quantas crises ( ) 1crise ( ) 1-2crises ( ) >3crises
ocorrem em 24 horas?
12. Consciéncia/locomocéo | ( ) sim ( )néo
normal entre crises?
13. Dieta ( ) Racéo ( ) Comida ( ) racdo e comida
14. Fezes () Normais ( ) Diarreica ( )Pastosas ( )
Sangue
e/ou
muco
15. Medicamentos ( ) Fenobarbital ( ) Brometo de K () Outros
16. Vacinacao () Atualizado () Desatualizado
17. Vermifugacéo () Atualizado () Desatualizado

18.

Contactantes com
crise?

() Sim

(

) Nao
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APENDICE B:Tabela resumida com os dados dos grupos de cées com epilepsia

Tabela 1: Dados dos cédes com epilepsia idiopatica e o resultado das citocinas séricas.

Cies Raca Idade TIER IL-2 IL-4 IL-10 IFN  IL-6 TNF IL-17
Ell  Pastor Belga 8A TI 11.88 7.92 3.11 4.33 495 8.09 26.58
El2  Rottweiller 9A Tl 18.74 13.2 7.52 3.64 9.38 8.47 45095
EI3 Daschund 15A T 1340 9.16 637 374 592 821 63.22
El4  Labrador 8A TI 1188 844 491 359 523 7.84 9.00

EI5  SRD 7A TI 1460 10.88 6.78 6.15 582 6.78 19.30
El6  SRD 6A TI 1521 585 6.08 12.04 6.66 9.54 28.45
EI7 Labrador 6A TII 1359 844 58 4 6.34 7.01 11.96
EI8  SRD 3A TH 1340 7.75 5 522 542 6.89 28.45
El9  Golden 9A T 12.06 7.92 411 561 504 7.24 1452
EIl0 SRD 12A TI 1439 10.88 88 3 7.58 7.12 9.92

SRD: sem raca definida

Tabela 2: Dados dos cdes com epilepsia estrutural e o resultado das citocinas séricas.

Caes Raca Idade TIER IL-2 IL-4 IL-10 IFN IL-6 TNF IL-17
EE1 SRD 3A NA 12.63 8.44 5.52 4.62 5.92 8.21 42.79
EE2 SRD 5A NA 15.01 12.12 5.52 4.74 8.45 7.12 30.63
EE3 Bulldog 5A NA  10.97 18.35 102.98 9.9 63.34 149.45 13.33
EE4 SRD 4A NA 13,59 11.28 4.34 29.39 6.77 7.48 55.10
EE5  Daschund 3 A NA 14.39 12.98 5.52 6.95 7.35 10.86 15.02
EE6  SRD 3A NA 15.63 10.88 6.47 10.82 7.46 9.83 10.65
EE7  Poodle 15A NA 4.04 5.99 3.52 0.58 3.75 0.34 10.13

SRD: sem raca definida; NA: ndo se aplica
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APENDICE C - QUALIS da Veterinary World a qual foi publicado o artigo “Influéncia

da epilepsia idiopatica na presséao arterial e no ritmo cardiaco em cées sob tratamento

com fenobarbital”
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APENDICE D - ARTIGO 1 PUBLICADO NA REVISTA VETERINARY WORLD

Influéncia da epilepsia idiopatica na presséao arterial e no eletrocardiograma de
cées tratados com fenobarbital

Resumo

Antecedentes e/ou Objetivo: A epilepsia idiopatica em cées esta associada a
reducado da expectativa de vida, alteragcdes neurocomportamentais e aumento do risco
de comorbidades durante o periodo interictal. Em humanos com epilepsia, houve
varios relatos de morte subita sugerindo alteragdes no ritmo cardiaco secundérias a
convulsdes. O presente estudo teve como objetivo avaliar os valores de pressao
arterial, achados eletrocardiograficos e parametros laboratoriais em cdes com
epilepsia idiopatica tratados com fenobarbital e correlacionar os achados com
possiveis alteracfes cardiacas.

Materiais e Métodos: Vinte cades foram divididos em dois grupos, sendo dez cées
saudaveis e dez céaes epilépticos idiopaticos, para analises hematoldgicas,

eletrocardiograma computadorizado e pressao arterial pelo método oscilométrico.

Resultados: Os valores do complexo QRS e do intervalo S-T foram estatisticamente
diferentes entre os grupos, mas os valores da pressdo arterial ndo foram

estatisticamente diferentes.

Conclusao: A epilepsia idiopatica sugere ser uma doenca que pode cursar com

alteracdes na conducdo cardiaca.

Palavras-Chave: hipertensao arterial; conducdo cardiaca; eletrocardiograma; crises

epilépticas; hemogasometria; taquicardia.

1 Introducéo

A epilepsia idiopatica (El) € uma doencga neurologica cronica com prevaléncia
de 0,75% em caes, semelhante a prevaléncia da epilepsia em humanos, e esta
associada a reducdo da expectativa de vida, alteragbes neurocomportamentais e

aumento do risco de comorbidades durante o periodo interictal. [1, 2]. Como os cées
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afetados ndo apresentam alteracdes clinicas, laboratoriais ou de imagem, a El é
diagnosticada por exclusédo [3]. Houve varios relatos de morte subita em humanos
com epilepsia, no entanto, 0s mecanismos para estas mortes permanecem obscuros,
embora tenha sido descoberto que a hipertensao arterial pode diminuir o limiar
convulsivo e precipitar crises epilépticas. Sabe-se que o inicio das convulsdes esta
relacionado ao aumento do ténus simpatico, que, por sua vez, aumenta a pressao

arterial [4].

