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Resumo

Obijetivos: Estudar a existéncia de correlagao linear entre a intensidade do sinal
na IRM do hipocampo em FLAIR na ELT com EH e a concentragdo de GLU,
NO, IL1B8 e TNFa. Em outro enfoque, objetivamos comparar as concentragdes
hipocampais destes mediadores entre os pacientes com ELT e EH e controles
obtidos de autopsia. Metodologia: Estudamos 29 pacientes com ELT por EH e
20 individuos controles (10 autépsia e 10 controles de IRM). O sinal na IRM foi
medido em FLAIR (Leonardo, Syngo MR 2004A Siemens Medical Solutions)
tanto para pacientes como para controles. As concentragdes de GLU formam
obtidas por cromatografia liquida (HPLC), a de IL1B8 e TNFa foram obtidas por
ELISA (Kit BD Opteia) e a de NO foi aferida pelo equipamento NOA™ 280,
Sievers Instruments. Os dados foram avaliados utilizando-se os testes t de
Student para a comparagdes de concentragbes de mediadores nos diferentes
tecidos e o teste exato de Fisher, de Kolmogorov-Smirnov, de Levene para a
avaliagdo da correlacao linear de Pearson entre as variaveis. Resultados:
Quanto avaliamos as concentragdes dos diferentes mediadores em tecido com
EH e controle observamos aumento da concentracédo de IL1B e TNFa e
reducao do GLU e GABA na EH, sem alteragdes significativas do NO. Houve

correlacao linear positiva entre as concentragdes de NO, e hipersinal em FLAIR



tanto na cabeca, corpo e cauda do hipocampo. A citocina IL18 mostrou
correlacao linear positiva com o sinal em FLAIR na cauda hipocampal. Além
disso, houve correlacao linear inversa entre o sinal de FLAIR e a concentragcao
de GLU no hipocampo de pacientes com EH. Conclusdo: Esses dados
sugerem haver correlagao entre liberacdo de GLU e intensidade de sinal em
FLAIR na IRM. Por outro lado a correlagao positiva entre NO e IL1[3 e sinal em
FLAIR também sugere associagao com o fenémeno inflamatério e quantidade
de agua no hipocampo. Desta forma, concluimos que na EH ha inflamacéao e
excitotoxicidade, mesmo nas fases crbnicas da sindrome, flagradas pelas
alteracbes das concentracdes de IL1B, TNFa e GLU e NO. Estas alteracoes

podem estar correcionadas com o hipersinal da IRM em FLAIR.



1.0 INTRODUCAO

A epilepsia € um dos disturbios mais antigos que afligem a humanidade.
As descricoes remontam a 3500 aC, escritas pelos sumérios e egipcios.
Entretanto, o principal e mais antigo documento que trata de neurologia € egipcio,
datando de 1700 aC. E denominado papiro de Smith e neste documento é usado
pela primeira vez o termo encéfalo e trata de possiveis convulsdes, oriundas de
ferimentos no segmento cefalico de trabalhadores (Breasted, 1930).

Nessa mesma época, muitos textos escritos em acadiano registram crises
epilépticas. Neste periodo, apesar da aparente lucidez dos egipcios relacionando
a epilepsia com traumas e com o encéfalo, as idéias predominantes sobre a
epilepsia e demais doengas eram oriundas de fendbmenos sobrenaturais, magias,
maldicdes e maus espiritos (Fitzgerard, 2000). Cumpre ressaltar que ja era
observado neste periodo o encurtamento do tempo de vida devido a exposicao a
substancias téxicas, dentre estas estdo os asbestos, compostos muito perigosos e
usados até o presente (Law, 2009).

Apenas no século VI aC a medicina grega avangou em conhecimento no
que tange as doencas. Por volta de 400 aC, foi creditada a Hipocrates a idéia de
que a causa da epilepsia nao estava no sobrenatural e sim no cérebro (Yacubian,
2000). Desta forma, os gregos foram os primeiros a atribuir causas fisicas para as

doencgas e entre estas, as afec¢des neuroldgicas. Foram também os primeiros a



identificar o cérebro como local onde se encontra o comportamento humano
(Kandel et al., 2002).

Ja os gregos foram um dos primeiros povos com cultura antropocéntrica,
que atribuia aos deuses a forma humana. Esses deuses apresentavam os
defeitos e qualidades inerentes ao ser humano e deriva da escola Aristotélica a
idéia que “todos os animais percebem; porém, s6 o homem compreende”. Assim,
inicia-se o0 estudo detalhado das doengas e a procura por explicagdées racionais,
mesmo que equivocadas para as diferentes indagagcdes no campo da medicina.
Ainda hoje, o diagnostico das epilepsias € eminentemente clinico e baseia-se na
histéria do paciente, sendo confirmada através de exames subsidiarios.

Muitas personalidades marcantes na histéria da humanidade tinham
epilepsia e, devido a sua presenca, prevaléncia e importancia as crises foram
descritas inclusive na Biblia, em varias citagdes como em Mateus 17: 14-18;

Marcos 9: 17-27 e Lucas 9: 38-42.

1.1 EPILEPSIA

O termo epilepsia deriva do grego (emAnyia) que significa surpresa, ser
apanhado de repente e € definido como um disturbio cerebral crénico,
caracterizado por interrupgdes espontaneas, episédicas e recorrentes do

funcionamento normal do cérebro. Esses eventos sao denominados de crises



epilépticas (Engel, 1996). A epilepsia € caracterizada por periodos ictais (crises) e
periodos interictais (intercriticos), ndo constituindo um unico disturbio e sim um
grande numero destes, abrangendo um vasto numero de sintomas, com
prognostico clinico variavel, dependendo, dentre outros fatores, da sua etiologia
(Engel, 2001b; Foldvary et al., 2001). Por sindrome epiléptica compreendemos a
reunido de sinais e sintomas que definem uma condic&o epiléptica unica.

Muitas vezes a crise é precedida por uma aura que do grego significa
brisa. Tal nome foi cunhado por Pelops, professor de Galeno, que ao perguntar a
um paciente epiléptico o que sentira durante a crise, o paciente ndo soube
responder. Entretanto, um amigo que presenciara o fato referiu que foi como se
uma “brisa” houvesse passado por ele (referindo-se ao olhar de surpresa e a
expressao facial que com freqiéncia esta presente no inicio das crises) (Yacubian,
2000).

O conceito de que a sintomatologia da epilepsia era devida a descargas
neuronais andmalas foi creditado ao neurologista inglés Jackson, no século XIX
(Jackson, 1880). O quadro clinico é decorrente dessas descargas neuronais
andmalas, sincronizadas, que por sua vez refletem uma alteragdo do equilibrio
excitatorio/inibitorio no sistema nervoso ou refletem conexdes neuronais anormais
(Kandel et al., 2002).

Em 1981 (ILAE, 1981) a International League Against Epilepsy (ILAE)

classificou as crises epilépticas em trés subtipos:



1. Crises Parciais Simples (CPS): Fendmeno epiléptico o qual se origina
em determinada area cerebral sem o comprometimento do estado de consciéncia.

2. Crises Parciais Complexas (CPC): Fendmeno epiléptico que tem
origem em uma determinada area cerebral, com comprometimento da
consciéncia. Muitas vezes cursam com automatismos.

3. Crises Generalizadas: Fendmeno epiléptico que acontece de maneira
difusa no cérebro sem evidéncias de localizagdo. Podem ser generalizadas
d’emblée (primariamente) ou podem ser secundariamente generalizadas, surgindo

como a progressao de uma CPS e/ou CPC. FIGURA 1



Figura 1: A) Descargas epileptiformes envolvendo uma &rea cortical originam
crises parciais ou focais. B) Descargas epileptiformes envolvendo o sistema
reticular originam crises generalizadas. C) descargas iniciadas em areas corticais
em sua propagagao podem envolver o sistema reticular, dando origem as crises
parciais ou focais secundariamente generalizadas. Figura modificada de Yacubian

e Garzon (Yacubian and Garzon, 2003).



Porém, em 2001 a ILAE publicou uma nova proposta de classificagao das
crises epilépticas (Engel, 2001b), devido ao aperfeigopamento dos meétodos de
diagnostico. Paradoxalmente esta € uma classificagdo que se baseia nas
caracteristicas clinicas e semioldgicas, deixando de apresentar qualquer
conotacao anatémica ou fisiopatolégica. Compreende trés tipos de crises:

1. Crises autolimitadas ou isoladas.
- Crises focais.
- Crises generalizadas.

2. Crises continuas.

- Status epilepticus generalizado.

- Status epilepticus focal.

3. Crises reflexas desencadeadas por fatores precipitantes.

As crises focais sdo aquelas cujas manifestagdes clinicas indicam o
envolvimento de uma area de um dos hemisférios cerebrais e podem, com a
propagag¢ao das descargas, evoluir para crises parciais complexas e/ou tonico-
clénicas generalizadas. Chamando-se crise focal com generalizagdo secundaria.

As crises generalizadas ndo apresentam evidéncia de inicio localizado. As
manifestag¢des clinicas indicam o envolvimento de ambos os hemisférios cerebrais
desde o inicio e as descargas eletrencefalograficas sao bilaterais. A consciéncia

quase sempre € comprometida, exceto nas crises mioclonicas, que sao eventos



epilépticos generalizados muito breves, com duragcdo de poucos segundos,
quando a consciéncia é provavelmente preservada.

O Sflatus Epilepticus (SE) pode ser definido como a atividade epiléptica
continua e persistente, podendo ser generalizado ou focal. E encontrado em 28%
dos pacientes com displasia focal, quando a analise se restringe as formas de
desordens do desenvolvimento cortical localizado, caracterizado pela presenga de
neurdnios displasicos e células em baldo (Palmini et al., 1991). Em contraste,
pacientes com tumores cerebrais apresentam baixa frequéncia de SE (3% a 4%)
(Leppik, 1986), confirmando assim o alto grau de epileptogenicidade das lesdes
displasicas.

As crises reflexas nas sindromes epilépticas focais sdo evocadas de
forma consistente por estimulo aferente ou por um estimulo especifico. O estimulo
aferente pode ser elementar (auditivo, visual) ou complexo. A atividade também
pode ser elementar do tipo motora (movimento) ou elaborada como as cognitivas
(leitura, jogos) ou ambas.

Em 1989 a classificacdao da ILAE (ILAE, 1989) para as sindromes
epilépticas relacionava as mesmas como sendo localizadas, generalizadas e
indeterminadas. As duas primeiras sdo evidentemente mais comuns. Essa
classificagcdo baseou-se na separagcao das diferentes epilepsias e sindromes

epilépticas em trés caracteristicas principais: tipos de crises (parciais ou



generalizadas), etiologia (sintomaticas, idiopaticas e criptogénicas) e a idade de
inicio das crises. Esta classificacdo considerava quatro grupos de epilepsias:
1. Epilepsias e sindromes relacionadas a localizagdo, sendo
parciais ou focais:

- ldiopaticas: aquelas sem substrato lesional anatdémico, provavelmente
relacionadas a predisposi¢cao genética.

- Sintomaticas: as crises representam um sintoma de uma lesao estrutural
do sistema nervoso.

- Criptogénicas: termo que significa que a etiologia da epilepsia é
desconhecida ou indeterminada através dos métodos de diagnostico, atualmente
disponiveis. Porém, ha dados que sugerem que as mesmas sao provavelmente
relacionadas a um substrato anatémico alterado.

2. Epilepsias e sindromes generalizadas:

- Idiopaticas.

- Criptogénicas.

- Etiologias n&o especificas.

- Etiologias especificas.

3. Epilepsias e sindromes indeterminadas focais ou
generalizadas:

- Com sinais e sintomas de crises generalizadas e focais.

- Sem sinais inequivocos de crises generalizadas ou focais.



4. Sindromes especiais:

- Crises relacionadas a situagdes, como por exemplo: estimulos visuais,
pensamento, musica, alimentacdo, praxia, estimulos sensitivo-sensoriais,
estimulos proprioceptivos, leitura, agua quente, sobressalto.

Cumpre ressaltar que as epilepsias relacionadas a localizagdo sao
aquelas cujas manifestagdes clinicas indicam o envolvimento de uma parte de um
dos hemisférios cerebrais e que as epilepsias generalizadas sdo aquelas que
cursam com crises generalizadas (onde as primeiras manifestagées indicam o
envolvimento bilateral dos hemisférios cerebrais, muitas vezes confirmadas pelo
padrao eletrencefalografico ictal).

Ja as epilepsias sintomaticas agregam as epilepsias que sdo secundarias
a uma doencga subjacente, que cursa com crises epilépticas, enquanto que as
epilepsias idiopaticas ndo apresentam uma etiologia definida. Notadamente a
idade de inicio das crises € um fator cardinal na diferenciacido destes tipos de
epilepsias, uma vez que as epilepsias idiopaticas aparecem predominantemente
na infancia e adolescéncia, enquanto as epilepsias sintomaticas tém grande
incidéncia e prevaléncia nos primeiros anos de vida e também uma incidéncia e
prevaléncia progressiva a partir da adolescéncia.

Em 2001, a ILAE na sua nova proposi¢ao (Engel, 2001a, b), o termo focal
substituiu os termos parcial e relacionado a localizagdo, na Classificagao de 1989.

Estabeleceram-se entdo os conceitos de que uma sindrome epiléptica



compreende varios sinais e sintomas, que definem uma condi¢ao epiléptica unica,
que pode apresentar etiologias diferentes.

As doencas epilépticas s&do condigdes patoldégicas que apresentam
etiologia unica e bem definida. Quando, por exemplo, uma sindrome epiléptica tem
seu gene reconhecido, transforma-se numa doencga epiléptica. Nela figuram as
epilepsias idiopaticas, ou seja, aquelas com predisposicdo genética e as
epilepsias sintomaticas ou provavelmente sintomaticas, ou seja, as relacionadas
as lesdes estruturais, que agora estdo subdivididas em epilepsias limbicas e
neocorticais, sendo que as epilepsias limbicas compreendem:

- Epilepsia Mesial do Lobo Temporal, com Esclerose Hipocampal (que
sera objeto deste estudo);

- Epilepsia Mesial do Lobo Temporal, definida por Etiologias especificas;

- Outros tipos definidos segundo a localizagao e etiologia.

