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Resumo

Introdugdao. No mundo, estima-se que mais de 70 milhdes de pessoas apresentem algum
tipo de epilepsia, sendo a maioria destes casos residentes de paises nao desenvolvidos, e até
um terco possuem mal controle das crises com as medicacdes existentes no mercado.
Objetivo. Nesta breve revisdo, exploraremos em maiores detalhes dois tdpicos onde a
importancia das células da glia sdo marginalmente explorados: na deteccdo de patologias
relacionadas a epilepsia através das vesiculas extracelulares (VE) e no tratamento através da
dieta cetogénica. Método. Foram selecionados, apos buscas nas bases de dados MEDLINE e
Scielo, artigos que investigaram o papel das células da glia na geragdo de vesiculas
extracelulares e na dieta cetogénica. Resultados. As vesiculas extracelulares ja se mostram
cruciais para a identificacdo especialmente de gliomas, porém estudos demonstram que
vesiculas provenientes de astrocitos sdo encontradas no sangue de pacientes com epilepsia do
lobo temporal, provando assim sua utilidade para varias patologias observadas nas epilepsias.
Ja no tratamento, os astrdcitos sao foco secundario apenas de medicamentos bloqueadores de
transportadores de GABA, e nas dietas cetogénicas. Dentre os varios mecanismos propostos
para os efeitos desta dieta, como alteragdes na distribuicdo celular de ATP, aumento da
producdo de GABA, e no sistema purinérgico via liberacdo de ATP pelas astrécitos e sua
conversdo em adenosina. Conclusdes. Muitas evidéncias demonstram o impacto das células
da glia no diagnéstico e tratamento das epilepsias.
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Abstract

Introduction. Worldwide, it is estimated that more than 70 million people have some type of
epilepsy, with most of these cases residing in undeveloped countries, and up to a third have
poor crisis control with the medications available on the market. Objective. In this brief
review, we will explore in greater detail two topics where the importance of glial cells is
marginally explored: in the detection of pathologies related to epilepsy through extracellular
vesicles (LV) and in treatment through the ketogenic diet. Method. After searching the
MEDLINE and Scielo databases, articles that investigated the role of glial cells in the generation
of extracellular vesicles and in the ketogenic diet were selected. Results. Extracellular vesicles
are already crucial for the identification of gliomas, but studies show that vesicles from
astrocytes are found in the blood of patients with temporal lobe epilepsy, thus proving their
usefulness for various pathologies observed in epilepsies. In the treatment, astrocytes are a
secondary focus only for drugs that block GABA transporters, and in ketogenic diets. Among
the various mechanisms proposed for the effects of this diet, such as changes in the cellular
distribution of ATP, increased production of GABA, and in the purinergic system via ATP release
by astrocytes and its conversion into adenosine. Conclusions. Much evidence demonstrates
the impact of glial cells on the diagnosis and treatment of epilepsies.
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Resumen

Introduccidn. A nivel mundial, se estima que mas de 70 millones de personas padecen algun
tipo de epilepsia, la mayoria de estos casos residen en paises subdesarrollados, y hasta un
tercio tiene un mal control de crisis con los medicamentos disponibles en el mercado.
Objetivo. En esta breve revision exploraremos con mayor detalle dos temas donde se explora
marginalmente la importancia de las células gliales: en la deteccidén de patologias relacionadas
con la epilepsia por vesiculas extracelulares (VI) y en el tratamiento a través de la dieta
cetogénica. Método. Después de buscar en las bases de datos MEDLINE y Scielo, se
seleccionaron articulos que investigaban el papel de las células gliales en la generacion de
vesiculas extracelulares y en la dieta cetogénica. Resultados. Las vesiculas extracelulares ya
son cruciales para la identificacién de gliomas, pero los estudios muestran que las vesiculas
de astrocitos se encuentran en la sangre de pacientes con epilepsia del |I6bulo temporal, lo que
demuestra su utilidad para diversas patologias observadas en las epilepsias. En el tratamiento,
los astrocitos son un foco secundario solo para los medicamentos que bloquean los
transportadores de GABA y en las dietas cetogénicas. Entre los diversos mecanismos
propuestos para los efectos de esta dieta, como cambios en la distribucion celular de ATP,
aumento de produccion de GABA, y en el sistema purinérgico via liberacién de ATP por
astrocitos y su conversion en adenosina. Conclusiones. Mucha evidencia demuestra el
impacto de las células gliales en el diagndstico y tratamiento de las epilepsias.
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INTRODUCAO
Glias e as epilepsia