Da mesma forma, o aumento da estimulacdo simpatica resulta em toxicidade
de catecolaminas no miocardio, promovendo cardiomiopatia aguda. Além disso, a
toxicidade das catecolaminas e a baixa sensibilidade dos barorreceptores podem
contribuir para 0 aumento da pressao arterial [5]. Ha evidéncias de que a epilepsia
afeta tanto o ritmo quanto a frequéncia cardiaca, devido a disfuncdo neuronal
auton6mica, além de apresentar alteracdes eletrocardiograficas, como aumento dos
intervalos QT e diminuicdo dos intervalos RR, devido ao aumento da frequéncia
cardiaca pos-convulséo [6].

Os caes domésticos fornecem um modelo ideal para a medicina porque tém a
maior diversidade fenotipica e os dados relacionados a saude dos caes apresentam
muitas oportunidades para descobrir insights sobre os resultados de saude e doencas
em ambas as populacdes [7]. Ao contrario da medicina humana, h& escassez de
informacdes sobre as relacdes entre EI em caes e hipertensdo ou alteracdes no ritmo
cardiaco. O objetivo do presente estudo, portanto, foi avaliar valores de pressao
arterial, achados eletrocardiogréficos e parametros laboratoriais em cdes com El

tratados com fenobarbital.
2 Materiais e Métodos
2.1 Aprovacao ética

Este estudo foi realizado com aprovacao do comité de ética para uso de animais
sob protocolo numero 23108.934331/2018-80.

2.2 Periodo e local do estudo

O estudo foi realizado de marco de 2021 a julho de 2023. Todos os cées deste
estudo foram provenientes do atendimento clinico do Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Mato Grosso, em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.
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2.3 Animais

Foram selecionados 20 cdes de diferentes idades, racas e sexos, divididos em
dois grupos: grupo um (G1) composto por dez cdes com diagnéstico de epilepsia
idiopatica, sem historico de convulsdes nos ultimos sete dias, de acordo com 0s
critérios diagnosticos Tier | descrito por De Risio et al. com hemograma completo,
perfil bioquimico sérico (sodio, potassio, cloreto, célcio, alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina, uréia, creatinina, proteina total, albumina, glicose e lactato) e
urinalise [8]. O grupo dois (G2) foi composto por dez cées higidos, sem alteracées nos
exames fisicos, neurologicos, laboratoriais e que nunca tiveram crises epilépticas.
Todos os exames neuroldgicos foram realizados pelo mesmo médico veterinério para
garantir resultados padronizados. Todos os cées do G1 estavam em tratamento com

fenobarbital h& pelo menos 60 dias.
2.4 Exames complementares

Em todos os cdes do Gl e G2 foram realizados 0s seguintes exames:
hemograma completo, perfil bioquimico sérico (alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina, albumina, glicose e lactato), urindlise e gasometria venosa

respeitando o nivel de confianca | para o diagndstico de El segundo De Risio et al. [8].

Foi realizado hemograma completo em cada cao utilizando o Analisador
Hematolégico Automatico Poche 100iV (Roche, Suica) e microscopia O6ptica,
bioquimica sérica utilizando o analisador Automatico CM 250 (Wiener Lab, Argentina),
medicao de lactato utilizando o Accutrend Plus (Roche, Suica) e glicemia usando o
Accu-Chek Active (Roche, Suica) [9]. A urinalise foi realizada por meio de avaliacao
fisica, refratometria, tiras reagentes Combur-Test (Roche, Suica) e sedimentoscopia.
A gasometria venosa foi realizada utilizando o aparelho Cobas b 121 (Roche, Suica)
[9]. A eletrocardiografia foi realizada através da interpretacdo computadorizada do
eletrocardiograma (Tecnologia Eletronica Brasileira), utilizando medidas obtidas
segundo Varshney [10]. A pressao arterial foi obtida com o petMAP, utilizando um

método oscilométrico, sendo realizadas cinco medi¢des e descartando a primeira [11].

2.5 Analises Estatisticas
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Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e,
posteriormente, pelo teste t de Student ou Welch, com P < 0,05 indicando significancia

estatistica pelo software Jamovi versdo 2.3 (enderego web: https://www.jamovi.org/).
3 Resultados

O Gl incluiu 10 céaes com epilepsia (G1), sendo 6 (60%) cades sem raca definida
e 4 (40%) caes de racas definidas (1 Pinscher, 1 Australian Cattle Dog, 1 Spitz, 1
Poodle), de 1 a 7 anos de idade (média = 3,40; mediana = 3 anos), composta por 7
(70%) machos e 3 (30%) fémeas. O G2 incluiu 11 caes saudaveis, 4 (36,4%) sem raca
definida e 7 (63,6%) cdes de raca definida (2 Spitz, 2 Pug, 1 Bulldog Francés, 1
Dachshund, 1 Chow Chow) (P = 0,302), 1-6 anos de idade (média = 3,82; mediana =
4 anos), sendo 7 (63,3%) machos e 4 (36,4%) fémeas (P = 0,772).

Todos os caes com epilepsia foram tratados com monoterapia com fenobarbital
no momento deste estudo. A média e mediana da dose de fenobarbital foram de 3
mg/kg o0 que promoveu concentracao sérica média e mediana de 24,37 mcg/mL e 22,5
mcg/mL, respectivamente. O G1 apresentou historico de frequéncia média e mediana
de crises epilépticas em 24 horas, respectivamente, 1,8 e 2 crises generalizadas e

30% dos caes tiveram controle satisfatorio apos inicio da terapia.

A média, mediana, desvio padrdo e intervalos interquartis das analises
hematoldgica, bioquimica e urinéria para os dois grupos sdo mostrados na tabela 1.
Os cées com epilepsia apresentaram valores significativamente mais baixos de
hemoglobina, hematdcrito, creatinina e glicose (P < 0,05) do que os cées saudaveis,
embora estes valores ainda estivessem dentro da faixa de referéncia normal. Os
dados da gasometria venosa sao apresentados na tabela 2, incluindo valores de
média, mediana, desvio padrdo e intervalo interquartil. O nivel médio de célcio
ionizado foi sutilmente inferior, enquanto o nivel médio de bicarbonato foi ligeiramente
superior nos caes do G1 aos valores de referéncia, embora nenhum deles tenha sido

estatisticamente significativo.