O novo conceito de epilepsia sintomatica substituiu o termo criptogénico
da classificacao de 1989. Todas as formas de epilepsia reflexas, tanto focais como
generalizadas, aparecem agrupadas. O conceito das encefalopatias epilépticas é
representado por formas de epilepsia que se instalam em geral em criangas
previamente normais e que cursam com deterioragdo cognitiva e déficits
neuroldgicos progressivos.

Finalmente, foram agrupados fenbmenos epilépticos que nao obrigam o

diagnostico de epilepsia tais como as crises febris, as crises neonatais benignas,
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as crises reflexas, as crises de retirada do alcool, outras crises induzidas por
drogas ou substancias quimicas e as crises pos-traumaticas imediatas ou
precoces.

As epilepsias focais sintomaticas, ou possivelmente sintomaticas, se
caracterizam pelo inicio focal das crises e por apresentar etiologias e
manifestagdes clinicas diversas, variabilidade esta que depende da localizacado da
area epileptogénica. O lobo temporal € o mais epileptogénico das regides
cerebrais, especialmente a por¢ao mesial (limbica).

Nos paises desenvolvidos estima-se que entre 0,5% e 1% da populacao
tenha epilepsia. Estes numeros tendem a serem maiores quando se fala em
paises subdesenvolvidos, segundo a Organizagao Mundial da Saude. Nestes ha
um maior contingente de infecgbes e infestagdes do sistema nervoso central,
déficit nutricional e principalmente deficiéncia da assisténcia pré-natal. No Brasil,
em um estudo realizado na cidade de S&o José do Rio Preto, a taxa de
prevaléncia de epilepsia foi de 18,6 casos por 1000 habitantes (Borges et al.,
2004).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € a forma mais comum de epilepsia
focal em adultos, responsabilizando-se por, pelo menos, 40% de todos os casos,
(Gastaut et al., 1975; Regesta and Tanganelli, 1999). A ELT pode ser secundaria a
esclerose mesial temporal ou definida por etiologias definidas como tumores e

malformacoes.
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1.2 ANATOMIA PATOLOGICA E EPILEPSIA TEMPORAL

A anatomia patologica é o ramo da medicina que estuda as alteragdes
morfolégicas subjacentes ao processo de morbido. Etimologicamente o termo
patologia, muitas vezes usado como sinbnimo de anatomia patolégica é
proveniente do grego (pathos — sofrimento, logus — estudo) (Michalany, 1995).
Assim, as doengas podem ser divididas em dois grandes grupos: as que possuem
substrato anatomopatolégico e as que nao o possuem.

O estudo comparativo morfologico é a base da patologia, muitas vezes
possibilitando conclusdes provadas muito posteriormente pelos outros ramos da
medicina (Michalany, 1995). Esta ciéncia versa basicamente sobre o estudo das
lesbes, ou seja, sobre as alteragées daquilo que consideramos como normal. O
reconhecimento do que é normal ndo €& simples, pois além das variacoes
anatbmicas inerentes a cada ser humano ocorrem pequenas variacdes
histologicas, topograficas e mesmo fisioldgicas que sdo compativeis com o padréao
‘normal”.

Em contrapartida, algumas doencas em estado inicial se confundem com
as variagbes acima mencionadas, tornando nebuloso o limite entre onde termina a
saude e se inicia a doenca. Coube a Rudolf Virchow no século XIX reconhecer
que as doencgas sao uma variagao da fisiologia normal e ndo decorrentes somente

dos estimulos externos (Virchow, 1854).
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No que tange ao estudo morfoldégico das alteragdes subjacentes a
epilepsia podemos dividi-las em dois grandes grupos:

- Primarias ou sem alteragdes morfologicas demonstraveis.

-Secundarias a uma alteracdo morfolégica demonstravel (p. ex.
neoplasias e cistos).

Desta forma, depreende-se que o achado isolado da anatomia patologica
€ insuficiente para a explicacdo das alteragdes clinicas apresentadas pelos
pacientes com epilepsia, levantando a hipétese de que para o desenvolvimento
deste disturbio seria necessario um solo propicio (um paciente com tendéncia a
crises epilépticas devido a pequenas alteragdes constitucionais ndo demonstraveis
pelos métodos atuais), aliado a um evento iniciador ou desencadeante (Les
Neurologues du Groupe Pitié-Salpétriere, 2000). Apos isto € necessario que se
estabelecam conexdes em que se crie uma via ou circuito “epiléptico” auto-
alimentado, que culminara com as manifestagdes clinicas (Nadler, 2003).

Secundariamente a uma alteragao regional, estabelece-se uma anomalia
global, pouco demonstravel morfologicamente. Porém, com o estudo detalhado,
retrospectivo e prospectivo de cada caso pode-se agrupar os diferentes pacientes
em categorias prognosticas.

As epilepsias secundarias usualmente sao resistentes ao tratamento
clinico, sendo frequentemente submetidas a cirurgia (Engel et al., 1997).

Entretanto, ndo ha uma correlagao exata entre os achados morfolégicos e a clinica
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exibida pelos pacientes. Ou seja, ndo sao todas as neoplasias de um referido tipo
gque cursam com um mesmo padrao de convulsdes ou mesmo com convulsoes
(Burguer and Scheithauer, 2007; Louis et al., 2007). Além do que, os achados
subjacentes a epilepsia, encontrados em alguns pacientes tais como a esclerose
mesial temporal (detalhada a seguir), podem estar presentes em outros pacientes,
que exibem uma clinica completamente diferente (ex. deméncia ou disturbio
circulatorio cerebral) (Amador-Ortiz et al., 2007; Kalimo, 2005).

Assim, o estudo pormenorizado do produto cirurgico das epilepsias
farmaco-resistentes (refratarias) € primordial tanto no que diz respeito a
assisténcia de cada paciente, quanto para uma melhor compreensao destas
doencgas, possibilitando assim a estratificacdo por diferentes critérios em
categorias prognosticas.

A ELT representa 60% das epilepsias parciais e 40% das epilepsias em
adultos, sendo considerada a forma mais comum nesta faixa etaria. (Gastaut et
al., 1975; Regesta and Tanganelli, 1999). A atividade das crises na ELT envolve o
lobo temporal medial e estruturas limbicas, onde podemos incluir: hipocampo,
amidala, cértex entorrinal, neocortex temporal lateral, tdlamo medial e lobo frontal
inferior (Spencer, 2002a, b). Varios estudos tém apontado o hipocampo como
sendo uma estrutura particularmente importante na conexdo temporal/limbica
associada a ELT (de Lanerolle and Lee, 2005). Atualmente, a ELT esta

subdividida em mesial, neocortical ou lateral, dependendo da origem e semiologia
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das crises (Engel, 2001a, b). A ELT mesial (ELTM) pode ser secundaria a
esclerose mesial temporal ou definida por etiologias tumorais e mal formativas
(Cendes and Kobayashi, 2000).

A ELT associada a esclerose mesial temporal € hoje a sindrome epiléptica
mais detalhadamente estudada, tanto no ambito clinico quanto no experimental,
devido a sua alta prevaléncia e a refratariedade ao tratamento farmacoldgico
(Cendes and Kobayashi, 2000).

Na maioria dos pacientes as caracteristicas clinicas consistem em uma
sequéncia de eventos relativamente constante (French et al., 1993):

1. Até cerca de 90% dos pacientes referem, em pelo menos algumas
crises, fenbmeno sensorial consciente (aura).

2. Reacao de parada e fixacao do olhar.

3. Seguem-se automatismos simples, geralmente do tipo oro-alimentar, e
alteracdes motoras contralaterais; e finalmente,

4. Ocorrem automatismos complexos, subitos, de aparéncia agitada ou
generalizagao secundaria.

A fase pos-ictal inclui desorientacao, déficit de memoaria recente, amnésia
do evento e afasia, se as crises comegam no hemisfério dominante (Engel, 1996).

Na avaliagdo clinica, os pacientes normalmente apresentam exame
neurolégico normal, exceto nos caso de refratariedade quando os pacientes

podem ter déficit de memoaria recente, disfungdo da memoaria verbal ou nao-verbal
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(espacial) e disturbios cognitivos, de acordo com o lado comprometido (Jones-
Gotman, 1991; Jones-Gotman and Smith, 2006).

O diagnodstico por imagem, uma area recente e de grande crescimento,
apresenta cada vez mais um papel de destaque no diagndstico das diferentes
sindromes epilépticas. Na EH a RM tem grande sensibilidade no diagndstico,
porém baixa especificidade (Souza et al., 2006). Por ser uma modalidade
diagnostica nao-invasiva e com poucas contra-indicagées, além do baixo risco
para os pacientes tem grande aplicabilidade. Muitas seqliéncias sao usadas para
a avaliacao dos pacientes com epilepsia do lobo temporal. As seqiéncias T1, T2,
FLAIR e IR representam o segmento de analise qualitativa (na maioria dos casos)
e a relaxometria em T2, a espectroscopia e a volumetria representam as
sequéncias com analises quantitativas.

As imagens obtidas em T1 mostram-se mais anatébmicas que as obtidas
em T2. A subtragdo da agua livre de T1 na aquisi¢do de T2 gera o FLAIR (fluid-
attenuated inversion-recovery). Estas técnicas, quando associadas a analise
quantitativa, otimizam o diagnéstico da ELT por EH (EMT), com sensibilidade e
especificidade acima de 90% (Sanchez-Alvarez et al., 2000).

Entretanto, ndo existe apenas uma alteracdo que caracterize a EMT na
RM, mas sim um grupo de alteragdes, algumas das quais ainda alvo de discussao
quanto a sua génese. O hipocampo mostra-se atrofico (com volume reduzido) e

apresenta hipersinal (flagrado preferencialmente em T2 e em FLAIR), associando-

16



se dilatagao secundaria do corno temporal do ventriculo lateral e atrofia do férnice.
Associando-se a estas alteracdes temos ainda hipersinal na amidala e também
redugdo do seu volume. O cortex temporal polar (pdélo temporal) também
frequentemente apresenta hipersinal e o limite entre as substancias branca e
cinzenta nao é nitido. Por vezes o sinal do cértex temporal lateral também se

apresenta com sinal alterado (Carrete et al., 2007). FIGURA 2
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FIGURA 2: Exemplos de RM de pacientes com ELT por EMT. A) Paciente 28, RM

em FLAIR mostrando hipersinal no hipocampo esquerdo. B) Paciente 28, RM em
FLAIR mostrando hipersinal no hipocampo esquerdo. C) Paciente 10, RM em
FLAIR mostrando hipersinal no hipocampo esquerdo. D) Paciente 10, RM em

FLAIR mostrando hipersinal no hipocampo esquerdo. (Setas brancas)
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O substrato de muitas destas alteragdes € motivo de discussao e poucos
estudos correlacionam os dados de RM com a histologia. Porém, alguns autores
chamam a atencao para a alteracao/quebra da bainha de mielina, presenca de
infiltrado perivascular de linfécitos, proeminéncia dos espagos perivasculares de
Virchow-Robin, além de “clusters” de células “ofjgo-like” (Burguer and Scheithauer,

2007; Mitchell et al., 1999). FIGURA 3
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FIGURA 3: A) Infiltrado perivascular de elementos mononucleados constituidos
por linfécitos e hemossiderofagos (Barra: 20 pm; Hematoxilina&Eosina). B)
Infiltrado perivascular de elementos mononucleados constituidos por linfocitos e
hemossideréfagos, associados a edema / disrupgdo da mielina perivascular
(Barra: 20 um; Cresil). C) Infiltrado perivascular de elementos mononucleados
constituidos por linfécitos (Barra 20 pm; Hematoxilina&Eosina). D) Infiltrado
perivascular de elementos mononucleados constituidos por linfocitos e
hemossideréfagos (seta), associados a edema / disrupgdo da mielina perivascular
e presengca de agregados de celular “oligo-like” peri-neurais e solitarias

(asteriscos) (Barra: 20 ym; Hematoxilina&Eosina).
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Na RM geralmente ha altera¢des sugestivas de esclerose mesial temporal
representadas pela atrofia e alteragdo do sinal, em seqliéncias especificas
(Cendes et al., 1993a; Watson et al., 1997a; Watson et al., 1997b) e no SPECT
(tomografia computadorizada por emissédo de foton unico) observa-se uma
reducdo do fluxo sanguineo/metabolismo de glicose no periodo interictal e um
aumento dramatico do metabolismo durante as crises espontaneas e recorrentes
(Duncan et al., 1993; Lee et al., 1988; Rowe et al., 1989) Historicamente, Bouchet
e Cazauvieihl em 1825 (Bouchet and Cazauvieihl, 1825) foram os primeiros
autores a referirem as lesdes estruturas mesiais do lobo temporal, descrevendo
assim a atrofia e a rigidez hipocampal em pacientes epilépticos. Entretanto, a
caracterizagao clinica das crises epilépticas, originadas do lobo temporal, data de
1888, quando Jackson descreveu auras intelectuais e estados oniricos, em
pacientes que apresentavam alteragdes patologicas do rinencéfalo (Jackson,
1888).