As epilepsias sao um conjunto de condicoes
caracterizadas pela ocorréncia de crises espontaneas,
recorrentes, e autolimitadas?. Estas crises podem originar-se
de regides especificas e, a partir delas espalharem-se por
regidoes conectadas de maneira gradual, caracterizando as
epilepsias focais, ou podem espalhar-se rapidamente por
varias regidoes, sendo assim consideradas epilepsias
generalizadas?. Adicionalmente, as crises podem, em alguns
casos, serem provocadas por estimulos variados, como sons

ou luzes!. No mundo, estima-se que mais de 70 milhdes de
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pessoas apresentem algum tipo de epilepsia, sendo a maioria
destes casos residentes de paises nao desenvolvidos, e até
um terco dos individuos com epilepsia possuem mal controle
das crises com as medicagoes existentes no mercado3.

Varias alteracOes estruturais, celulares, e moleculares
contribuem para a ocorréncia das crises recorrentes nos
pacientes. Enquanto mutacdes em canais idnicos de sddio
estdo ligadas a epilepsias generalizadas?, a zona
epileptogénica de pacientes com epilepsias focais farmaco-
resistentes frequentemente apresenta alteragdes patoldgicas
que variam de malformacdes corticais até injurias adquiridas
por trauma °. Nestas epilepsias focais, além de alteracdes na
populacdo neuronal, como presenca de neurbnios com
morfologia anormal nos gangliogliomas e nas displasias tipo
II, perda neuronal diferencial nas escleroses hipocampais, ou
alteracdoes na estrutura cortical nas malformacoes e
displasias, varias alteracdes ocorrem nas células da glia. De
fato, a gliose, caracterizada por hipertrofia e hiperplasia de
astrocitos e, em menor intensidade, na ativacdo das
microglias, € um achado muito frequente na zona de inicio
ictal>®. Além da reacao astroglial, tumores compostos por
astrocitos e oligodendrécitos neoplasticos, como os
astrocitomas e oligodendrogliomas, estao entre os subtipos
tumorais mais comuns entre as epilepsias farmaco-
resistentes>.

A ativacao destas células pode afetar varios processos
importantes para a homeostase tecidual. Por exemplo, os

processos inflamatodrios interrompem as funcoes
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astrocitarias, como a captacao de neurotransmissores e a
homeostase de ions, causando consequentemente danos
neuronais’. A micréglia, que constitui o principal componente
do sistema imunoldgico no cérebro, em condicdes normais
monitora seu ambiente em busca de sinais de dano, através
da formacao continua de processos finamente ramificados’-8.
Em um estado patoldgico, a microglia ativada comecga a
retrair seus processos e se torna um macréfago capaz de
fagocitose’:8,

Nesta breve revisao, exploraremos em maiores
detalhes dois topicos onde a importancia das células da glia
sao marginalmente explorados: na deteccao de patologias
relacionadas a epilepsia através das vesiculas extracelulares
(VE) e no tratamento através da dieta cetogénica.
Discutiremos o potencial das células da glia na geracao de
VEs, que apenas recentemente comegaram a ser estudados
como biomarcadores de alteragcdes no sistema nervoso
central. Discutiremos as possibilidades de como as VEs gliais
pode impactar diretamente o diagndstico de determinados
tumores cerebrais em pacientes com epilepsias.
Discutiremos ainda os potenciais das células da glia para o
tratamento das epilepsias, focando em medicamentos em
teste, bem como em seu potencial efeito sobre a dieta

cetogénica.

Rev Neurocienc 2021;29:1-15.