A tabela 3 apresenta as avalia¢Ges do eletrocardiograma e da presséo arterial.
Os valores do complexo QRS e do intervalo ST diferiram significativamente entre G1
e G2, sendo os valores médios do G1 superiores aos do G2. Os valores de pressao

arterial diastélica (PAD), pressao arterial sistOlica (PAS) e presséo arterial média
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(PAM) no G1 foram superiores aos do G2, embora as diferencas ndo tenham sido

estatisticamente significativas.
4 Discusséo

Os cées com epilepsia tinham histoéria de inicio de crises convulsivas entre 0os
seis meses e 0s seis anos de idade, sem historia de status epilepticus, embora todos
tivessem histéria de crises generalizadas. A monoterapia com fenobarbital foi o
tratamento de primeira linha para controlar as crises epilépticas no presente estudo,
entretanto, € comum incluir outro(s) medicamento(s) para melhor controle [12]. O uso
continuo de fenobarbital pode resultar em anemia induzida pela diminuicdo da
producdo de eritrocitos na medula 6ssea, destruicdo de eritrOcitos por processos
imunomediados e aumento da degradacdo da hemoglobina [13]. Os dados do
presente estudo mostraram que 0s caes com epilepsia apresentaram niveis mais
baixos de hemoglobina e hematdcrito (P < 0,05) do que os cédes controle saudaveis,
sugerindo que o tratamento farmacolégico para a epilepsia pode ter influenciado esses

resultados.

N&o houve alteracdes significativas nos demais parametros hematoldgicos e
urinarios; entretanto, as enzimas hepaticas devem ser cuidadosamente avaliadas em
caes submetidos a terapia com fenobarbital para epilepsia, pois pode ocorrer doenca
hepatica induzida pelo farmaco. Conforme mostrado na Tabela 1, os cdes do G1
apresentaram valores de fosfatase alcalina acima dos valores de referéncia, embora
as diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativas, reforcando a ideia de
gue o fenobarbital € metabolizado pelas enzimas do citocromo P450, levando a
disfuncéo mitocondrial e ao estresse oxidativo [13]. Embora as concentracdes séricas
de creatinina e glicose dos cédes com epilepsia estivessem dentro dos limites de
referéncia, elas foram significativamente diferentes das dos cées saudaveis, 0 que
pode resultar de alteragces metabdlicas causadas pelo uso continuo de fenobarbital
[14].

Os cédes do G1 apresentaram nivel médio de calcio ibnico abaixo da faixa de
referéncia, o que pode resultar em intervalo QT prolongado nesses animais. Em
ambos 0s grupos, embora ndo tenham sido estatisticamente diferentes, as pressoes
arteriais diastélica, média e sistolica estavam aumentadas, principalmente nos caes

com epilepsia. Na literatura, observou-se que epilepsia e hipertensdo tém uma relacao
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bidirecional, na qual danos cerebrais resultantes do aumento da pressao arterial
podem diminuir os limiares convulsivos, aumentando a incidéncia de epilepsia em
pacientes hipertensos [5]. Flutuacdes na presséo arterial relacionadas a situacoes
estressantes, como aquelas causadas pela sindrome da “hipertensdo do jaleco
branco” em humanos, entretanto, podem explicar o aumento da pressao arterial em

ambos os grupos [15].

Embora a frequéncia cardiaca (FC) ndo tenha mudado no presente estudo,
outros estudos que avaliaram alteracdes cardiacas em modelos experimentais de
ratos com crises epilépticas induzidas observaram um aumento na FC durante o
periodo interictal, independentemente da etiologia da crise. Esse aumento da FC,
entretanto, pode ocorrer devido a ma regulacdo autonémica o que pode levar a uma

predisposicao a alteracdes cardiacas [6].

A duracdo média da onda P no eletrocardiograma, que se traduz no periodo de
despolarizacdo e contragcdo do miocardio atrial, foi maior em ambos os grupos,
embora a diferenca nao tenha sido significativa. Uma onda P prolongada indica um
atraso na conducdo do miocéardio atrial e/ou seu feixe e/ou né atrioventricular. Em
pacientes com epilepsia, as ativagdes autondmicas repetidas que ocorrem durante as
convulsBes podem lesionar os midcitos e as estruturas cardiacas que conduzem o0s
impulsos elétricos [16]. Além disso, pode ocorrer apoptose e deposi¢cao de tecido
fiboroso no muasculo cardiaco, levando a um atraso no tempo de conducédo e,

consequentemente, a um aumento na duragao da onda P e do complexo QRS [17].

A duracdo do complexo QRS foi maior nos cées com epilepsia (G1), o que é
sugestivo de aumento do ventriculo esquerdo e/ou bloqueio de ramo esquerdo. Todos
os cdes incluidos no presente estudo apresentaram aumento do intervalo ST, no
entanto, a diferenca foi estatisticamente maior no G1 do que nos caes controle
saudaveis [10]. Em estudos com humanos epilépticos, a prevaléncia de alteracdes no
eletrocardiograma foi maior no grupo epiléptico, incluindo altera¢des no intervalo ST

semelhantes a este estudo [18].

Como limitacdo deste estudo, temos a auséncia de abordagem aos pacientes
epilépticos que ndo iniciaram tratamento com drogas antiepilépticas. Portanto, as
alteracdes do eletrocardiograma néo foram comparadas entre pacientes tratados e

nao tratados. Contudo as analises preliminares sugerem novas perspectivas
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fisiopatoldgicas que podem estar envolvidas na epilepsia e que requerem melhor

compreensao em caes e humanos epilépticos.