Em 1941, Penfield e Erickson (Beaumanoir and Roger, 2001), a partir de
estudos eletrofisiologicos realizados durante procedimentos cirurgicos,
introduziram o termo ELT para o quadro que se caracterizava por crises
epilépticas com automatismos e ocorréncia, no EEG, de espiculas e ondas lentas,
localizadas na regido temporal. Em torno de 1950, estudos clinicos e
experimentais descreveram o lobo temporal limbico, funcionalmente distinto das

estruturas neocorticais temporais (Penfield, 1958; Penfield and Milner, 1958). As
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crises epilépticas limbicas receberam, entdo, varias denominagbes como
psicomotoras, temporais, focais com expressao difusa, rinencefalicas, antes de
serem classificadas como crises parciais complexas. Em 1951, Sholz (Beaumanoir
and Roger, 2001) considerou a possibilidade desta forma de epilepsia ser devida a
crises epilépticas de repeticao, ocorridas durante a infancia.

A ELT também pode ser consequéncia de alteracbes cerebrais
associadas a diferentes fatores, tais como doencas clinicas, doengas neuroldgicas
agudas, lesdes cerebrais, tumores, malformacdes e mais frequientemente por
esclerose mesial temporal / esclerose hipocampal (EMT/EH).

A ELT por EH corresponde a aproximadamente 60% dos casos de ELT
(Engel et al., 1997; Sander, 1993). A sua importancia clinica reside na sua alta
prevaléncia e elevada proporcado de pacientes com crises refratarias ao tratamento
medicamentoso. Quanto a estimativa da refratariedade neste tipo de epilepsia ha
uma variagao de 11% a 42% no que tange ao controle das crises (Berkovic et al.,
1995; Engel et al., 1993; Patrick et al., 1995; Stephen et al., 2001).

Entretanto a ELT por EMT/EH passou e ser encarada como um disturbio
das conexdes neuronais, causado por interagdes anormais entre as estruturas do
lobo temporal (Spencer, 2002a). Em alguns casos pode ter origem no lobo
temporal e, conseqlentemente ser tratada pela remogao das estruturas mesias do

lobo temporal (Spencer, 2002b).
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A EMT é a lesdao mais comumente encontrada na ELT. Deve seu nome
devido ao aspecto macroscopico de atrofia e endurecimento das estruturas
mesiais do lobo temporal. O termo esclerose origina-se do latin esclerosis, cuja
tradugcdo grega é schirro, cujo significado é duro (Michalany, 1995). Estas
alteracdes foram, pela primeira vez, referidas na epilepsia, associada a perda
cognitiva (Bouchet and Cazauvieihl, 1825) e seu padrao microscépico descrito
anos depois, quando se cunhou a idéia de que “os sintomas epilépticos sao
frequientemente associados a uma doenga do corno de Ammon” (Sommer, 1880).

Os termos EMT e EH muitas vezes usados como sindnimos fazem
mencao ao comprometimento das estruturas mesias do lobo temporal e do
hipocampo propriamente dito, respectivamente. O termo EMT é mais abrangente,

sendo uma designacao preferivel. FIGURA 4
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FIGURA 4: Alteragbes na amidala presentes na EMT. A) Secgdo de amidala

retirada cirurgicamente do Paciente 6 (Barra 1000 ym; Hematoxilina&Eosina). B)
Seccao de amidala, representada em “A”, em imuno-histoquimica para GFAP,
mostrando gliose focal (Barra 1000 ym; GFAP). C) Ampliacdo da area marcada
em “B”, mostrando hipertrofia e hiperplasia dos astrocitos (Barra 500 ym; GFAP);
D) Ampliagdo da area marcada em “C”, mostrando detalhes dos astrocitos,
hiperplasicos, alguns com clasmatodendrose e imagens negativas de neurdnios

(Barra 100 pm; GFAP).
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A ILAE classificou a ELT entre as relacionadas a localizacao, enfatizando
suas caracteristicas clinicas, radiolégicas e anatdmicas especificas e nela, o
hipocampo tem sido considerado como uma das estruturas mais comprometidas.

A formacao hipocampal € constituida pelo hipocampo propriamente dito
(referido também como corno de Ammon, devido a semelhanga ao Deus egipcio
homénimo), pelo giro dentado e pelo subiculo. E um tipo de cortex
filogeneticamente muito antigo e conhecido como arquicértex e € trilaminar. Os
setores hipocampais recebem nomes referentes as diferentes regides (Mills,
2006):

- Cornu Ammonis 1 (CA1): E a porcdo que se arqueia em direcdo ao
corno temporal do ventriculo lateral, partindo do subiculum, também conhecido
como setor de Sommer.

- Cornu Ammonis 2 (CA2): E a porcdo que constitui o soalho do
corno temporal do ventriculo lateral, também conhecido como placa resistente
dorsal de Spielmeyer e se caracteriza por ter as células mais proximas (densidade
celular maior).

- Cornu Ammonis 3 (CA3): E a porcéo que sofre deflexdo em diregéo
ao hilo do giro dentado.

- Cornu Ammonis 4 (CA4): E constituido pelas células piramidais do

hilo do giro dentado. FIGURA 5
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FIGURA 5: Seccao histoldgica da formagao hipocampal onde CA1 - Cornu

Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis 3; CA4 - Cornu
Ammonis 4 ou hilo do giro dentado; * - fissura hipocampal; Setas — Stratum

granulosum do giro dentado (Barra 600 pm; Cresil).
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O arquicértex tem apenas um sentido de passagem do impulso nervoso.
Este é proveniente do coértex entorrinal (paleocortex, caracterizado por trés ou
quatro camadas celulares pouco individualizaveis), que adentra ao stratum
granulosum do giro dentado pela via perfurante. Através das fibras musgosas que
emanam das células granulares este impulso chega ao hipocampo propriamente
dito. Pela via das colaterais de Schaffer estas passam de CA3 para CA1 (Kandel

et al., 2002). FIGURA 6
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Figura 6. Representacao esquematica da circuitaria, camadas e células principais
do hipocampo. A) Principais componentes do circuito hipocampal. B) Exemplo de

células de CA1 e CA3, mostrando, estruturagado de camadas hipocampais.
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A formacdo hipocampal tem as suas areas bem divididas
histologicamente (No, 1934; Silva et al., 1990):

1. - Epéndima ou zona epitelial, que forma o revestimento da superficie
ventricular do hipocampo.

2. - Alveus, constituido por fibras aferentes e principalmente eferentes da
formacao hipocampal, que originam a fimbria e o férnix.

3. - Estrato oriens, formado por axdnios e dendritos basais de células
piramidais, e outros tipos celulares como as células em cesto, que sao
interneurénios inibitdrios.

4. - Estrato piramidal, composto por agrupamento denso de células
piramidais que é o principal tipo de células do Corno de Ammon.

5. - Estrato radiado que € a camada que se caracteriza por corpos
celulares esparsos e dendritos apicais finos, de células piramidais organizadas de
forma regular, com aspecto radiado;

6. - Estrato lacunoso molecular, formado por ramificacbes dos dendritos

apicais das células piramidais. FIGURA 7
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FIGURA 7: Seccao histologica da formagao hipocampal, compreendendo regido
de CA 1, onde A: Zona epitelial ou de epéndima; B: Alveus; C: Estrato Oriens; D:
Estrato Piramidal; E: Estrato Radiado; F: Estrato Lacunoso-Molecular; *; Hilo do

giro dentado (CA 4) (Barra 300 pm; Cresil)
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E importante ressaltar que as estruturas mesiais do lobo temporal sdo
fundamentais para a formagdao da memodria. Em 1958, PENFIELD e MILNER
(Penfield and Milner, 1958) estabeleceram o papel critico do hipocampo e
estruturas adjacentes do lobo temporal na memodria a partir da observagcao de
pessoas com epilepsia, submetidas a lobectomia temporal, para controle de
epilepsia intratavel e seus achados permanecem ate hoje, embora a localizagao
exata da memodria nestas estruturas ainda nio seja bem entendida.

A EMT é o achado anatomopatolégico de 50-70% dos pacientes com ELT
refrataria ao tratamento clinico, tendo a sua origem em estruturas limbicas do lobo
temporal. Esta denominacao ressalta o envolvimento de outras estruturas mediais
como a amidala, o giro parahipocampal, o cértex entorrinal, além do hipocampo e
subiculum (Babb, 1987; Bonilha et al., 2005; Stafstrom, 2005).

O padrao referido como EH se traduz histologicamente como perda
neuronal (células piramidais), que envolve o0 hipocampo propriamente dito,
associando-se a alteracbes da fascia dentata. Os padrbes de perda celular do
hipocampo foram classificados em cinco diferentes padrbes (detalhados a seguir)
(Blumcke et al., 2007). Quanto as alteragbes do giro dentado ainda né&o ha
consenso quanto a sua nomenclatura. Porém, a International Society of
Neuropathology propés uma classificagdo, ainda ndo completamente aceita, do
que chamaram displasia do giro dentado (Golden and Harding, 2004). No conceito

de EMT estao contidas alteragcbes apresentadas no lobo temporal que ndo sao
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demonstraveis pela histologia convencional, mas podem ser flagradas em estudos
de imagem, ou mesmo em estudos morfométricos, que as estruturas mediais do
lobo temporal apresentam, por exemplo o hipersinal do pélo temporal e também
as malformagdes tectonicas do hipocampo (Ryvlin et al., 2002; Ryvlin et al.,,
1992a; Ryvlin et al., 1992b; Sloviter et al., 2004).

Apesar da relagao entre a EMT e ELT ja estar bem definida na literatura, o
mecanismo exato pelo qual a EH participa na génese das crises epilépticas ainda
nao foi inteiramente desvendado, pairando duvidas se a EH é causa ou
consequéncia da ELT. MEYER e colaboradores (Meyer et al.,, 1954) ja
especulavam que a EH estaria associada a uma historia prévia de insulto
precipitante inicial, tais como crises epilépticas que ocorrem em fases precoces do
desenvolvimento cerebral humano.

Em pacientes com ELT, profundas alteragcbes sao encontradas na
formacao hipocampal. O aspecto macroscopico & evidente com atrofia, muitas
vezes exuberante, e a presenca de endurecimento. Na microscopia, ha perda dos
neurdnios e gliose reacional. Este perda classicamente predomina em CAf1.
Porém, qualquer um dos setores pode ter perda de neurbnios. Em casos muito
sutis existe apenas a perda de neurbnios do hilo do giro dentado, sendo
evidenciado pela auséncia de células positivas para neuropeptideo Y,
reconhecidamente um dos sinais mais precoces da EMT. Além da perda neuronal,

existe o brotamento de fibras musgosas, que sao os axbnios das células
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granulares (denominadas de zincafins por serem ricas em zinco). Esse processo é
denominado de brotamento supragranular das fibras musgosas ou “sprouting’,
ocorrendo no giro dentado. Esse brotamento parece fazer conexdes andémalas
entre os axénios das proprias células granulares e seu corpo dendritico. Esse
brotamento parece fazer conexbes andémalas entre os axbdnios das proprias
células granulares e seu corpo dendritico, gerando um circuito auto-alimentado,
excitatorio e reverberante, que pode ser responsavel por parte da sintomatologia
apresentada pelos pacientes (Nadler, 2003; Spencer, 2002a).

O espectro de alteragdes histopatoldgicas da formagao hipocampal com
esclerose € amplo, podendo ser dividida em dois grandes grupos:

1. — Relacionadas ao hipocampo propriamente dito.

2. — Relacionadas ao giro dentado.

O hipocampo propriamente dito, representado pelas diferentes regides do
corno de Ammon usualmente exibe perda neuronal e gliose isomorfica
(proliferagao glial reativa com células semelhantes e regularmente espagadas) e
existem diferentes padrées de perda neuronal, classificados por Blumcke e
colaboradores em 2007 (Blumcke et al., 2007).

A EH classica representa a maioria dos achados anatébmicos. Esta
entidade se caracteriza por intensa despopulagdo neuronal em CA1, onde todos
os outros segmentos do hipocampo tém perda neuronal, principalmente CA3 e o

hilo do giro dentado. De acordo com a presenca de perda neuronal em CA3
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podemos subdividi-la em Tipo 1A (moderada perda) e tipo 1B (intensa perda).
Ambas sao apresentadas por pacientes com as mesmas caracteristicas clinicas e
tém semelhante implicagdo progndstica.

Lanerolle em 2003 descreveu uma nova “subcategoria” de EH, referida
como esclerose de CA1. Esta entidade se caracteriza pela perda de neurdnios
piramidais apenas na regiao de CA1, com gliose reativa, referida com EH Tipo 2
por Blumcke e cols.(Blumcke et al., 2007). Esta entidade, também pertence ao
grupo da EH atipica, esta relacionada com um pior prognéstico pds-cirurgico e
também se relaciona com um evento precipitante inicial tardio.

A esclerose da placa terminal (end folium), também pertencente ao grupo
da EH atipica, se caracteriza pela perda de neurbnios restrita ao hilo do giro
dentado, referida como Tipo 3 por Blumcke e cols. (Blumcke et al., 2007). Esta
entidade é de dificil diagndstico na microscopia 6ptica comum, uma vez que a
perda celular e gliose podem ser brandas. Desta forma, a auséncia de neurdnios
na periferia do hilo do giro dentado, células usualmente positivas para
neuropeptideo Y, substancia P e somatostatina é de grande valia para o
diagnéstico desta entidade. Seu reconhecimento € importante, pois tem a mesma
implicagdo prognodstica da EH Tipo 2. Cumpre ressaltar que as caracteristicas
clinicas dos pacientes também sdo semelhantes (Blumcke et al., 2007).

Resta ainda um grupo de pacientes que nao tem alteragdes relacionadas

a perda celular no hipocampo. Este grupo de pacientes tem eventos iniciais mais
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tardios que os apresentados pelo grupo da esclerose hipocampal atipica, e tem
prognostico intermediario entre o grupo da EH tipica e o grupo da EH atipica.
Alguns trabalhos tentaram demonstrar alteragées nestes hipocampos, enquanto
outros enfatizam a relagédo com outras doengcas como cavernomas (Blumcke et al.,
2007; Sloviter et al., 2004).