Astrocitos e diagnodstico das epilepsias: potencial das
vesiculas extracelulares gliais

As VEs, também denominadas “microvesiculas”,
“ectosomos” ou “exosomos”, sao pequenas estruturas (30-
5000nm) sintetizadas pelas células que tem por objetivo
primario a comunicacdao intercelular®. Estas carregam
proteinas, lipidos e acidos nucleicos que refletem
diretamente sua célula de origem?1°, Seu tamanho as torna
capazes de transpor a barreira hemato-encefalica®, o que
permite que VEs provenientes de células do parénquima
nervoso sejam observados no liguor e sangue. VEs podem
ser isoladas de forma facil e rapida, por métodos de
ultracentrifugacao diferencial, gradientes de densidade,
cromatografia por exclusao de tamanho, filtracao e
citometria de fluxo!!l. Ainda pouco estudados, as VEs sao
consideradas novos caminhos na busca por biomarcadores
de diversas doencas!?. Além de seu impacto diagndstico
menos invasivo do que bidpsias cerebrais, as VEs nos
permitem investigar varias alteragcbes dindmicas que
ocorrem nos pacientes com epilepsia e em modelos animais
destas, como alteracbes apds crises, mecanismos
relacionados a epileptogénese pos insulto, alteragoes ligadas
ao desenvolvimento de farmaco-resisténcia, dentre outros.

Nas epilepsias, sabe-se que a doenca provoca
alteracdes nos niveis de proteinas e micro RNAs (miRs)
circulantes nas VEs, secretadas por mecanismos ativos ou
passivos apods crises convulsivas!3., Especialmente no caso

dos miRs, as VEs contém entre 10 a 15% dos miRs em
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circulacdo sistémica, o que garante sua maior estabilidade e
alcance!®. A importancia das VEs com miR gliais foi também
demonstrada em pacientes com ELT. Nos casos com
esclerose hipocampal, o miR-132 apresentam aumento de
3,4 vezes dos niveis observados no hipocampo de individuos
saudaveis!>. Este miR, que em situacdao controle &
majoritariamente observado em neurénios, tem aumento de
2x nestes, mas de até 12x em células da glia dos pacientes
com esclerose hipocampal, baseado em escores de
expressao corrigidos por densidade celular. Dupla marcacao
confirmou a expressao de miR-132 em microglias ativadas e
astrocitos reativos'®. Infere-se que miR-132 esteja envolvido
na fisiopatologia da epilepsia, potencialmente ligado a
regulacdo do metabolismo de glutamato, além de ser
observado em epilepsias generalizadas genéticas!®’.
Ademais, estudos em cultura de astrdcitos fetais humanos
demonstraram que o miR-132 afetou a expressao de
proteinas da via do TGF-B1, cuja sinalizacdo é uma
importante forma de limitacao da neuroinflamacao tecidual,
e favoreceu a expressao de THBS1, MMP-2 e MMP-9,
proteinas envolvidas na manutencao e remodelamento da
matriz extracelular!>.

A expressao diferencial de proteinas carreadas por VEs
em pacientes recém-diagnosticados com epilepsia foi alvo de
um estudo recente!®. Nas VEs do sangue 70 proteinas
apresentaram reducao de expressao e 6 aumento,
comparadas com VEs de controles'®. Dentre estas, o

aumento no fator de coagulacao IX (F9) e a reducao na
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trombospondina 1 (TSP-1) foram propostas como
biomarcadores de epilepsia, pelo menos baseadas em niveis
séricos e em dados de dois modelos murinos de epilepsia
cronical®, TSP-1 é uma glicoproteina adesiva secretada por
astrocitos que promove crescimento do axonio, migracao
neuronal e desenvolvimento de sinapses!®, reforcando a
importancia das células da glia no diagndstico e alteracdes
patoldgicas vistas na epilepsia.