5 Conclusoes

Com base nos resultados acima mencionados, pode-se sugerir que a El
influencia a conducéo elétrica devido as repetidas ativagdes autondmicas que ocorrem
durante as crises que culminam em leséo dos miécitos e das estruturas cardiacas, por
iIsso sdo importantes estudos de acompanhamento em diferentes grupos para
caracterizar melhor essas alteracbes. Além disso, verificou-se que cdes com El
apresentavam alteracfes hematoldgicas leves, que podem ser atribuidas ao uso de
monoterapia com fenobarbital e reforcaram o acompanhamento clinico de todos os

pacientes.

E importante ressaltar que cédes epilépticos devem ser acompanhados
cardiologicamente durante toda a vida devido as complicacbes cardiovasculares

secundarias as convulsées que podem ocorrer.

O significado prognostico da eletrocardiografia permanece incerto e requer
acompanhamento longitudinal para compreender melhor a progressdo da doenca
cardiaca e sua correlacdo com a epilepsia. Como o presente estudo foi transversal, a
auséncia de analise ecocardiografica prévia limitou uma analise mais robusta das

alteracdes eletrocardiogréficas relevantes.
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Tabelas

Tabela 1. Andlise estatistica dos achados hematol6gicos, bioquimicos e urinarios
nos grupos de cdes com epilepsia idiopatica e grupo controle. A coluna do valor p

apresenta o resultado do teste t ou de Welch.

Variaveis Grupo Controle Grupo Epilepsia p-valor*
(Referéncia) Idiopética
Média Mediana Média Mediana
(BP) (AIQ) (BP) (AIQ)
Hematdcrito 55,64 57,00 46,24 46,00 <
(37 -55%) (4,59) (6,50) (4,83) (6,20) 0.001
Hemoglobina 18,14 17,70 15,72 15,70 0.004
(12,0 - 18,0 g/L) (1,63) (2,60) (1,71) (2,28)
Leucdcitos Totais 9,82 9,10 11,66 10,85 0.179
(6,0-17,0 (2,70) (1,05) (3,34) (4,00)
mil/mms3)
Plaquetas 331,91 330,00 281,10 249,00 0.369
(200 - 500 (94,19) (189,00) (154,44) (225,75)
mil/mms3)
Proteina 7,44 7,40 7,80 7,70 0.311
Plasmética Total (0,56) (0,70) (1,0) (1,25)

(6,0 — 8,0 g/dL)

Ureia 32,10 31,00 33,10 32,50 0.829

(21 - 59,9 mg/dL) (7,14) (4,75) (12,55) (11,0)
Creatinina 1,12 1,05 0,91 0,90 0.029

(0,5-1,5mg/dL) (0,19) (0,18) (0,20) (0,28)
Albumina 3,27 3,30 3,47 3,50 0.248

(2,6 — 3,3 mg/dL) (0,32) (0,40) (0,43) (0,83)
Alanina 46,55 43,00 77,00 40,00 0.265

Aminotransferase (19,98) (25,50) (79,34) (38,50)

(21 — 102 U/L)

Fosfatase alcalina 72,36 85,00 194,70 83,00 0.131

(20 — 156 U/L) (28,29) (22,50) (231,79) (57,50)
Glicose 77,55 80,00 91,00 91,50 0.007

(65 — 118 mg/dL) (13,14) (20,00) (3,03) (4,00)
Lactato 3,37 3,30 3,09 2,80 0.502

(0,3 — 3,2 mmol/L) (0,96) (1,15) (0,67) (0,60)
pH urinario 6,44 7,00 7,00 7,00 0.382
Densidade urinaria 1.030 1.030 1.027,38 1.028,00 0.578

(1.015 — 1.045) (11,11) (13,75) (10,54) (20,00)
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Tabela 2. Andlise estatistica da gasometria venosa nos grupos de cdes com
epilepsia idiopética e grupo controle. A coluna do valor p apresenta o resultado do

teste t ou de Welch.

Variaveis Grupo Controle Grupo Epilepsia p-valor
(Referéncia) Idiopética
Média Mediana Média Mediana
(DP) (AIQ) (DP) (AIQ)
pH 7,42 7,40 7,40 7,38 0.170
(7,31-7,42) (0,05) (0,02) (0,10) (0,07)
Bicarbonato 20,69 21,1 22,90 22,39 0.248
(17 - 24 mEg/L) (3,37) (2,85) (2,83) (2,41)
Sadio 147,27 147,35 151,50 150,94 0.096
(140 - 155 (2,85) (4,37) (4,40) (3,28)
mmol/L)
Potéssio 3,97 3,99 4,17 4,14 0.488
(3,7 = 5,8 mmol/L) (0,17) (0,16) (0,59) (0,62)
Célcio ibnico 1,29 1,29 1,30 1,11 0.166
(1,2 -1,5 mmol/L) (0,07) (0,05) (0,56) (0,33)
Cloretos 110,29 110,7 112,15 113,78 0.103
(205 -120 (3,03) (3,05) (5,95) (5,37)
mmol/L)
BE ecf -3,61 -3,35 -2,10 -2,58 0.424
(-3-+3) (2,96) (2,40) (1,88) (2,21)

Tabela 3. Andlise estatistica do eletrocardiograma e da pressao arterial nos grupos
de cdes com epilepsia idiopatica e grupo controle. A coluna do valor p apresenta o

resultado do teste t ou de Welch.