O giro dentado também exibe alteragdes de dois tipos, basicamente. A
mais comum € a dispersao das células granulares, que acompanha muitas vezes
a esclerose tipica do hipocampo (Blumcke et al., 2007). Esta alteracdo se
caracteriza pela alteracdo da forma das células granulares, que assumem aspecto
fusiforme e espessam o estrato granuloso. Algumas células tém disposicéo
paralela ao giro dentado (Golden and Harding, 2004).

O outro padrao de alteracdo é chamado de desdobramento ou
bilaminagdo. Nesta anomalia, a camada externa de células granulares se
desprende do giro dentado e constitui uma camada mono ou bicelular, separada
por uma faixa com poucas células (Golden and Harding, 2004). Esta alteragao
pode ser parcial ou completa (Rougier et al., 2005; Rougier et al., 2003).

As alteragbes do giro dentado s&do consideradas adquiridas, exceto o
desdobramento total, que se acredita pertencer ao grupo das malformagdes

(Rougier et al., 2003).
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1.3INFLAMAGAO

O termo inflamagéao foi introduzido cerca de 2000 anos atras por Celsus
em dois dos oito volumes que este devotou a histéria da medicina. Literalmente,
inflamacao significa atear fogo. No terceiro volume Celsus mencionou os quatro
sinais e sintomas que ele julgou caracteristicos da “inflamacao” referidos como
rubor, tumor, calor e dor (dolor) (Celsus, Primeiro Século dC).

Entretanto, em 1859, Rudolf Virchow, no seu trabalho classico
Cellularpathologie (Virchow, 1854), descreveu: “A inflamagcdo € o processo
patolégico mais comum no tecido, causado por um estimulo que evoca alteragdes
em partes celulares do tecido, onde se segue a perda da fungao tecidual”’. Assim,
foi Virchow quem introduziu o quinto sinal da inflamacao “functio laesa’. Na
patologia virchowiana tradicional as outras manifestagdes das doencas sao:
neoplasia, hiperplasia, hamartoma, malformacao, degeneragao e cistos.

Em 1877, Cohnhein observou que: nos 6rgaos menos inervados a dor era
menos proeminente; em regides desprovidas de vasos sanguineos, a inflamacao
nao tinha cor avermelhada e; onde os vasos linfaticos estavam intactos, o tumor
(inchago, edema) nao se desenvolvia” (Cohnhein, 1877).

Notamos que, apesar da inflamacdo ser um processo de grande
importancia, ainda nado tem uma definicdo precisa sobre o que vem a ser

inflamacao, processo inflamatério e doenca inflamatoria. Apenas existem
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descricbes que perduraram por séculos, uma vez que constituem as
manifestacoes reais deste processo, quando observadas clinicamente e
histologicamente.

Com o passar do tempo é necessario que tenhamos uma definicado que
nos permita excluir os demais processos patologicos, tanto por razdes
académicas, quanto por razdes praticas. Muitas definicbes foram propostas em
livros de patologia especial e patologia geral. Porém, a definicdo mais adequada
foi proposta por Ackerman e Boer (Ackerman et al., 2005; Boer et al., 2003):

INFLAMACAO: “Alteragbes teciduais que ocorrem tipicamente como
reagao a injuria de qualquer tipo (mecanica, actinica, quimica, alérgica, infecciosa
e efeitos de neoplasias) e caracterizadas clinicamente por sinais especificos e
histopatologicamente por vasodilatacao e infiltrados de células inflamatodrias, estas
sendo especialmente neutrofilos, eosindfilos, linfécitos, plasmadcitos e histiocitos”.

FIGURA 8
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FIGURA 8: Exemplos da ocorréncia de inflamagdo relacionadas a outros

processos patoldgicos, neste caso neoplasias. A) Carcinoma espinocelular “/n sitv’
do colo uterino com extensao glandular (Barra 400 um, Hematoxilina&Eosina) B)
Ampliacdo de “A” mostrando foco extensao glandular e infiltrado mononucleado
estromal adjacente (Barra 100 pm, Hematoxilina&Eosina). C) Carcinoma
basocelular da pele, tipo nodular, sem ulceragdo (Barra 1000 pm,
Hematoxilina&Eosina) D) Ampliacdo de “C” mostrando infilirado mononucleado

estromal adjacente (Barra 100 um, Hematoxilina&Eosina).
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Inflamatdrio € outro termo que carece de definicdo e muitas vezes e é
evocado quando se referem a inflamagéao. Inflamatério € um adjetivo que significa
‘pertencente a inflamacgao”. Este termo, entdo, pode ser relacionado com as
alteracdes pertencentes ao processo inflamatorio (Boer et al., 2003).

Visto o exposto acima, o que vem a ser doenca? Um termo presente em
praticamente toda a literatura médica, que pode (e deve) ser amplo e abrangente.
Como doenca, consideramos qualquer alteragdo, que nao seja fisioldgica, na
estrutura ou funcao de qualquer parte de érgao, sistema ou mesmo do corpo como
um todo. A diferenciagdo entre moléstia e doenga reside na subjetividade, pois
moléstia diz respeito ao que o paciente sente (Bder et al., 2003). Ainda doencga
pode fazer parte do nome de uma entidade patologica (p.ex. doenga de Cushing e
doencga de Devic).

Por fim falta referéncia ao grupo de doencgas, referidas como
inflamatorias:

“DOENCA INFLAMATORIA: Uma desordem caracterizada
histopatologicamente pelo infiltrado de células inflamatérias e, por vezes, por
alteracbes secundarias aos efeitos destas, onde o infiltrado ndo esta afiliado a
qualquer outro processo patologico fundamental (como neoplasias)”’(Ackerman et
al., 2005; Boer et al., 2003).

Com o avangar do conhecimento um numero muito grande de mediadores

do processo inflamatério passou a ser descrito e também estudado para que a
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manipulacdo terapéutica desta reagdo pudesse ser realizada. Os diferentes
mediadores podem ser divididos em alguns grandes grupos (Kumar et al., 2004):

1-Aminas vasoativas: que englobam a histamina e a serotonina,
mediadores langados precocemente no processo.

2-Proteinas plasmaticas: que constituem um grupo extenso de
mediadores, sendo representados pelo sistema do complemento, sistema das
cininas e sistema de coagulagao sanguinea.

3-Metabdlitos do acido araquiddnico: representados pelas
prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas.

4-Fator ativador de plaquetas (PAF).

5- Citocinas e quimiocinas: que constituem um amplo grupo de
mediadores com diversas acoes.

6-Oxido nitrico (NO).

7-Constituintes lisossomais dos leucdcitos.

8-Radicais livres derivados do oxigénio.

9-Neuropeptideos.

Devido a extensdo dos mediadores inflamatorios centrarei a descri¢éo a

somente alguns, pertinentes a esse trabalho: o 6xido nitrico, a interleucina 1 beta
(IL-1B) e o fator de necrose tumoral alpha (TNFa), os dois ultimos considerados

citocinas.
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O NO, um potente vasodilatador, € um mediador pleiotrépico de
inflamacao, sendo responsavel por muitas manifestacbes desse processo, mas
tem também acdo na neurotransmissdo normal e fisioldgica (Kandel et al., 2002).
O NO ¢é sintetizado a partir do nitrogénio guanidino da L-arginina, na presenca de
oxigénio molecular, passando a L-citrulina e NO. A enzima envolvida no processo
€ a oxido nitrico sintetase (Almeida et al., 1999) uma enzima calcio e calmodulina
dependente. Tem trés isofomas, duas constitutivas, presentes no endotélio
(eNOS) e neurdnios (nNOS), além de uma forma indutivel (iNOS) (Adkinson et al.,
2003).

O NO promove vasodilatacdo pelo relaxamento das células musculares
lisas dos vasos, reduz a agregacao plaquetaria, reduz os efeitos inflamatorios,
derivados de mastécitos e reduz a rolagem e adesao dos leucocitos nas vénulas
pos-capilares, apresentando assim um misto de acdo inflamatéria e anti-
inflamatéria. Na presenca do radical livre, o anion superoxido o NO se transforma
em peroxinitrito, um radical livre muito nocivo (Saleh et al., 1998). Estas
moléculas, muitas vezes geradas em varios tecidos tém acgéo bactericida (Kumar
et al., 2004). Porém, sao danosas ao organismo, levando a fragmentagao do DNA,
inibicdo do metabolismo oxidativo mitocondrial, ativam o NF-kB (que leva a
produgao de citocinas inflamatdrias) e ocasiona a apoptose de células epiteliais

(Janssen-Heininger et al., 2002).
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A acado do NO é feita por via paracrina, uma vez que € um gas soluvel e
tem meia vida muito curta /7 vivo, de pouco segundos, apenas. Nas células alvo a
sua acao é feita de duas formas. Pela ativacdo do NF-kB que leva a um aumento
da expressao de citocinas pro-inflamatérias, referido acima e pela inativagao
oxidativa de proteinas tirosina-fosfatases, o que acarreta em um aumento da
sinalizagdo do sistema da fosfotirosina (Forman and Torres, 2002).

Alguns pormenores da acdo antiinflamatéria do NO ainda n&o sdo bem
compreendidos, mas evidéncias mostram que o aumento crénico da expressao da
NOS protege contra a lesédo inflamatéria (Laroux et al., 2001). A deficiéncia
genética de NOS, por outro lado, aumenta a lesdo causada pela inflamagao
tissular (De Sanctis et al., 1999).

Na transmissao sinaptica a NOS é induzido em resposta a estimulacao do
receptor NMDA de glutamato. O NO produzido atua com mensageiro retrogrado
na potenciacao duradoura (LPT) (Kandel et al., 2002). Assim, a liberagdo de
demasiada de glutamato leva a uma producdo de NO, além de levar ao dano
excitotoxico do neurbnio pds-sinaptico. A morte celular por excitotoxicidade é

também é causa de inflamacgao, que por sua vez leva a produgao de mais NO.

O TNFa e a IL-1B sd3o mediadores inflamatérios produzidos
principalmente por macréfagos. Porém um numero muito grande de células

também os produz em quantidades bem menores. Os estimulos que levam a
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producdo destes mediadores sdo muitos. Entre eles estdo as endotoxinas
bacterianas, virus, di-isocianato de tolueno, interferons, taquicininas, fragmentos
do complemento, leucotrienos e a estimulagéo direta dos macrofagos. A inibigao
de sua producdo também é feita por muitas formas, tais como pela agéo de
corticoides, pela acao da prostaglandina E2 (PGE2) e por imunomoduladores.

As suas agdes mais importantes relacionam-se com a indugdo das
reacoes de fase aguda, mas também na inflamacido cronica tem um papel
importante na perpetuacdo do processo, pois induzem a producdo de uma
variedade de outras citocinas, fatores estimulantes de coldnia e ativam as células
inflamatérias. No endotélio, levam a muitas alteracdes relacionadas a transcricao
génica (ativagao endotelial), com a producédo de NO e a sintese de moléculas de
adesdo. Além disto, ha aumento da trombogenicidade do endotélio e alteragcdo do
fluxo sanguineo localmente.

A acdo destes mediadores é realizada via receptores acoplados a
proteina G. Assim, existe ativacdo da tirosina cinase e da proteina cinase C, com
aumento na expressao génica do NF-«kB.

A IL18 e o TNFa tém agdes muito semelhantes, ambas com grande
atividade pro-inflamatéria. Diferem em alguns detalhes como o aumento da
expressao do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) tipo 1 e 2, e pelo
fato de que o TNFa tem uma agao apoptética em diversos tipos celulares, tal acao

que lhe conferiu 0 nome.
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Deste modo € possivel se observar que estes mediadores tém
fundamental importancia no processo inflamatério como um todo, desde as suas
fases mais precoces quanto também na cronicidade do processo. Assim
constituem-se em 6timos marcadores para a presenga de inflamagdo e na sua
quantificagdo, associando-se de forma importante aos achados histopatoldgicos
na elucidacao do processo que se desenvolve frente a uma agressao qualquer em

um tecido vivo.

1.4 EXCITOTOXICIDADE E INFLAMAGAO NA EPILEPSIA DO LOBO

TEMPORAL

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso
central e, quando liberado em grandes quantidades, pode gerar um fendmeno
conhecido como excitotoxicidade. Frente a diferentes insultos, como isquemia,
crises epilépticas prolongadas e uma variedade de doencgas neurodegenerativas,
grandes quantidades de glutamato sao liberadas na fenda sinaptica. Uma vez na
fenda sinaptica o glutamato pode se ligar a cinco receptores diferentes, trés deles
ionotropicos e dois deles metabotropicos. Os ionotropicos sdo o n-metil-d-
aspartato (NMDA); o cainato (KA); o amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxale-4-
propionato (AMPA), que sao constituidos por proteinas que formam canais

ibnicos, permeaveis a cations. Os receptores metabotrépicos sdo o acido-L-2-
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amino-4-fosfanobutandico  (L-AP4) e  1S-3R-trans-1-amino-ciclopentil-1,3-
dicarboxilico (trans-ACPD) e sua ativagdo € dependente da proteina G, com
geragao de segundos mensageiros (Fillenz, 1995).

A ligacao do glutamato (L-glutamato) aos receptores ionotrépicos leva a
uma abertura de canais i6nicos e conseqlente entrada de sdédio e saida de
potassio, para a geracdao de um potencial de acgdo. Dentre os receptores
ionotropicos podemos subdividi-los em NMDA e ndo-NMDA, pelas diferencas
fisiolégicas que se seguem. Os receptores de glutamato ndo-NMDA controlam
canais i6nicos de baixa condutancia (cerca de 20 pico Siemens — pS), que sao
permeaveis ao sodio e ao potassio. Porém sdo pouco permeaveis ao calcio. Eles
sao os receptores responsaveis pelo componente precoce do potencial excitatério
pos-sinaptico (Fillenz, 1995; Kandel et al., 2002).