As VEs sao especialmente promissoras na identificacao
de gliomas e tumores glioneuronais. Na avaliacao dos
tumores, por vezes as imagens de RM nao sao suficientes
para definir o tipo de patologia ou, no caso das neoplasias,
sua agressividade. Como alternativa recente a bidpsias
diretas do tecido cerebral, que sao invasivas, alguns grupos
tém investigado o uso de vesiculas extracelulares (VEs) do
sistema nervoso através de bidpsias liguidas. Enquanto
aumento de miR-21, miR210 e reducao de miR-29 sao
propostos como biomarcadores séricos/plasmaticos de
gliomas em geral, redugao de miR-497 e miR-125b no soro
e miR-181 em tecido sao indicadores de glioblastomas
multiformes, e o aumento nos niveis séricos dos miR-15b-
5p, miR-16-5p, miR19a/b-3p, miR-20a-5p, miR-106a-5p,
miR-130-3p, miR-181b-5p, e miR-208a-3p indicariam
astrocitomas de varios graus®. Alguns microRNAs poderiam
inclusive ser usados para identificar o grau de tumores. Nos
gliomas de alto grau (WHO III-IV), foi observado aumento
de miR-15, miR-221, e miR-222°. Assim, os miRs existentes

nas VEs podem ser cruciais para o diagndstico e gradacao
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dos tumores do SNC de forma menos invasiva que as
bidpsias cerebrais.

As VEs podem ser Uteis na deteccao de mutacoes e
proteinas associadas a resposta quimioterapica dos tumores,
bem como proteinas indicativas de agressividade tumoral.
Por exemplo, variantes do receptor de EGF como o EGFRVIII,
promovem resisténcia a apoptose e ao tratamento
quimioterdpico!®. Outro exemplo é a proteina IDH1, cuja
mutacao serve para distinguir glioblastomas primarios dos
secundarios, estes ultimos com maior expectativa de vida
apos o diagnostico?®. Mutagdes nesta proteina foram
fortemente ligados a ocorréncia de crises em pacientes com
glioma, pois o IDH1 mutado produz altos niveis de 2-
hidroxiglutarato, um andlogo do glutamato?!. Tanto o
EGFRVIII como o IDH1 foram detectados em VEs séricos de
pacientes com gliomas, entretanto o primeiro apresentou
sensibilidade, especificidade e acuracia superiores ao
IDH12%23, Qutro estudo reforcou a menor sensibilidade de
IDH1 circulante, identificando IDH1 mutado, na forma de
DNA circulante livre, apenas no liquor de pacientes com
glioblastoma?*. Apesar da maioria dos dados focarem em
tumores agressivos, que sao 0s menos frequentes tipos de
tumores encontrados em casos de epilepsias farmaco-
resistentes, é importante lembrar que estes dados servem
também para o monitoramento de tumores em regides
eloguentes/nao operaveis ou com resseccdao parcial, visto
gue tumores de baixo grau, como os gangliogliomas, podem

sofrer transformacdo em glioblastomas?>.
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Astrocitos no tratamento das epilepsias: dieta
cetogénica

No tratamento das epilepsias, a maioria dos farmacos
apresenta mecanismos de acao direto nos neurbénios, como
bloqueio de receptores AMPA e NMDA, modulacao e ativagao
de receptores ou bloqueio de  transportadores
GABAérgicos?®. Dentre todos estes efeitos, o bloqueio de
transportadores de GABA é o unico efeito dos principais
medicamentos anti-crise sobre os astrocitos?®. Nos casos
farmaco-resistentes, a remocgao cirldrgica da zona de inicio
ictal € o tratamento para as epilepsias focais. Para as
epilepsias generalizadas, quando ocorre falha no controle
farmacoldgico, a dieta cetogénica pode ajudar, se ndao no
controle total, ao menos em reduzir a frequéncia das crises.
De fato, esta dieta foi uma das primeiras indicacdes para
tratamento da epilepsia, sendo reforcada por dados de varios
centros?’. Para além do controle de crises, estudos indicam
que o metabolismo da cetona pode trazer beneficios como
melhoria da memdria em pacientes com comprometimento
cognitivo leve?®. Este efeito positivo ocorre pela maior
protecdo contra insultos neuronais, aumento da eficiéncia
metabdlica em relacdo ao metabolismo da glicose, e
atenuacao de mecanismos neurodegenerativos envolvendo
moléculas proé-inflamatorias?®?°. Este efeito neuroprotetor
torna a dieta cetogénica importante também para o

tratamento de outras patologias do SNC como doenca de
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Alzheimer, esclerose multipla, doenca de Parkinson, e
mesmo tumores3°.