Variaveis Grupo Grupo Epilepsia Idiopatica p-valor
(Referéncia) Controle
Média Mediana Média Mediana
(DP) (AIQ) (DP) (AIQ)
Duracgéo onda P 45,9 47 53,88 53,00 0.082
(20 a 40 ms) (10,71) (5,5) (6,64) (5,25)
Amplitude onda P 0,22 0,23 0,17 0,17 0.106
(0.15 - 0.40 mV) (0,075) (0,08) (0,05) (0,08)
Intervalo P-R 88,54 92 91,25 87,50 0.746
(80 - 120 ms) (13,29) (13,29) (22,46) (20,50)
Complexo QRS 48,45 42 60,13 57 0.037

(30- 50 ms) (12,04) (12,04) (9,58) (9,50)



Amplitude onda R
(0.9-2.4mV)
Intervalo ST
(40 - 100 ms)

Intervalo QT
(110 - 230 ms)

FC
(60 — 150 bpm)
PAD
(70 — 90 mmHg)
PAM
(90 — 100 mmHg)
PAS
(140 — 160 mmHgQ)

0,84
(0,29)
107,27
(45,91)
175,27
(44,38)

146,90
(20,88)
95,55
(9,98)
122,98
(14,10)
176,36
(25,72)

0,85
(0,38)
127
(72,5)
187
(36,5)

144,00
(13,00)
97,00
(5,75)
122,00
(9,25)
174,75
(30,50)

1,19
(0,48)
153,13
(14,48)
208,75
(15,31)

129,19
(32,77)
102,89
(21,69)
138,91
(30,75)
204,72
(43,90)

1,10
(0,53)
152,00
(21,75)
203,50
(21,25)

132
(23,38)
104,50
(24,63)
146,50
(40,00)
217,25
(43,00)

0.070

0.009

0.058

0.146

0.320

0.141

0.079
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Perfis de Citocinas Séricas de Cées com Epilepsia

Resumo

A epilepsia idiopatica (EI) € uma doenca cerebral crénica que afeta cdes e €
diagnosticada por meio de avaliagdo fisica e exames complementares. Apesar do
tratamento, alguns cdes apresentam crises agrupadas e/ou status epilepticus, e
alguns nao respondem ao tratamento. Um estudo anterior que investigou o papel da
inflamacédo na etiopatogenia de doencas do sistema nervoso central relatou niveis
elevados de mediadores inflamatérios séricos em muitos distarbios neuroldgicos.
Estudos recentes em medicina veterinaria relataram que cdes com El podem ter um
componente autoimune que estéa correlacionado com a gravidade das crises. Portanto,
no presente estudo, o perfil de citocinas de caes com EI e com epilepsia estrutural
(EE) foi examinado através da medi¢cdo dos niveis séricos de interleucina (IL)-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17, tumor fator de necrose alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y)
usando citometria de fluxo e comparado com um grupo controle. Os niveis de IFN-y
foram significativamente diferentes entre os grupos controle e SE. Os niveis das
outras citocinas nao diferiram significativamente entre os grupos, mas as citocinas pro-
inflamatorias foram mais baixas nos cées epilépticos. O numero limitado de céaes pode
ter reduzido o poder estatistico, mas a diminui¢cdo das citocinas periféricas pode ser

explicada pela migracéo para outros locais, como o cérebro.
Palavras-chave: neuroinflamacéo; interleucina; TNF-a; interferon; canino
1 Introducéo

A epilepsia é a doencga cerebral crénica mais comum que afeta cdes, com uma
prevaléncia de 0,6% a 0,75%, e é caracterizada por excessiva atividade neuronal
hipersincrona, paroxistica e, geralmente, autolimitante que leva a alteracdes motoras,
autonémicas e/ou comportamentais. Em cées, as crises epilépticas recorrentes sao
classificadas de acordo com a etiologia como epilepsia idiopatica (El), epilepsia
estrutural (SE) quando relacionada a uma doencga cerebral, ou crises reativas que

ocorrem como uma resposta natural de um cérebro normal a uma disfuncdo
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metabdlica ou toxica (Berendt et al., 2015; Hulsmeyer et al., 2015). A EIl é
diagnosticada por excluséo através de avaliacao fisica e exames complementares (De
Risio et al., 2015). Apesar do tratamento, alguns cdes apresentam convulsdes
agrupadas e/ou status epilepticus, e alguns ndo respondem ao tratamento (Packer et
al., 2014).

O papel da neuroinflamacao na etiopatogenia da epilepsia humana foi descrito
por meio de estudos com niveis séricos de mediadores pré-inflamatorios elevados em
muitos disturbios neurolégicos (Perry, 2004; Vezzani et al., 2019). As evidéncias
sugerem uma relacdo entre inflamacéo e diferentes tipos de epilepsia humana,
considerando o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) e o
estado inflamatério do cérebro epiléptico (De Vries et al., 2016; Vezzani et al., 2011).
A analise da BHE em cdes com epilepsia utilizando ressonéancia magnética dinamica
com contraste revelou maior disfuncéo no lobo piriforme daqueles com El do que no
grupo controle. Além disso, a imunohistoquimica sugeriu a presenca de
neuroinflamacéo no lobo piriforme (Hanael et al., 2019). Estudos demonstraram que
a ativacao da sinalizacao de citocinas no cérebro e a excitabilidade neuronal fornecem
uma base para o envolvimento de citocinas na hiperatividade neuronal patolégica,
resultando em crises epilépticas (Allan e Rothwell, 2001; Amanollahi et al., 2023;
Perry, 2004; Vezzani e Viviani, 2015).

Estudos comparando soro, liquido cefalorraquidiano (LCR) e tecido cerebral
relataram niveis significativamente elevados de citocinas em pacientes com epilepsia.
As citocinas, como interleucina (IL)-1ra, IL-183, IL-6 e IL-8, estavam aumentadas no
soro, no LCR e no tecido cerebral; o interferon (IFN-y) e o fator de necrose tumoral
(TNF)-a estavam elevados apenas no soro e no LCR; e IL-1a, IL-7 e IL-13 estavam

aumentados exclusivamente no tecido cerebral (De Vries et al., 2016).