Os receptores de glutamato tipo NMDA requerem um co-fator para que o
glutamato exerga seu papel, este co-fator € a glicina, usualmente presente em
quantidades suficientes no fluido intersticial. Outra particularidade deste receptor é
a sua grande condutancia (da ordem de 50 pS). Além da permeabilidade ao calcio,
este receptor contribui para o componente tardio do potencial excitatorio pos-
sinaptico. Para que este receptor funcione plenamente, além do co-fator acima
referido, é preciso que exista despolarizacdo da membrana celular previamente,
através da ativacao dos receptores AMPA e KA, pois existe na estrutura do canal

ibnico do receptor NMDA o ion magnésio, que exerce fungao de “rolha”, que se
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desliga do receptor quando a membrana se despolariza. Outra particularidade é
que a despolarizacao da membrana celular também ativa este receptor. Assim, o
receptor NMDA funciona plenamente apenas quando duas condi¢cdes estao
satisfeitas: existe a despolarizagdo da membrana celular e ha glutamato livre
(Fillenz, 1995; Kandel et al., 2002).

Além do influxo de calcio extracelular, oriundo da ativacdo excessiva dos
receptores de glutamato tipo NMDA, pode ocorrer a ativacdo dos receptores
metabotropicos do glutamato, pode levar a mobilizagdo de mais calcio, oriundo de
estoques intracelulares (Fillenz, 1995). Este processo leva ao acumulo do cation
Ca2* no citosol do neurdnio pés-sinaptico.

Os ions de calcio, quando em excesso, sdo mediadores importantes de
injuria celular e, portanto, sdo mantidos em concentragdes inferiores a 0,1 yM, no
interior do neurdnio, bem diferentes das concentracdes extracelulares que sao da
ordem de 1,3 mMol (Kumar et al.,, 2004). O calcio intracelular esta sempre
sequestrado nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico para manter os niveis
citoplasmaticos constantes. Se o receptor NMDA é ativado por excesso de
glutamato na fenda, a concentragao de calcio intracelular aumenta drasticamente.
Esse excesso de calcio livre, citosodlico, ativa uma série de grupos de enzimas
(Orrenius et al.,, 2003; Paschen, 2000) responsaveis pelo processo de

excitotoxicidade. Esses eventos incluem:

46



- Ativagcdo das ATPases: que levam a redugcdo de ATP com
consequente perda das fungbes dependentes de energia.

- Ativacdo das fosfolipases: que levam a degradacdo das
membranas celulares.

- Ativacao de proteases: que degradam o citoesqueleto.

- Ativagcdo das endonucleases, que sao responsaveis pela
fragmentacao da cromatina.

As alteragcbes da membrana mitocondrial podem levar a saida de
proteinas que por sua vez podem dar inicio ao processo de apoptose (morte
celular programada) (Kumar et al., 2004). O conjunto de alteracbes acima
referidas € dependente do aumento da concentracdo do ion Ca2* e da falha dos
mecanismos de remogao do glutamato, pelos transportadores desse aminoacido,
presentes nos neurbnios e nas células da glia. Isso acarreta aumento
descontrolado e anormal da concentracdo de glutamato na fenda sinaptica, que
acarreta a morte celular em um fendmeno conhecido por excitotoxicidade
(Paschen, 2000).

Dentre as principais proteinas que se destacam neste processo de lesao
celular encontram-se:

1. Fosfolipase A2: Enzima que degrada fosfolipides da membrana
celular e libera acido araquidénico. A lesdao na membrana celular amplia a

permeabilidade aos ions nocivos. Com a ativagao secundaria de ciclooxigenase e

47



lipooxigenase ocorre a produgcdo de prostaglandinas e leucotrienos
(respectivamente) mediadores do processo inflamatoério (Kontos et al., 1980).

2. Fosfolipase C: Promove a quebra do fosfatidil inositol, presente
na membrana citoplasmatica, gerando diacil-glicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3). O IP3 tem acéo no reticulo endoplasmatico onde promove a liberacao de
Ca2+ sequestrado nos calciossomas. O DAG promove a ativagdo da proteina
cinase C que ira modificar o estado de muitas proteinas citoplasmaticas.

3. Ativacao da oxido nitrico sintetase.

4. Proteina cinase Il: Enzima dependente de calcio e calmodulina,
que quando ativada fosforila a sinapsina (proteina envolvida na exocitose de
vesiculas sinapticas). Esta fosforilagdo aumenta ainda mais a exocitose de
vesiculas contendo glutamato (Nichols et al., 1990).

5. Endonucleases.

6. Calpaina | e Il: Enzimas proteoliticas que induzem a degradacgao
da espectrina e de neurofilamentos, lesando o citoesqueleto (Melloni and
Pontremoli, 1989).

Tal processo tem sido descrito em muitas e diversas doencas do sistema
nervoso, nao apenas no estado de mal epiléptico ou em crises prolongadas, mas
também na isquemia cerebral focal e generalizada, na doengca de Huntington,

Parkinson e também na doenca de Alzheimer (Meldrum and Garthwaite, 1990).
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A ativacao secundaria da fosfolipase A2, da enzima 6xido nitrico sintetase
e da proteina cinase Il levam a producao de mediadores inflamatérios o que
relaciona a excitotoxicidade com o processo inflamatorio. Entretanto, o maior
estimulo ao inicio do processo inflamatério € a morte celular por necrose (Dorries,
2001), que acontece durante o processo de excitotoxicidade (Vezzani et al., 2008).

As reagdes inflamatorias ocorrem em uma grande variedade de doencas
do sistema nervoso, incluindo doengas neurodegenerativas, neoplasias, doencas
metabdlicas, autoimunes e também na epilepsia de lobo temporal secundaria a
esclerose mesial temporal (Choi and Koh, 2008; Dickson, 2003; Golden and
Harding, 2004; Vezzani and Granata, 2005). O sistema nervoso é considerado um
dos santuarios do sistema imune uma vez que muitos de seus antigenos estao
sequestrados do sistema imunolégico pelo advento da barreira hemato-encefalica
(Wucherpfennig, 1994). Um estimulo a inflamagdo no sistema nervoso leva a
ativacao de diversos genes e também a invasdo deste por células efetoras do
sistema imune, além da ativagdo da microglia (que sao “macréfagos” residentes
do sistema nervoso) (Wucherpfennig, 1994).

Com a resposta inflamatéria, muitos antigenos sequlestrados sao
reconhecidos pelos linfécitos T ativados, o que pode ser a causa de doencas
autoimunes que alvejam a mielina, por exemplo. Desta forma, pode ser gerada

uma autoimunidade, que € um evento durador e autodestrutivo, ou acorrer a
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erradicacdo do agente iniciador do processo com a formagdo ou nao de uma
cicatriz (proliferagao glial cicatricial) (Wekerle, 1993).

Na ELT, a ocorréncia de inflamacédo tanto em modelos experimentais
quanto nos pacientes tem sido exaustivamente investigada (Vezzani and Granata,
2005). Uma gama muito grande de mediadores tem sido envolvida nas reagdes
inflamatodrias nesta doenca, e que a cada dia que passa, a lista dos mediadores
inflamatdrios aumenta, tal a importancia deste processo nesta doenga (Choi and
Koh, 2008). Tanto em modelos experimentais quanto em seres humanos a
ativacao de vias distintas da cascata da inflamacao pode ser verificada. O sistema
calicreina-cininas, ligado a liberacdo de peptideos relacionados a vasodilatagao,
edema, liberagdo de prostaglandinas e NO tem sido estudado, pelo nosso grupo,
em humanos com ELT (Perosa e col 2007) assim como em roedores (Arganaraz
et al., 2004). Os resultados mostram o envolvimento desses peptideos na geragao
de crises.

Outros autores tém mostrado que o cortex entorrinal, de pacientes com
ELT associada a esclerose mesial, tem um aumento na expressao dos genes que
codificam o receptor de 5HT ( HTR2A), do receptor de neuropeptideo Y tipo 1, da
proteina FHL2 associada ao canal de potassio (KCNE1) e a pressenilina2, além
do fator C3 do complemento, dos antigenos leucocitarios humanos (HLA-DR-
gamma) e do CD99. Estas ultimas sao moléculas efetoras do sistema imunologico

(Jamali et al., 2006). Tal evidéncia mostra a ligagao da ELT e inflamag&o, mesmo
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na fase crénica, evidenciando que esta doenga nao é restrita ao hipocampo, como
o0 ja referido anteriormente.

A perda neuronal e a gliose reacional subsequente tém sido descritas ha
muito tempo nas epilepsias (Thom et al., 2008). Secundariamente ao processo de
excitotoxicidade ha aumento da expressao do NFkB e deslocamento deste para o
nucleo de neurbnios. Estes neurdnios se localizam mais frequentemente nas
regides com maior sofrimento e perda celular (CA3 no hipocampo), onde ha
também o aparecimento de células da micréglia com expressdo de MHC.

Modelos de epilepsia experimental com a inducao direta de
excitotoxicidade mostram a ligagao entre ambos processos deste os momentos
mais precoces da epileptogénese, nas areas onde ha perda neuronal e gliose
reacional (Lerner-Natoli et al., 2000). Assim, observamos que a excitotoxicidade e
a inflamacao sao fendbmenos paralelos.

Citocinas pro-inflamatérias potentes como a IL13 também ja foram alvo de
estudos no campo experimental. No modelo de epilepsia induzida pelo acido
cainico esta citocina mostrou grande aumento de concentragdo no hipocampo, 24
horas apds a injecdo. No mesmo trabalho os autores mostraram um aumento, de
menores propor¢des de IL1B, quando se realizava a injegao de bicuculina (que
causa convulsées sem levar a perda neuronal), mostrando que a liberagdo desta
citocina ndo € consequéncia apenas da necrose celular, mas também é

consequéncia da lesao excitotdéxica. O tratamento prévio com IL1B3 leva a um
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prolongamento do tempo de sfafus epilepticus (SE) sofrido pelos animais. Tal
efeito deve-se a facilitagdo da transmissdo glutamatérgica (Vezzani et al., 1999;
Vezzani et al., 2008).

O antagonista de receptor de IL1B (IL1-ra) mostra a importancia desta
citocina para a génese do SE induzido pela bicuculina. Camundongos
transgénicos com hiperexpressao de IL1-ra e camundongos com pré-tratamento
com IL1-ra tem inibicdo de convulsdes motoras e eletrencefalograficas. Ha ainda
uma reducao da expressdo do RNA mensageiro de c-fos em diversos neurdnios
cerebrais, 0 que evidencia a auséncia de ativacdo do metabolismo de estresse
destas células (Vezzani et al., 2000). Tais dados mostram que o balango entre a
IL18 e a IL1-ra tem importdncia no que tange a generalizacdo das crises
epilépticas.

Assim, o processo inflamatoério associado a excitotoxicidade parece ter
relacdo causal com a ELT por EH. O desequilibrio entre excitacao e inibicao, a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e de moléculas sinalizadoras, de vida
curta, como o NO, podem estar relacionados com a manutengédo desta sindrome
(Choi and Koh, 2008). Nesse contexto, os achados de neuroimagem e 0s
resultados anatomopatoldgicos parecem indicar um processo ativo, crénico, com a
presenca de inflamacao e lesdo excitotoxica continua e ndo simplesmente uma
cicatriz glial. Assim, nosso estudo objetiva a verificacdo da existéncia ou nao de

uma correlagdo positiva entre os niveis de mediadores da inflamacdo e de
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excitabilidade com niveis de atrofia hipocampal, verificados nos achados de
neuroimagem. Esses dados serdo importantes para a construgcdo de novas
abordagens terapéuticas, que possam emergir em beneficio dos préprios

pacientes (Choi and Koh, 2008; Vezzani, 2005).
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2.0 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Estudar a existéncia de correlagcao entre: tipos de EH segundo Blumcke et

al., 2007, hipersinal na RM e processo inflamatorio, em pacientes com ELT

associada a EH.

Objetivos especificos:

Nesse processo serao analisados os seguintes componentes:

1.

Quantificagao no hipocampo com esclerose e tecido controle dos seguintes
mediadores - NO, IL1B, TNFa, GLU e GABA fazendo comparacgao entre os
dois grupos.

Correlacionar a intensidade do sinal do hipocampo (cabecga, corpo e cauda)
presente na RM com as concentragdes dos mediadores (NO, IL1B e TNFaq,
GLU).

Correlacao da intensidade do sinal da RM na cabeca, corpo e cauda do
hipocampo afetado (ipsilateral) com o contralateral.

Classificar os pacientes na escala de Engel e dentro de cada grau
comparar as concentragoes de NO, IL13, TNFa, GLU e GABA.

Classificar os tipos de EH e dentro de cada subtipo comparar niveis de NO,
IL18 e TNFa, GLU e GABA.

Discorrer sobre possiveis alteracdes quanto a lateralidade do processo.
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3.0 CASUISTICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP-
EPM, sob o numero CEP 1230/06 e 1091/06 (anexo 1 e 2).

Foram incluidos nesse trabalho 29 pacientes com ELT por EMT,
unilateral, refrataria ao tratamento medicamentoso, que foram submetidos ao
tratamento cirurgico, entre os anos de 2006 e 2007. O tecido cerebral obtido
destes pacientes foi pareado com dez tecidos controles, obtidos de autopsia cuja
causa de 6bito nao foi inflamatoéria ou neuroldgica. Os pacientes desta pesquisa
assinaram um termo de consentimento livre e informado (anexo 5) e os pacientes
autopsiados foram provenientes do INCOR, com consentimento familiar para a
realizacdo da autopsia e uso dos tecidos retirados para fins de estudo e pesquisa
(anexo 3 e 4). A autdpsia foi sempre realizada por um mesmo patologista do
INCOR, previamente treinado, de modo a serem removidas sempre a mesmas
regides cerebrais, de modo a serem comparaveis com a regides removidas na
cirurgia. Além disso, a autdpsia era sempre realizada com menos de 6h, apds a
morte do individuo.