A dieta cetogénica, rica em gorduras e pobre em
carboidratos (abaixo de 20g/dia) € um modelo bioquimico de
jejum que estimula os 06rgdaos a utilizarem os corpos
cetbnicos como substitutos da glicose na geracao de
energia3!. Apds dois a trés dias de reducdo drastica de
carboidratos, os hepatdcitos comecam a produzir grande
quantidade de corpos cetbnicos como acetoacetato e B-
hidroxibutirato3?. De fato, estes corpos tornam-se apenas
significativos como fronte de energia para o SNC quando
atingem 4 mmol/L, mais de 10 vezes sua concentracao
fisioldgica em uma alimentagao tradicional32. Estes corpos
cetonicos sdo convertidos em acetil-CoA, que entdo entra no
ciclo de Krebs para a producdo de energia na mitocondria33.
No sistema nervoso, as células da glia sao cruciais para o
metabolismo neuronal. A partir da glicose, os astrocitos
produzem lactato e o fornecem como substrato para o
metabolismo oxidativo neuronal, especialmente durante a
atividade neuronal aumentada3*. Além do lactato, pelo
menos dois estudos identificaram os astrdécitos como fonte
de corpos cetbnicos de acidos graxos e leucina3°:36, De fato,
segundo dados experimentais, a habilidade cetogénica dos
astrocitos em cultura é semelhante a dos hepatécitos, que
sao a principal fonte corporal de corpos cetbnicos34. Os
astrocitos podem, portanto, ser considerados células

versateis para metabolizar lipidios?*, sendo assim
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fundamentais para a producao de corpos cetbnicos durante
a dieta cetogénica.

Nas epilepsias, varios mecanismos foram propostos
para os efeitos da dieta cetogénica, como alteracdes na
distribuicao celular de ATP, aumento da producao de GABA,
e no sistema purinérgico via liberacao de ATP pelas glias e
sua conversdao em adenosina33. De fato, uma das hipoteses
sobre as alteracboes teciduais relacionadas aos efeitos da
dieta cetogénica seria pela producdao de adenosina, uma
molécula de importante efeito protetor e anticonvulsivante3’.
A elevada atividade neuronal das crises leva a niveis
extracelulares elevados de adenosina, um neuromodulador
que consegue inibir a atividade pré e pds-sinaptica através
do receptor Al da adenosina (A1R)38. Estudos demonstraram
este efeito protetor da adenosina, uma vez que o tratamento
com antagonista da A1R agrava as crises e reduz a eficacia
dos medicamentos anticrise, contrariamente com o que
acontece no administrar um agonista da A1lR, que limita
crises em varios modelos3®. Outra evidéncia da importancia
da adenosina para os efeitos da dieta cetogénica é a reducao
nas crises de animais com sobre-expressao de adenosina
quinase, enzima expressa pelos astrocitos que metaboliza a
adenosina, diminuindo sua concentracao no espaco
extracelular3®3®, Além da importancia das glias para a
geracao de corpos cetOnicos pela dieta cetogénica, um
estudo de 20197 demostrou que a dieta cetogénica influencia
a morfologia das células gliais, em particular dos astrécitos

e, portanto, pode atuar através de alteracdes metabdlicas e

Rev Neurocienc 2021;29:1-15.

11



funcionais nas células da glia para proteger os neurdénios,

especialmente durante condicdes patoldgicas.

CONCLUSOES

Dados de modelos animais demonstram que as VEs
provenientes de astrocitos apresentam um grande potencial
nao apenas no diagnodstico, mas uma vez validados em
estudos humanos, podem servir como biomarcadores de
epileptogénese apds uma injuria precipitante. Até o
momento, ndao ha dados que nos permitam indicar quais
pessoas desenvolverdao epilepsia apds uma injuria. Do
mesmo modo, estas células parecem cruciais para a dieta
cetogénica, participando ndo apenas na formacao de corpos
cetonicos e metabolizacdo dos lipidios, mas também através
da producao de adenosina, estimulado por esta dieta.
Ademais, estas células sdo cruciais para a producdo de
adenosina, um neuromodulador importante para controle da
excitabilidade neuronal. Assim, as células da glia, e os
astrocitos mais especificamente, apresentam um grande
potencial a ser explorado para o diagndstico e tratamento

das epilepsias.
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