Uma meta-analise incluindo pacientes humanos com epilepsia revelou niveis
séricos aumentados de IL-6 e IL-17 e IL-1B e IL-10 no LCR. Este estudo envolveu
pacientes com diferentes etiologias de epilepsia e revelou niveis elevados de IL-6
naqueles com epilepsia do lobo temporal. O papel da inflamacdo é apoiado por
achados de niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias e a variagdo nos achados
entre as amostras pode refletir o envolvimento diferente de componentes do processo
inflamatorio. O aumento dos niveis de citocinas no LCR pode possivelmente ser

responsavel pela ocorréncia e recorréncia de crises epilépticas, como um “ciclo
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vicioso” inflamatdrio, no qual as crises induzem a produgdo de mediadores proé-
inflamatorios pelo sistema nervoso central, que podem ser considerados marcadores
gerais de ativacdo do sistema imunoldgico (local e sistémico) (De Vries et al., 2016;
Merbl et al., 2014).

Na medicina veterinaria, estudos recentes demonstraram o papel das células
T-helper 17 (Th17) na meningite-arterite responsiva a esteroides caninos (MARE),
tecidos de cdes com doencas idiopéticas cronicas e com El (Freundt-Revilla et al.,
2017; Knebel et al., 2022a; Knebel et al., 2022b). Esses estudos e suas respectivas
descobertas sugerem que cdes com El podem ter um componente autoimune que

esta correlacionado com a gravidade das convulsdes (Knebel et al., 2022b).

Os cées sao considerados um modelo natural de epilepsia humana, em que a
epilepsia ndo é uma doenca Unica, mas um grupo de distarbios caracterizados por um
amplo espectro de sinais, idade de inicio e causas subjacentes (Ldscher, 2022).
Portanto, no presente estudo, os perfis de citocinas de cédes com crises epilépticas
recorrentes foram analisados através da dosagem de citocinas anti-inflamatérias (IL-
4 e IL-10) e pré-inflamatérias (IL-2, IL-6, IL-10), IL-17, TNF-a e IFN-y) em amostras de
soro com base na hip6tese de que, como em estudos humanos, diferentes etiologias
de epilepsia em cées apresentam perfis inflamatérios variados envolvidos em sua

patogénese.

2 Materiais e Métodos
2.1 Desenho do estudo e populacao

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso (CEUA-UFMT; Mato Grosso, Brasil; Numero
23108.934331/2018-80) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Goias (CEP — UFG; Goias, Brasil; Niumero 3.959.384). Os proprietarios dos caes

incluidos no presente estudo forneceram consentimento informado por escrito.

Este estudo observacional prospectivo incluiu cdes com epilepsia idiopatica (EI)
e epilepsia estrutural (EE). No periodo de junho a julho de 2023, cdes oriundos do
Servigco de Neurologia e Neurocirurgia Veterinaria da Universidade Federal de Goias,

Goiania, Brasil, foram selecionados e incluidos no presente estudo se
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correspondessem pelo menos ao TIER |, ou nivel de confianca I, para o diagnoéstico
de EI (De Risio et al., 2015). Se os caes tivessem < 6 meses ou > 6 anos de inicio das
convulsdes, e suspeitava-se de El, a ressonancia magnética (RM) e a andlise do LCR
eram realizadas para descartar EE. Os cées selecionados ndo apresentaram crises
em um periodo inferior a 30 dias. Cées com crises epilépticas com exame neuroloégico
interictal anormal e/ou anormalidades na ressonancia magnética, LCR ou
investigacbes laboratoriais foram alocados no grupo SE ap0s descartar as crises

reativas.

Caes saudaveis, sem crises epilépticas ou quaisquer alteracbes no exame
fisico, avaliacdo neuroldgica ou exames laboratoriais, foram selecionados como grupo
controle. Estes cdes foram recrutados no Departamento de Clinica Médica de

Pequenos Animais da Universidade Federal de Mato Grosso em Cuiab4, Brasil.

2.2. Amostras de Sangue

Para a dosagem dos niveis de citocinas, as amostras de sangue foram
coletadas por puncdo de veia cefdlica ou safena, colocadas em tubos sem
anticoagulantes e centrifugadas a 2.000 x g por 15 min. As amostras de soro foram

armazenadas a -80°C por até 4 meses.

2.3. Medic¢édo dos Niveis de Citocinas usando Citometria de Fluxo

Foi utilizado o kit de citocinas comercialmente disponivel (Cytometric Bead
Array Human Th1/Th2/Th17, BD Bioscience, New Jersey, EUA) para medir IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17 em amostras de soro. O ensaio foi realizado de acordo
com as instru¢des do fabricante utilizando uma curva padrédo. Apos a preparacao, as
amostras foram analisadas utilizando um citbmetro de fluxo (FACSCalibur BD
Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EUA) e os dados foram analisados utilizando o
software FCAP array versao 3.0. O kit humano foi validado utilizando um banco de
dados de nucleotideos e o grau de homologia entre citocinas humanas e caninas

segundo Moreira et al. (2015).

2.4. Andlise Estatistica
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Os dados foram analisados quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk e quanto a homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. O teste t com
bootstrap foi utilizado com software R e diferengcas com p < 0,05 foram consideradas
estatisticamente significativas. Foram excluidos dados com valores abaixo da faixa
padrao e fora da faixa de deteccéo do equipamento ou com valores discrepantes. Os
valores de P foram calculados para as variaveis que comparam 0s trés grupos:

controle versus [vs] IE; controle vs EE; e EE vs IE.

3 Resultados

Vinte e oito caes foram incluidos neste estudo e divididos em 3 grupos: grupo
controle (n=11); El (n=10); e EE (n=7). O grupo IE incluiu 5 caes que atenderam o
TIER I, 4 cées TIER Il e 1 TIER IIl, dos quais 6 (60%) eram de racga pura e 4 (40%)
eram mesticos. Os cdes de raca pura incluiram 2 (33%) Labrador Retrievers, 1
(16,67%) Dachshund, 1 (16,67%) Golden Retriever, 1 (16,67%) Pastor belga e 1
(16,67%) Rottweiler, com média + DP de idade de 8,3+3,33 anos, sendo 7 (70%)
fémeas e 3 (30%) machos. Foram avaliados cinco cdes (50%) submetidos a

ressonancia magnética e a analise do LCR.