Os pacientes com ELT refrataria se encontravam em acompanhamento
regular no ambulatorio de Epilepsia de Adultos do Hospital Sdo Paulo, na Unidade

de Pesquisa e Tratamento das Epilepsias (UNIPETE) da Universidade Federal de
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Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina, com seguimento pds-operatoério minimo
de um ano.

3.1 CARACTERIZGAO DOS DADOS CLINICOS

O diagndstico de ELT foi feito segundo as caracteristicas clinicas e
eletrograficas previamente descritas na Classificacdo de Epilepsias e Sindromes
Epilépticas da ILAE, de 1989 (ILAE, 1989) e o diagnostico de EMT unilateral, pela
presenca de caracteristicas clinicas e neurofisiolégicas da sindrome da ELT por
EH citadas por Wieser (Wieser, 2004). Todos os pacientes apresentavam sinais
sugestivos de EH unilateral na RM.

Considerou-se como epilepsia refrataria as que tiveram crises
persistentes frente ao tratamento com pelo menos duas drogas de primeira linha
para tratamento de crises parciais, em monoterapia ou em associagcao com outras
drogas antiepilépticas, em niveis comprovadamente subtoxicos dessas drogas.

Foram analisadas caracteristicas demograficas como idade, sexo e lado
da lesdo. Mas também a idade de inicio da epilepsia, sua duragao presencga ou
auséncia de evento precipitante inicial e a presenga de alteragédo de sinal do pélo

temporal.
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3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes que apresentavam patologia dupla, definida
como EMT associada a displasia cortical focal. Excluindo-se também pacientes
com tumores do sistema nervoso central. Um paciente com cisticercose calcificada

extratemporal (occipital) foi incluido no estudo.
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4.0 METODOLOGIA

Durante o ato cirurgico, logo que a formacao hipocampal fosse retirada
esta foi avaliada macroscopicamente para a identificagdo da margem de
resseccgao posterior (area cruenta) e sua porcao anterior identificada. Considerou-
se como cabecga do hipocampo o primeiro centimetro, onde este foi seccionado.
Esta porcao foi utilizada em todos os ensaios que necessitavam de hipocampo
homogeneizado. A porcao posterior foi processada histologicamente, como o
descrito a seguir e incluida de modo a que as primeiras sec¢des fossem as mais
posteriores possiveis, evitando assim que a analise histopatologica ficasse

comprometida.

4.1 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

Logo apds a retirada do tecido cerebral, a cabega do hipocampo foi
separada do corpo, sendo colocado em frasco virgem e congelado em nitrogénio
liquido em menos de 20 segundos. O mesmo procedimento foi efetuado tanto
para tecido controle, quanto para tecido proveniente da cirurgia da ELT e esse
tecido foi usado em todos os ensaios bioquimicos, descritos a seguir.

As amostras foram homogeneizadas com tampao obedecendo a

propor¢cao de 1mg de tecido para 5 ml de tampao Tris 0,01 M, pH 7,4 contendo
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KCI 0,2 M. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g durante 10 minutos a
4°C. Foram coletados 1 ml do sobrenadante e foi feita a desproteinizagdo com 2
ml de NaOH 0,5 M e 2 ml de ZnSO4 a 10%. O tecido foi homogeneizado por 30
segundos e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos. Seguiu-se nova
centrifugagdo a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi armazenado
para a dosagem de oxido nitrico (NO).

A determinacao do NO foi feita através do aparelho Nifric Oxide Analyzer
(NOA™ 280, Sievers Instruments, Inc, Boulder, CO, USA) através da técnica de
quimioluminescéncia (Hampl et al., 1996). O método proporciona uma alta
sensibilidade (detecgdo de 1 picomol) na quantificacdo direta do NO, sendo
necessarios apenas 10uL por amostra do sobrenadante desproteinizado. No
aparelho o nitrito e nitrato, metabdlitos estaveis do NO reagem com o cloreto de
vanadio (VCIlz) e sdo convertidos novamente em NO. Agora, na forma gasosa o
NO é captado em um compartimento especifico do NOA, reagindo com ozénio, e
nesta reacao havera formacao de oxigénio e anions de dioxido de nitrogénio:

NO- + O3~ NOz + O2

Estes anions se estabilizam em nitrito havendo perda de elétrons através
da emisséao de fétons de luz (AV):

NOz -~ NO2 + W

Estes fotons de luz sdo detectados pelo tubo fotomultiplicador que

desloca elétrons para o dinodo, e deste para o anodo produzindo uma corrente
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elétrica. A intensidade dessa corrente € entdo processada pelo programa de
computador Software NOAnalysis™. A concentracao de NO foi entdo expressa em

micromoles por mg de tecido umido.

4.2 QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS NEUROTRANSMISSORES

Durante o procedimento cirurgico a estrutura hipocampal foi ressecada e,
logo apo6s, o hipocampo foi seccionado separando-se a cabega do corpo. A
cabega foi acondicionada em frasco virgem, e congelada rapidamente em
nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas em ultra-som em uma
solugdo contendo acido perclérico 0,1M e 0,02% de dissulfito de sodio e
homosserina (HSER) 10 mg/ml, utilizada como padr&o interno nas dosagens de
aminoacidos.

Para a homogeneizagao foi utilizado 15ml de solugdo/mg de tecido umido.
As amostras ficaram em repouso durante uma noite a 0°C para a precipitacdo de
proteinas e posteriormente foram centrifugadas a 11.000 g durante 50 minutos. O
sobrenadante foi filtrado e submetido a uma derivatizagdo com o-oftaldeido (De
Sanctis et al.) e injetado no HPLC para a quantificagdo de amostras.

A derivatizagdo dos aminoacidos foi feita dissolvendo-se 27 mg de OPA
em 1 ml de metanol, adicionando 5 yl de 2-mercaptoetanol e 9 ml de tetraborato

de sédio 0,1M (pH 9,3).
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Antes da analise das amostras, uma solugao foi preparada diluindo-se 1
ml da solucdo estoque com 2 ml da solucédo de tetraborato de sédio a 0,1 M. A
derivatizagao pré-coluna se completa reagindo-se 100 pl desta solugdo com 50 pl
da amostra ou da solugdo padrdao de aminoacidos, por exatamente 2 minutos
antes da inje¢ao na coluna analitica.

O sistema HPLC utilizado consistiu em um sistema isocratico que possui
uma bomba marca Milton Roy modelo Constametric 3000, um detector de
fluorescéncia marca Shimadzu RF-10AxL, um injetor de amostras para HPLC
Mara Rheodyne modelo 7125 com loop de 20 pl, uma coluna RP-18 50 x 4,6 mm
marca Merck chromolith SpeedROD, um modulo de comunicagdo Shimadzu CBM-
101, um programa de analise de cromatografias Shimadzu Class-LC10, um
microcomputador Pentium 28MB RAM marca Intel Inside, um monitor marca
Samsung modelo Syncmaster 3NE e uma impressora marca Hewelett Packard
modelo Deskjet 692C.

A fase movel foi constituida por uma mistura de tampao fosfato de sdodio
0,05 M (pH 5,95) com metanol 11,5%.

As condi¢cdes do sistema de HPLC nesse método foram fluxo de 3,0 ml
por minuto, deteccdo com excitacdo de 348 nm e emissao de 460 nm.

Para estabelecermos o cromatograma padrdo, todos os aminoacidos
foram testados (alanina, aspartado, arginina, aspargina, cisteina, fenilalanina,

GABA, glutamina, glutamato, glicina, homosserina, histidina, isoleucina, lisina,
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leucina, metionina, prolina, serina, taurina, tirosina, treonina, triptofano e valina) e
o tempo de retencdo na coluna foi avaliado para cada aminoacido. Desta forma
pudemos verificar que, nas condi¢dées empregadas, ndo havia sobreposicdo de
picos na saida das amostras. Assim, a sequéncia de aminoacidos que padronizou
este método (por ordem de tempo de retengao, foram o ASP, GLU, GLN, HSER,
GLI, TAU, GABA). Os outros aminoacidos nao foram avaliados nesse trabalho.

Foram feitas solugdes estoques contendo ASP, GLU, GLN, HSER, GLlI,
TAU, e GABA de concentracdo 1 mg/ml diluidos em acido perclérico 0,1M, e a
solucao de uso foi diluida cem vezes para ser derivatizada.

Os resultados sao expressos em nanogramas por miligrama de tecido,
segundo a equagao:

C = haasamostra : Naaspadrso X []aas X fator de diluicdo OPA

RHser amostra : NHser padrao

onde h = altura; aas = aminoacido; [ ] = concentracao.

4.3 QUANTIFICAGAO DE INTERLEUCINA 1 BETA E FATOR DE NECROSE

TUMORAL

Quantificagcdo de Proteinas
As amostras foram homogeneizadas em tampao que continha 0,1M NacCl,

0,001M Tris-HCI pH 7,6, 0,001M EDTA pH 8,0, 1% NP-40 (Nonidet P -40), 10%
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glicerol, 10 yM PMSF (Fenilmetilsulfonilfluoreto), 1mM metavanadato de sdédio,
0,05 M NaF (fluoreto de soédio) e inibidores de protease (Aprotinina 0,08mM,
Leupeptina 2ZmM , Pepstatina A 1,5 mM, Bestatina 4mM e E64 1,4 mM, Sigma).
Os tecidos foram homogeneizados por ultra-som (Virsonic 60 da Virtis) e
estocados no freezer -80°C até o dia dos ensaios. As proteinas totais foram
quantificadas pelo método de Lowry e cols (Lowry et al., 1951).

Curva Padrao para as citocinas

As duas citocinas foram quantificadas no hipocampo, usando-se kits de
Elisa provenientes da BD Bioscience OprEI™, que foram ensaiados segundo a
especificacao do fabricante.

Para a realizacdo da curva padrao das citocinas usamos concentragoes
conhecidas de TNFa e IL1B (50, 100, 150, 200, 250 e 300pg/ml) e todos os
ensaios foram feitos em duplicata. A linearidade foi encontrada nessa faixa.

Processamos, no mesmo ensaio, concentracdes diferentes de proteinas
totais, do tecido cerebral controle para que a faixa de leitura da citocina, na
amostra, estivesse dentro da faixa linear do método. Para tanto, um volume de
amostra contendo cerca de 80ug de proteinas totais foi empregado em todos os
ensaios. Utilizamos o diluente ELISA do kit (0,09% de sodio azida) (Human IL — 1
ELISA Kit BD Opteia™ e Human TNF ELISA Kit BD Opteia™ ) para perfazer
sempre um volume de 100ul/pogo.

Procedimento para a quantificagdo de IL-1 beta
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Os reagentes foram retirados da geladeira e deixados a temperatura
ambiente (18-25°C). Removemos a quantidade de pogos necessarios para o
ensaio e pipetamos 50pl do diluente ELISA em cada um deles. Adicionamos os
100ul do padrao e/ou amostras de tecido, ja diluidos com o diluente ELISA nos
pocos apropriados e deixamos incubar por duas horas a temperatura ambiente,
coberto com o selo do Kit.

Duas horas apds, o conteudo dos pocos foram aspirados e lavados por
cinco vezes. Em todas as lavagens e por poco usamos 300ul do concentrado de
lavagem (solucdo de defergente concentrado com 0,02% thimerosal como
conservante). Aplicamos 100 pl do detecfor de antigeno (anticorpo policlonal
biotinilado anti-humano IL-1 betacom 0,15% ProClin-150 como conservante) por
poco. Cobrimos com o selo e deixamos incubar por uma hora a temperatura
ambiente.

Uma hora apés, o conteudo dos pocos foram aspirados e lavados por
cinco vezes. Adicionamos 100ul da enzima reagente (enzima diluente — profeina
tamponada com 0,15% Pro-Clin-150 com o conservante com enzima concentrada
— concentrado de avidina peroxidase conjugada com 0,01% timerosal como
conservante, que foi preparada quinze minutos antes. Cobrimos com o selo e
deixamos incubar trinta minutos a temperatura ambiente. Trinta minutos apds, os
conteudos dos pogos foram aspirados e lavados por sete vezes. Adicionamos

100ul de TMB (3,3, 5,5’ — tetramethylbenzidina em solu¢ao tamponada) por poco.
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Deixamos incubar por trinta minutos a temperatura ambiente no escuro. Trinta
minutos apds adicionamos 50ul da solugdo para interromper a reagao (acido
fosforico 1M).

Fizemos a leitura a 450mn no prazo de trinta minutos. O equipamento
utilizado foi o Packard (modelo Spectracount™) da Canberra Company. Através
de uma escala Di-Log a concentracao de citocinas foi analisada em cada amostra.
Os ensaios foram sempre efetuados em duplicata e o resultado de cada ensaio
representou sempre a média dos 2 ensaios. As concentragdes foram expressas
em pg/ml de amostra.

Procedimento para quantificagdo de TNF a

Os reagentes foram retirados da geladeira e deixados a temperatura
ambiente (18-25°C). Removemos a quantidade de pogos necessarios para o
ensaio e pipetamos 50ul do diluente ELISA em cada pog¢o. Adicionamos 100ul do
padrao e/ou amostras, ja diluidos com o diluente ELISA nos pogos apropriados e
deixamos incubar por duas horas a temperatura ambiente, coberto com o selo do
Kit. Duas horas apéds, o conteudo dos pogos foram aspirados e lavados por cinco
vezes. Em todas as lavagens usamos 300ul do concentrado de lavagem (solugdo
de detergente concentrado com 0,02% thimerosal como conservante) por pogo.

Aplicamos 100 ul do anficorpo monoclonal biofinilado (anti-humano TNF
ProClin-150 conjugado com avidina peroxidase com 0,01% timerosal como

conservante), que foi preparada quinze minutos antes. Cobrimos com o selo e
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deixamos incubar uma hora a temperatura ambiente. Uma hora apds, o conteudo
dos pocos foram aspirados e lavados por sete vezes. Adicionamos 100ul de TMB
(3,3, 5,5 - tetramethylbenzidina em solu¢cdo tamponada) por pogo. Deixamos
incubar por trinta minutos a temperatura ambiente no escuro. Trinta minutos apos
adicionamos 50ul da solugao para interromper a reacado (acido fosférico 1M).
Fizemos a leitura a 450mn no prazo de trinta minutos.

O equipamento utilizado foi o Packard (modelo Spectracount™) da
Canberra Company. Os ensaios foram sempre efetuados em duplicata e o
resultado de cada ensaio representou sempre a média dos 2 ensaios. As

concentragdes foram expressas em pg/ml de amostra.

4.4 METODOS HISTOLOGICOS

O tecido da formacao hipocampal utilizado foi o corpo do hipocampo,
(porcdes posteriores a cabeca), pois as regides anteriores foram usadas para
ensaios bioquimicos, e por parte da cauda (limite posterior de ressecc¢ao). Esse
tecido foi fixado em paraformaldeido tamponado a 4°C durante 24 horas. Apods a
fixacdo o tecido foi submetido a secc¢ao seriada em fatias de 5 mm, no maior eixo
da pega, que anatomicamente corresponde ao plano coronal. Estas fatias foram

desidratadas em solugbes de alcool absoluto, seriadas, para entdo serem
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diafanizadas em solucéo de xilol puro. Estes preparados entdo foram embebidos
em parafina, liquefeita em temperatura maxima de 60°C, para evitar dano térmico
ao tecido e blocos com uma fatia de hipocampo incluso, foram confeccionados.

As seccoes histoldgicas foram realizadas em microtomo Leica em 5 pm e
montadas em laminas de vidro com borda fosca, para a realizagdo das coloragdes
histolégicas. Outras secgbes foram montadas em laminas de vidro silanizadas e
arquivadas, sendo utilizadas para testes de imuno-histoquimica, com marcadores

especificos.

Coloracao de Hematoxilina e Eosina:

Os cortes histolégicos montados nas Iaminas foram desparafinizados em
solucdo de xilol durante 30 minutos. Entdo foram hidratadas em banhos, de 5
minutos cada, com solugdes de alcool absoluto, alcool a 90%, alcool a 80%, alcool
a 70%, alcool a 60% e alcool a 50%. Foram imersas em solugdo de hematoxilina
aquosa durante 10 minutos, até que as seccdes adquirissem coloracao violeta.

Procedeu-se a diferenciacdo em solugcao de acido cloridrico alcodlico
(solugcaéo de diferenciacéo) até que as secgdes mudassem a tonalidade para o
cinza. Apos esta passagem as laminas voltaram ao alcool absoluto por mais 5
minutos para entdo serem mergulhadas em solugao alcodlica de eosina por 3
minutos. Foram lavadas novamente em alcool absoluto e diafanizadas no xilol

para receberem Enthelam e cobertura com a laminula.
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Coloragéao pelo Violeta Cresil (Nissl)

Os cortes histoloégicos montados nas laminas foram desparafinizados em
solugcéo de xilol durante 30 minutos. Entdo foram hidratadas em banhos, de 5
minutos cada, com solug¢des de alcool absoluto, alcool a 90%, alcool a 80%, alcool
a 70%, alcool a 60% e alcool a 50%. Entdo foram imersas em solugao de cresil
violeta aquoso durante 10 minutos, até que as sec¢des adquirissem coloragao
violeta escura e foram diferenciadas em agua corrente.

Entdo, foram imersas em alcool absoluto, diafanizadas em xilol para

receberem enthelam e receberem a laminula de cobertura.

4.5 IMUNO-HISTOQUIMICA.

As secgoes histolégicas, montadas em laminas silanizadas, ficaram por
15 minutos dentro de estufa a 60 °C para melhor adeséo do tecido as laminas. A
seguir, as laminas ficaram 30 minutos em banho de xilol para a remogédo da
parafina, também em estufa a 60°C. Entdo foram hidratadas em banhos, de 3
minutos cada, com solug¢des de alcool absoluto, alcool a 90%, alcool a 80%, alcool

a 70%, alcool a 60%, alcool a 50% e um ultimo banho em PBS.
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O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado em agua oxigenada a
10% em PBS, sendo o tecido lavado trés vezes em PBS. A recuperacao
antigénica foi feita em tampao Tris HCI 0,05 M em pH 9,5 em micro-ondas durante
6 minutos, em poténcia maxima.

As laminas foram novamente lavadas trés vezes em PBS para a
realizacao do bloqueio da biotina enddgena. A seguir, as laminas foram incubadas
com leite em pod integral a 5%, diluido em PBS com Triton X a 0,3%. Os
preparados ficaram em repouso por 3 horas.

O anticorpo primario (anti-TNFa ou IL18 do kit de ELISA da BD
Bioscience; anti-CD 45 da DAKO, clone PD7/26) foi diluido em leite Molico a 2%
em 10 ml de PBS, de modo a se obter as concentracdes de 1: 25, 1:50 e 1:100,
para o TNFa e IL1B e 1:500 para o anti-CD45 e entdo incubados com o tecido
cerebral por uma noite , em recipiente vedado, a 4°C e ao abrigo da luz.

A seguir as laminas foram lavadas trés vezes em PBS e foi aplicado o
anticorpo secundario (BD Bioscience), diluido em leite em p6 integral a 2% em 10
ml de PBS, de modo a se obter a concentragéo de 1:50 para entdo ser incubado
com o tecido por 2 horas, em temperatura ambiente, e lavados por trés vezes em
PBS.

A revelagao do complexo antigeno-anticorpo foi feita com kit ABC (10ul de
solucao A e 10pl de solucao B, diluidos em 10 ml de PBS) em incubagao por uma

hora e meia. As laminas foram lavadas duas vezes no PBS e uma vez no TRIS pH
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7,5 e reveladas com uma solugcédo de diaminobenzidina (DAB) (10 mg/ 15 ml de
TRIS HCI pH 7,5, filtrada). Adicionou-se entdao 15ul de H202 por 4 minutos,
lavando-se apos este periodo em TRIS HCI pH 7,5.

As laminas foram entdo desidratadas em solugbes alcodlicas de
concentragao ascendente em banhos de 5 minutos com: alcool a 50%, alcool a
60%, alcool a 70%, alcool a 80%, alcool a 90%, alcool absoluto, para serem
diafanizadas em duas solugbes de xilol. As laminas foram montadas com
laminulas e Enthelan®, ndo sendo realizada contra-coloragdo com hematoxilina
para TNFa ou IL1B e realizando-se a contra-coloragcdo com hematoxilina para o

CDA45.

4.6 CONTROLES

Os tecidos controles, usados nas quantificacbes de mediadores
inflamatérios e aminoacidos neurotransmissores, vieram de individuos
selecionados de autdpsias, realizadas no INCOR. Esses individuos morreram por
causas nao neurolégicas. Foram selecionados os que tiveram menor tempo entre
a constatacao do obito e a realizagdo do procedimento de autdpsia (menos de 6h).
ApoOs a retirada do encéfalo, em bloco, dissecou-se a estrutura hipocampal e esta
teve a cabeca separada, para armazenamento, seguindo os mesmos protocolos

de armazenamento para as dosagens a serem realizadas, acima referidas.
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O corpo e cauda da formacado hipocampal foram fixados em formol
tamponado e processadas histologicamente, para servirem tanto como controles
normais (na histologia convencional) como controles negativos (em técnicas de

imuno-histoquimica).

4.7 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirurgico a que foram submetidos os pacientes foi a
corticoamigdalohipocampectomia, realizada pela equipe de neurocirurgia da
Unidade de Pesquisa e Tratamento das Epilepsias (UNIPETE) do Hospital Sao
Paulo. Este procedimento consiste na retirada de parte do lobo temporal,
representada pelos giros temporal médio e inferior, bem como o pdélo temporal,
seguindo-se a retirada de cerca de 2/3 da amidala e dos 2/3 anteriores do
hipocampo. Tal procedimento foi realizado no centro cirurgico, sob anestesia
geral, com auxilio de neuronavegagao, tendo uma duragdao aproximada de 4

horas.

4.8 ANALISE DA IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA

Os pacientes com diagndstico clinico e eletrencefalografico de ELT foram

submetidos a RM de encéfalo de alta definicdo. Os aparelhos utilizados para a
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realizagdo foram Gyroscan (Philips Medical System, Eindhoven, Holanda) de 1.5
Tesla e Magnetom Sonata (Siemens AG, Erlangen, Alemanha) de 1.5 Tesla. Os
exames foram feitos seguindo o protocolo de avaliagdo dos lobos temporais, tendo
sido analisados pelo mesmo neuro-radiologista, com treinamento em obtencéo de
imagens em epilepsias.

O protocolo de estudo para os pacientes inclui: sequéncia spin-echo T1
sagital com 6 mm de espessura, turbo spin-echo T2 axial com 6 mm de
espessura, FLAIR coronal obliquo (perpendicular ao eixo longitudinal da formagao
hipocampal) com 3 mm de espessura, IR-T1 coronal obliquo (perpendicular ao
eixo longitudinal do hipocampo) com 3 mm de espessura. As sequéncias FLAIR
coronal obliquo e IR-T1 coronal obliquo incluiram os lobos temporais em toda a
sua extensao.

A andlise da intensidade do sinal de cada hipocampo foi medida com o
auxilio do programa Leonardo, Syngo MR 2004A (Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Alemanha), na seqiéncia de FLAIR no plano coronal obliquo, com
cortes de 3 mm de espessura e 20% de GAP, realizando-se trés medigcdes de
cada lado (cabecga, corpo e cauda da formagao hipocampal), bem como do
tegmento da ponte e do centro do corpo caloso, para servirem de controles

internos. FIGURA 9
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FIGURA 9: Exemplo da quantificagdo do sinal da RM em FLAIR em ambas as

cabegas, corpos e caudas do hipocampo, paciente 2. A) Marcagao da cabeca. B)
Marcagao do corpo. C) Marcagéo da cauda. D) Quantificagcao do sinal da cabega a

direita (734,2).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de todas as informacdes coletadas nesta pesquisa foi
inicialmente feita de forma descritiva.

Para a idade, idade de inicio da doenga, duragao, concentragao de IL1[3,
TNFa e NO dos individuos foram calculadas algumas medidas-resumo, como
meédia, valor minimo, valor maximo, desvio-padrao, e confeccionados graficos do
tipo boxplot e diagrama de disperséo (Bussab and Morettin, 2006).

As informagbes sobre género, evento precipitante inicial, lado
comprometido, alteragdo (hipersinal) do polo temporal e escala de Engel foram
analisadas através do calculo de frequéncias absolutas e relativas (%), além da
construcao de graficos de barras (Bussab and Morettin, 2006).

As analises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou refutar
evidéncias encontradas na analise descritiva foram:
® Teste exato de Fisher (Agresti, 1990) para o estudo da associagao entre Género
e Grupo;
® Teste de Kolmogorov-Smirnov (Siegel, 2006) para verificar se as informagdes do
IL1 beta, TNF alfa, NO, valores normalizados da cabega, corpo e cauda do
hipocampo nos lados comprometido e contralateral, seguiam uma distribuicao

normal;
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® Teste de Levene (Neter et al.,, 1996) para verificar se as informagdes da IL1
beta, TNF alfa, NO apresentavam a mesma variancia (homocedasticidade) entre
os Grupos;
® Teste t-Student para amostra independentes (Neter et al., 1996) na comparacao:
- Dos valores médios de IL1B3, TNFa e NO entre os grupos de pacientes e
controle de autopsia.
® Estimativa do coeficiente de correlagao linear de Pearson (Bussab and Morettin,
2006) para quantificar a relagéo linear entre:
- valores normalizados de RM da cabeca, corpo e cauda do hipocampo
entre os lados comprometido e contralateral,
-valores normalizados de RM da cabeca, corpo e cauda do hipocampo as
concentracdes de IL13, TNFa e NO.
Em todas as conclusdes obtidas através das analises inferenciais foi
utilizado o nivel de significancia a igual a 5%.
Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2007 for Windows para o
adequado armazenamento das informacdes. As analises estatisticas foram
realizadas com o software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versao

11.0 for Windows.

4.10 CLASSIFICAGAO DE ENGEL
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Os pacientes operados no servico da UNIPETE s&o seguidos no
ambulatoério do servigo. O estado com relacdo a presencga de crises epilépticas e
auras € avaliado a cada consulta. Os prontuarios foram revisados em dezembro
de 2008 para que os diferentes graus de ENGEL fosse estabelecidos para cada
paciente, 0 que proporcionou um seguimento minimo de um ano e trés meses e
maximo de dois anos e trés meses.

A equipe que acompanhou os pacientes durante o tratamento é
constituida por médicos do corpo clinico especialistas e médicos em treinamento,
sob orientacao.

A classificagao proposta por ENGEL (Engel et al., 1993):

Classe I. Livre de crises incapacitantes B. Raras crises incapacitantes desde a
A. Completamente livre desde a cirurgia; cirurgia;

B. Crises parciais simples nao C. Crises incapacitantes ocasionais
incapacitantes desde a desde a cirurgia, mas

cirurgia; crises raras nos ultimos 2 anos.

C. Algumas crises incapacitantes apos a Classe lll. Melhora evidente

cirurgia, mas livre A. Reducéo evidente das crises;

de crises incapacitantes por > 2 anos; B. Intervalos prolongados livre de crises
D. Crises generalizadas com somando mais de

descontinuidade de DAE 50% do periodo de seguimento, mas
apenas. inferior ha 2 anos.

Classe Il. Crises incapacitantes raras Classe IV. Sem melhora evidente

A. Inicialmente livre de crises A. Reducao significativa das crises;
incapacitantes, mas ainda B. Sem alteracdo evidenciada;
apresenta raras crises; C. Piora das crises.
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4.11 ANALISE HISOTLOGICA

Os preparados histologicos foram analisado em microscopia Optica de
rotina, sempre pelo mesmo patologista em duas ocasides diferentes, onde as
ldaminas foram marcadas apenas com a numeragao interna. As imagens foram
capturadas no sistema APERIO (APERIO, Vista CA, USA).