Sete caes foram distribuidos no grupo EE, sendo 3 (42,8%) de raca pura e 4
(57,2%) mesticos. Havia 1 (14,28%) Bulldog Francés, 1 (14,28%) Poodle e 1 (14,28%)
Dachshund, com idade médiatDP de 5,85+4,18 anos, sendo 3 (42,8%) machos e 4
(57,2%) fémeas.

O grupo controle incluiu 4 (36,4%) caes mesticos e 7 (63,6%) caes de raca
pura, sendo 2 (28,5%) Spitz, 2 (28,5%) Pug, 1 (14,3%) Bulldog Francés, 1 (14,3%)
Dachshund e 1 (14,3%) Chow Chow, consistindo de 7 (63,6%) machos e 4 (36,4%)

fémeas.

Os niveis médios de citocinas séricas estdo resumidos na Tabela 1. Nao foram
detectadas diferengas significativas entre caes com El e o grupo controle para TNF-
a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17. No entanto, os niveis de IFN-y foram
significativamente diferentes entre os grupos controle e SE. No grupo SE houve
aumento de IL-4 e IL-6, diferentemente do grupo IE onde houve aumento de IL-10 e

TNF-a. IL-2, IL-17 e IFN-y apresentaram niveis séricos mais baixos que o grupo
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controle tanto no grupo EI quanto no SE, embora nessas variaveis nao tenha havido
diferenca estatistica. Os resultados das citocinas anti-inflamatérias estéo

representados na Figura 1 e das citocinas pré-inflamatorias na Figura 2.

4 Discussao

As crises epilépticas elevam os niveis de citocinas no cérebro e podem
contribuir para lesdes neuronais, além de ativar células gliais, o que pode
desencadear maior liberagdo de citocinas (Von Ruden et al., 2023). Na medicina
veterinaria, diferentes processos inflamatoérios estdo envolvidos na epilepsia e varios
estudos investigaram citocinas pro-inflamatdrias incluindo IL-13, TNF-a e IL-6 em caes
(Merbl et al., 2014, Kostic et al., 2019).

Neste estudo, os niveis de INF-y no grupo controle foram estatisticamente
maiores que os do grupo SE. Este resultado pode sugerir que o INF-y poderia ser
maior no LCR de pacientes com epilepsia, conforme estudo anterior encontrado em
diferentes etiologias de epilepsia (Tan et al.,, 2021). Um ponto que deve ser
considerado na interpretacéo desse resultado é o tempo entre a coleta da amostra e
a crise, pois estudos anteriores demonstraram que os niveis plasmaticos de IL-6, IL-
17 e INF-y permanecem elevados por até 48 horas apds a convulsdo (Sinha et al.,
2008; Gao et al., 2017). Todos os caes neste estudo estavam livres de crises

epilépticas ha pelo menos 30 dias.

Os resultados do presente estudo revelaram niveis séricos reduzidos de
citocinas em caes com El, exceto IL-10 e TNF-a, que foram maiores, embora sem
diferenca estatisticamente significativa. O TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria
envolvida no desenvolvimento da reacdo inflamatéria, astrogliose e aumento do
namero de células da micréglia (Merbl et al., 2014). A IL-10 desativa macrofagos, que
por sua vez diminui a producdo de citocinas pelas células T e tem efeitos anti-
inflamatorios, suprimindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Li et al., 2011).
Nas convulsfes neonatais, a elevacdo da IL-10 no plasma apos as convulsdes indicou
0 papel protetor aprimorado com efeito anticonvulsivo ao suprimir a producédo de

citocinas pro-inflamatorias (Youn et al., 2013).
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A concentracdo de TNF-a estad aumentada no hipocampo de modelos de
convulsao elétrica em ratos, e a injecao de TNF-a na amigdala pode induzir atividade
epileptiforme (Balosso et al., 2013). O TNF-a também pode contribuir para a falha da
BHE, levando a fendmenos de hiperexcitabilidade duradouros. No entanto, estudos
recentes relataram niveis plasmaticos mais baixos de TNF-a em pacientes com
epilepsia do que em controles e ndo exibiram diferenca nos valores entre o periodo
apos as convulsdes (Sinha et al., 2008; Alvim et al., 2021a). Além disso, 0s niveis
periféricos de citocinas nem sempre refletem as concentragdes teciduais encontradas
em estudos experimentais (Sedger e McDermott, 2014). Essas discrepancias
destacam a complexidade do estudo da inflamacdo periférica. Assim, resultados
heterogéneos sdo comuns, principalmente em estudos que envolvem pequenos

grupos de pacientes (Alvim et al., 2021b).

Em pacientes com epilepsia, sabe-se que nos focos epilépticos do tecido
cerebral ocorre ativacdo imunoldgica. As células gliais presentes nas proximidades
dos focos epilépticos passam a produzir mediadores inflamatorios, que promovem
uma cascata imunoldgica inflamatéria (Choudhary et al., 2021). Além disso, as vias
pré-inflamatérias das citocinas sdo ativadas na epilepsia farmacorresistente e na
patogénese da epilepsia canina (Merbl et al., 2014; Kostic et al., 2019; Castafieda-
Cabral et al., 2020).

No presente estudo, foram encontrados baixos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-2, IL-17 e IFN-y em pacientes epilépticos. Um estudo recente
analisou citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatoérias, incluindo IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17, TNF-a e IFN-y, e também relatou niveis plasmaticos mais baixos em
pacientes com epilepsia de etiologias diferentes dos pacientes controle (Alvim et al.,
2021a). Outro estudo envolvendo pacientes com epilepsia do lobo temporal medial
analisou IL-2, IL-8 e IL-10 e relatou niveis diminuidos, o que foi explicado pela
migracao dessas citocinas para areas especificas do cérebro, reduzindo assim seus

niveis na periferia (Rosa et al., 2016).