Para a classificagao do tipo de esclerose segundo Blumcke (Blumcke et
al., 2007) foram considerados apenas os hipocampos que tinham todos os
segmentos conservados, os que tinham algum tipo de trauma cirdrgico que
impossibilitasse a avaliacdo de todos os seus setores ndo foram classificados.
Devido ao fato que n&o ha descricao exata dos pontos de corte para cada tipo de
esclerose, o tipo de esclerose foi cunhada segundo o predominio da perda celular,
assemelhando-se a alguma das imagens propostas por Blumcke (Blumcke et al.,
2007).

Os padrdes de perda referidos como esclerose classica foram os tipo la e
Ib, enquanto os demais foram referidos como esclerose atipica (tipos Il e lll),
conforme o publicado por Blumcke em seu artigo original (Blumcke et al., 2007);

vide FIGURA 10.

77



78



FIGURA 11: Achados histopatolégicos em pacientes com EMT. A Sem EMT, B
EMT tipo 3 (esclerose do end folium), C EMT tipo 2 (esclerose de CA1), D EMT
tipo la (esclerose hipocampal classica), E EMT tipo Ib (esclerose hipocampal
severa). Barra 1 mm. Asteriscos mostram as regides de perda celular. Extraido de

Blumcke et al.2007.

Devido ao pequeno numero de pacientes analisados eventualmente
optou-se por aglutinar os pacientes com esclerose tipo | em um unico grupo
enquanto os demais pacientes constituiram um outro grupo. Nenhum dos
pacientes controle (provenientes de autdpsias) tinham qualquer indicio de perda

neuronal do hipocampo na microscopia convencional.

79



5.0 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS GRUPOS DE INDIVIDUOS ESTUDADOS.

A amostra selecionada nesta pesquisa foi composta por 39 individuos,

sendo 29 pacientes (74,35%) e 10 controles de autopsia (25,64%) (tabelas 1 e 2,

respectivamente).

O Grupo paciente foi composto por 21 mulheres (72,4%) e 8 homens

(27,6%) enquanto o grupo controle de autépsia foi constituido também por 6

mulheres (60,0%) e 4 homens (40,0%) (ver Tabela 3). E importante salientar que

a distribuicdo dos individuos quanto ao género foi estatisticamente a mesma entre

0s grupos (pacientes e controles) (p=0,763).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes.

N° Sexo Idade | IPI |Inicio | Duragéo | Lado | T.Pa |Engel | TIPO
1 F 38 + 10 28 E - IB -

2 M 39 + 7 32 E + 1A -

3 F 38 + 26 12 E + IA -

4 M 28 - 25 3 E - MmA | 1A
5 F 38 - 7 31 E + IA IB
6 M 28 + 14 14 D - IA IB
7 F 29 + 24 5 E - 1A IB
8 F 31 + 15 16 D - IVA -

9 F 19 - 8 11 E + IA IA
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N° Sexo |ldade| IPI |Inicio | Duragdo | Lado | T.Pa |Engel | TIPO
10 F 20 - 15 5 - A | AT
11 M 39 - 15 14 E + IA IB
12 F 39 - 22 17 E - IA | AT
13 M 41 + 23 18 D - IVC | IB
14 M 46 + 12 34 E - MA | IB
15 F 30 - 5 25 E + mB | IA
16 M 38 - 33 5 D - MA -
17 M 32 - 7 25 E - IB IA
18 F 26 - 21 5 E - IA -
19 F 30 - 8 22 D + MmA | 1A
20 F 41 - 1,5 40 E - IA IA
21 F 39 - 26 13 E - A | AT
22 F 51 + 16 35 E - IA -
23 F 35 + 7 28 D - 1A -
24 F 31 + 0,8 30 D - 1A IB
25 F 48 - 6 42 E - IA -
26 F 56 - 27 29 E - A | AT
27 F 44 - 13 31 E - IB -
28 F 46 - 23 23 E - IA IA
29 F 49 - 7 42 D + IA -

Onde: IPI — Evento precipitante inicial; T.Pa: Hipersinal temporopolar; Engel: grau

na escala de Engel; Tipo: tipo de EH conforme a classificacdo de (Blumcke et al.,

2007); 1A - tipo IA; IB - tipo IB; AT — EH atipica. Idades em anos, bem como

duracao e inicio da epilepsia.
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Tabela 2: Grupo controle de autépsia.

Controle | IDADE | SEXO
1 84 M
2 72 F
3 38 F
4 67 M
5 77 F
6 76 M
7 69 F
8 70 M
9 59 F

10 60 F

Tabela 3: Distribuigdo dos individuos, segundo Género e Grupo.

Género Total
Grupo Feminino Masculino

Pacientes 21 8 29
72,4% 27,6% 100,0%

Controle de ressonéncia 6 4 10
60,0% 40,0% 100,0%

Controle de autopsia 6 4 10
60,0% 40,0% 100,0%

Total 33 16 49
67,3% 32,7% 100,0%

A idade média e desvio-padrao dos individuos do Grupo dos paciente foi de

36,91 9 anos, variando de 19 a 56 anos, o grupo controle de autépsia apresentou
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idade média e desvio padrdo de 67,2+ 12,7 anos, variando de 38 a 84 anos (ver
Figura 11). Nao houve diferenga estatistica entre ambos os grupos (p = 0,433).

Figura 11: Comparacéao da Idade (anos) dos individuos, segundo Grupos.
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Os pacientes apresentaram idade média de inicio da doencga igual a 14,6
* 8.7 anos, variando de 1 a 33 anos. A duragdo média da doenga neste grupo foi
de 21,9 £ 11,8 anos, variando de 3 a 42 anos. O lado comprometido com mais
frequéncia foi o esquerdo, com 21 (72,4%) pacientes. Cerca de oito (27,6%)
pacientes apresentaram alteragdes de sinal temporopolares, enquanto que 21
(72,4%) pacientes nao apresentaram alteragdes. As informagdes do progndstico

cirurgico de acordo com a classificagdo de Engel dos pacientes estao resumidas

na Tabela 4 e na Figura 12.
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Tabela 4: Distribuicao da classificacdo de Engel dos pacientes.

Engel Frequéncia Porcentagem
A 16 55,2%
A 7 24.1%
IVA 1 3,4%
IB 3 10,3%
B 1 3,4%
IvVC 1 3,4%

Total 29 100,0%

Figura 12: Distribuicdo da classificagdo de Engel dos pacientes em percentagem.
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6.2 ANALISE DA CONCENTRAGAO DE CITOCINAS E NO NOS GRUPOS

PACIENTE E CONTROLE.
As informacdes sobre concentracdo de IL1B, TNFa e NO dos individuos

dos grupos de pacientes e controle de autopsia estdo resumidas na Tabela 5 e
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nas Figuras 13 a 15. E importante ressaltar que o grupo dos pacientes apresentou
valores médios do IL18 (p=0,023) e TNFa (p=0,049) maiores que o Grupo controle
de autopsia. O NO médio do Grupo paciente foi estatisticamente igual ao NO
médio do Grupo controle de autopsia (p=0,150).

As informagées de TNFa e NO dos individuos entre os Grupos
apresentaram homocedasticidade (igualdade de variancias). A distribuicado normal

foi evidenciada nas informacgdes do IL13, TNFa e NO.

Tabela 5: Medidas-resumo das concentragcdes de IL18, TNFa (em pg/ml) e NO

(em pM/mg), segundo Grupo.

Grupo medidas-resumo IL1B TNF a NO
Paciente N 29 29 28
média 117,6 28,9 27,4
minimo 91,6 10,1 11,5
maximo 155,4 60,1 71,4
desvio-padrao 15,4 14,5 14,0
controle de autopsia N 10 10 10
média 92,3 17,8 34,6
minimo 70,3 6,0 22,4
maximo 150,0 53,8 62,6
desvio-padrao 28,8 16,1 11,2
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Figura 13: Comparagcdo da concentracdao de IL1B (em pg/ml) no HPC de

pacientes e controles (p=0,023).
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Figura 14: Comparagdo da concentragdo de TNFa (em pg/ml) no HPC de

pacientes e controles (p=0,049).
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Figura 15: Comparacao da concentragcao de NO (em pM/mg) no HPC de pacientes
e controles (p=0,15).

80
704 O
*
60 9
50 9
O 404
> 40
301
201
101
0 - L]
N= 28 10
paciente controle de autopsia

Grupo

5.3- CORRELAGAO DO SINAL OBTIDO NA RM DO HIPOCAMPO

COMPROMETIDO E CONTRA-LATERAL.

As informacgdes dos valores normalizados da Cabecga, Corpo e Cauda do
lado comprometido dos pacientes foram correlacionadas aos valores da Cabeca,
Corpo e Cauda do lado contralateral, conforme trazem as figuras 17 a 19. As
evidéncias apresentadas nas figuras 16 a 18 sdo confirmadas com os valores dos
coeficientes de correlacao linear de Pearson (ver Tabela 6), em que concluimos
que ha correlagao linear crescente entre os valores da Cabecga, Corpo e Cauda do

lado comprometido e o lado contralateral. Vale dizer que valores normalizados da
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Cabecga, Corpo e Cauda dos lados comprometido e contralateral seguem uma
distribuicdo normal.
As figuras 16, 17 e 18 mostram os resultados obtidos quando os sinais

obtidos na RM do lado comprometido era comparado ao contralateral.

Figura 16: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cabega do hipocampo comprometido e contralateral.
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Figura 17: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

do corpo do hipocampo comprometido e contralateral.
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Figura 18: Distribuigdo dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cauda do hipocampo comprometido e contra-lateral.
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Tabela 6: Coeficientes de correlacao linear de Pearson entre os valores da

Cabega, Corpo e Cauda do hipocampo do lado comprometido e o lado

contralateral.

Coeficiente de Pearson p
Cabeca comprometida e Cabeca contralateral 0,854 <0,001
Corpo comprometido e Corpo contralateral 0,829 <0,001
Cauda comprometida e Cauda contralateral 0,602 0,002

Como evidenciado, existe uma correlacdo positiva entre o sinal de
esclerose do hipocampo comprometido (hipersinal) versus o hipocampo

contralateral, mostrado comprometimento bilateral dessa estrutura.

5.4- CORRELAGAO ENTRE HIPERSINAL DO HIPOCAMPO NA RM E

CONCENTRAGAO DE CITOCINAS E NO.

O estudo da correlagao entre os valores normalizados da Cabega, Corpo e
Cauda do lado comprometido dos pacientes e IL13, TNFa e NO, também foi objeto
de estudo desta pesquisa. As figuras de 19 a 27 mostram o comportamento
conjunto destas informacgoes.

Conforme sugerem as figuras 19 a 27, detectamos, através da estimagao
dos coeficientes de correlagao linear de Pearson, uma correlagcido positiva entre os

valores normalizados da RM da Cabecga, Corpo e Cauda do hipocampo do lado
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comprometido com NO. Houve também uma correlagao positiva entre intensidade
de sinal na cauda do hipocampo e concentracdo de IL1B (ver Tabela 8). Nao
houve correlagao positiva entre IL1 e hipersinal da RM entre cabeca e corpo do
hipocampo. Igualmente, ndo houve correlacdo positiva entre hipersinal no
hipocampo (cabeca, corpo e cauda) e concentragdes de TNFa. Os valores de

significancia podem ser visualizados na tabela 7.

Figura 19: Distribuicdo dos pacientes, segundo valores normalizados de

hipersinal da cabeg¢a do hipocampo do lado comprometido e IL18 (em pg/ml).
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Figura 20: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cabega do hipocampo do lado comprometido e TNFa (em pg/ml).
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Figura 21: Distribuicdo dos pacientes, segundo valores normalizados de hipersinal

da cabecga do hipocampo do lado comprometido e NO (em pM/mg).
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Figura 22: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

do corpo do hipocampo do lado comprometido e IL1B (em pg/ml).
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Figura 23: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

do corpo hipocampo do lado comprometido e TNFa (em pg/ml).
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Figura 24: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

do corpo do hipocampo do lado comprometido e NO (em pM/mg).
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Figura 25: Distribuicdo dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cauda do hipocampo do lado comprometido e IL1B (em pg/ml).
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Figura 26: Distribuicao dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cauda do hipocampo do lado comprometido e TNFa (em pg/ml).
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Figura 27: Distribuicdo dos pacientes, segundo valores normalizados do hipersinal

da cauda do hipocampo do lado comprometido e NO (em pM/ml).
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Tabela 7: Coeficientes de correlacao linear de Pearson entre os valores da

cabega, corpo e cauda do hipocampo do lado comprometido e IL13, TNFa e NO.

Coeficiente p
Cabega comprometida e IL13 0,338 0,106
Cabega comprometida e TNFa -0,149 0,486
Cabeca comprometida e NO 0,498 0,013
Corpo comprometido e IL13 0,337 0,107
Corpo comprometido e TNFa -0,243 0,253
Corpo comprometido e NO 0,505 0,012
Cauda comprometida e IL1B 0,436 0,033
Cauda comprometida e TNFa -0,237 0,265
Cauda comprometida e NO 0,532 0,007

5.5- COMPARAGAO DA CONCENTRAGAO DE GLU E GABA NO HIPOCAMPO

DOS GRUPOS PACIENTE E CONTROLE.

As informagdes, referentes a concentracdo de glutamato (GLU) e GABA
dos individuos do grupo de paciente com ELT e controle de autopsia, estdo
resumidas na Tabela 8 e nas figuras 28 e 29. E importante ressaltar que o Grupo
dos pacientes apresentou valores médios do GLU (p= 0,00051) e GABA (p=
0,0026) menores que o Grupo controle de autopsia. Esses dados sugerem maior
consumo desses neurotransmissores nos hipocampos afetados, quando

comparados aos controles.
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