Na medicina veterinaria, niveis mais elevados de IL-17 foram correlacionados
com a gravidade das convulsGes em caes com El e tiveram valores significativamente
mais elevados em amostras de LCR e soro em comparagao com um grupo de controlo
(Knebel et al., 2022a). Neste estudo, a IL-17 ndo apresentou diferenca estatistica

entre os grupos e foi menor em cées epilépticos.
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Assim, apesar do importante papel da inflamacdo na epileptogénese, as
citocinas tendem a estar presentes em niveis baixos em amostras periféricas.
Contudo, em alguns estudos foram relatados valores mais elevados, principalmente
em periodos recentes apods a Ultima crise. Em um estudo realizado em 2008, IL-2, IL-
4, IL-1 e IFN-y foram mais detectaveis no soro pods-ictal do que nos controles (Sinha
et al., 2008).

O grupo SE foi composto por cédes com diferentes etiologias de crises
epilépticas. Este grupo incluiu cdes com doencas inflamatérias, infecciosas,
neoplasicas, vasculares, traumaticas, congénitas ou degenerativas. Neste grupo,
houve aumento de citocinas anti-inflamatorias (IL-4) e pré-inflamatérias (IL-6 e IFN-y)

em comparagdo com os grupos El e controle.

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatoria que tem um importante efeito regulador
na resposta das células gliais. Além disso, a IL-4 regula e promove a neurogénese ao
inibir o metabolismo do triptofano. A neurogénese esta envolvida na epileptogénese e
nos resultados da epilepsia; como tal, a IL-4 desempenha um papel importante no
desenvolvimento da epilepsia, regulando as interacdes neurogliais (Bhattarai et al.,
2016; Chen et al., 2020).

Como o presente estudo utilizou amostras de soro de caes com epilepsia, a
falta de diferenca estatistica entre os grupos controle e epiléptico pode ser atribuida a
migragdo celular para o cérebro e/ou ao periodo entre a coleta e a Ultima crise
epiléptica. Um estudo anterior relatou que a expressao de IL-6 atingiu o pico entre 10

e 16 horas e retornou aos niveis de controle em 5 dias (Rosell et al., 2003).

A auséncia de amostras obtidas dentro de 24 horas apo6s a(s) crise(s)
epiléptica(s) e a auséncia de LCR de pacientes epilépticos sdo limitacbes deste
estudo, pois ndo permitem a avaliacdo dos valores de citocinas em diferentes
momentos e locais para uma melhor compreensdo dos fatores epileptogénicos.
Portanto, um estudo longitudinal podera explicar melhor a variagdo das citocinas
séricas nos diferentes periodos ap06s a ocorréncia das crises epilépticas. Apesar disso,
este estudo demonstrou que cdes com SE apresentam menor valor de IFN-y.
Acreditamos também que o numero limitado de cdes em cada grupo pode ter reduzido

0 poder estatistico.
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5 Conclusodes

Nosso estudo fornece informagfes sobre os mecanismos fisiopatolégicos da
epilepsia de diferentes origens. Cdes com EE apresentam niveis séricos mais baixos

de citocinas anti-inflamatorias, caracterizadas pela diminuicéo do IFN-y.

Do ponto de vista clinico, a busca por biomarcadores periféricos de citocinas
pode ajudar a desenvolver novos tratamentos que possam atuar nas vias inflamatorias
da epilepsia. No entanto, apesar de muitos anos de investigacdo, as citocinas
periféricas ndo tém sido correlacionadas de forma consistente, 0 que permitiria a

identificagédo de novos alvos terapéuticos.

A dosagem periférica de citocinas € uma estratégia indireta para avaliacdo da
epileptogénese, é de facil acesso e pode auxiliar no manejo de pacientes com
epilepsia. Assim, estudos comparativos investigando LCR, soro e tecido cerebral

podem fornecer novas perspectivas para o tratamento de pacientes veterinarios.
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Tabela 1: Valores médios (+ desvio padrdo) de citocinas no soro de caes epilépticos

(pg/mL).
Média + Desvio padréo Valor-p
Variaveis
Controle Idiopatico Estrutural P1 P2 P3
IL-2 14.6 +4.24 13.9+2.05 12.32+3.97 0.230 0.600 0.238
IL-4 9.88+3.94 9.04+2.08 11.43+3.86 0.430 0.504 0.146
IL-10 5.78+1.19 5.84+1.66 5.14+1.04 0.248 0.964 0.296
IFN-y 13.09+£12.01 5.13+2.62 9.57+9.39 0.534 0.010* 0.134
IL-6 6.41+1.53 6.23+1.37 6.61+1.63 0.880 0.778 0.670
TNF-a 7.67+£2.52 7.71+0.87 7.30£3.69 0.734 0.948 0.710
IL-17 29.71+13.42 25.73+17.37 25.37+17.86 0.598 0.608 0.988

IL-2: interleucina 2; IL-4: interleucina 4; IL-10: interleucina 10; IFN-y: interferon gama;
IL-6: interleucina 6; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-17: interleucina 17; P1:
significAncia entre controle e idiopatico; P2: significancia entre controle e estrutural;

P3: significancia entre idiopatica e estrutural. * = p < 0,05.
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Figure 1: Valores séricos das citocinas anti-inflamatoérias. A linha do centro indica o
valor da mediana, as caixas indicam os percentis e as linhas indicam os valores

maximo e minimo. O ponto preto indica os valores discrepantes. Valores em pg/mL.
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Figure 2: Valores séricos das citocinas pro-inflamatdrias. A linha do centro indica o
valor da mediana, as caixas indicam os percentis e as linhas indicam os valores

minimo e maximo. O ponto preto indica os valores discrepantes. Valores em pg/ml.
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