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Resumo

A neuroinflamacdo é um evento secundario importante da fisiopatologia dos distarbios
neurais agudos e cronicos. Ele compreende componentes humorais e celulares dos sistemas
imunes inato e adaptativo. A ativacdo microglial € um evento crucial nos disturbios neuronais
crdnicos, com consequéncias deletérias e/ou benéficas. Na epilepsia, uma reacdo microglial
intensa e de longa duracdo tem sido descrita usando modelos experimentais de status
epilepticus, o que indica um importante papel da microgliose no dano neuronal. No entanto,
os padrdes de ativagdo microglial ndo foram sistematicamente investigados no cérebro de
pacientes humanos com diferentes graus de esclerose hipocampal devido a epilepsia do lobo
temporal (ELT). Neste estudo, explorou-se o padrédo de reacdo microglial no hipocampo de
pacientes com ELT com diferentes histérias clinicas e submetidos a hipocampectomia
unilateral para tratamento de ELT refrataria. Amostras de hipocampo foram obtidas através da
resseccdo desse hipocampo. Foram utilizados o tecido de um paciente que apresentou a
primeira convulsdo na infancia, a qual se tornou continua (P4) e de um paciente com laténcia
de décadas apds a primeira convulsdo (P5). As amostras de tecido removidas durante a
cirurgia foram coletadas em solucdo salina estéril e logo apds foram colocadas em
paraformaldeido a 4% por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras de tecido dos pacientes
P4 e P5 foram crioprotegidas em diferentes gradientes de solucdo de glicerol e sacarose por
duas semanas e cortadas usando um criostato a 40 um de espessura. As seccdes foram
submetidas a imunohistoquimica para imunomarcagéo de microglia (anti-lbal) e citocina anti-
inflamatdria (TGF-pB). Ativacdo microglial generalizada com diferentes graus de microgliose
estava presente no hipocampo dos pacientes P4 e P5. No entanto, a reacdo microglial foi mais
intensa em P4, caracterizada por um numero consideravel de microglia degenerativa e
distrofica e células bastonetes. As células positivas para TGF-p estavam conspicuamente
presentes no hipocampo de ambos o0s pacientes em cavidades parecidas com clusters e
distribuidas de forma esparsa sobre o parénquima do hipocampo. A histdria clinica de cada
paciente, com mais ou menos convulsdes ao longo do tempo, parece induzir padrbes
diferenciais de resposta microglial durante ELT. No presente estudo, 0 paciente com crises
continuas durante muitos anos, sem laténcia, apresentou intensa ativacdo microglial, distrofia
e degeneracdo que se assemelham aos achados patoldgicos presentes na DA. Reacdes
antiinflamatorias por células ndo microgliais também estavam presentes, como sugerido pela
presenca generalizada de células positivas para TGF-3 sobre o parénquima do hipocampo.

Palavras-chave: Epilepsia, Neuroinflamacdo, Neurodegeneracdo, Microglia, Microglia
Distrofica.



Abstract

Neuroinflammation is a major secondary event of the pathophysiology of acute and chronic
neural disorders. It contains humoral and cellular components of the innate and adaptive
immune systems. Microglial activation is a crucial event in chronic neuronal disorders with
deleterious and/or beneficial consequences. Alzheimer's disease (AD) microglia can be
beneficial by phagocytizing as amyloid plaques, but may contribute to neuronal damage and a
pro-inflammatory phenotype, depending on the disease progression. In epilepsy, an intense
and long-lasting microglial reaction has been described using experimental models of status
epilepticus, which indicates an important role of microgliosis in neuronal damage. However,
microglial activation patterns were not systematically investigated in the brains of human
patients with different degrees of hippocampal sclerosis due to temporal lobe epilepsy (TLE).
In this study, we explored the pattern of microglial reaction in the hippocampus of TLE
patients with different clinical histories and submitted to unilateral hipocampectomy for
treatment of refractory TLE. Hippocampal samples were obtained through the resection of
this hippocampus. The tissue of a patient who presented the first seizure in childhood, which
became continuous (P4) and a patient with latency of decades after the first seizure (P5) was
used. Tissue samples removed during surgery were collected in sterile saline solution and then
placed in 4% paraformaldehyde for 24 hours. After this time, tissue samples from patients P4
and P5 were cryoprotect in different gradients of glycerol and sucrose solution for two weeks
and cut using a 40 um thick cryostat. The sections were submitted to immunohistochemistry
for microglia (anti-lbal), proinflammatory cytokine (IL-1B) and anti-inflammatory cytokine
(TGF-B). Generalized microglial activation with different degrees of microgliosis was present
in the hippocampus of patients P4 and P5. However, the microglial reaction was intense in P4,
characterized by a considerable number of degenerative and dystrophic microglia and rod
cells. TGF-p positive cells were conspicuously present in the hippocampus of both patients in
clusters-like cavities and sparsely distributed over the parenchyma of the hippocampus. IL-1
positive cells were not present. The clinical history of each patient, with more or less
convulsions over time, seems to induce differential patterns of microglial response during
TLE. In the present study, the patient with continuous seizures for many years, without
latency, presented intense microglial activation, dystrophy and degeneration that resemble the
pathological findings present in AD. Anti-inflammatory reactions by non-microglial cells
were also present, as suggested by the generalized presence of TGF-B-positive cells on the
hippocampus parenchyma.

Key-words: Epilepsy, Neuroinflammation, Neurodegeneration, Microglia, Dystrophyc
Microglia.
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Introducéo

A epilepsia é a doenga neurologica mais comum e afeta, aproximadamente, 50 milhdes
de pessoas em todo o mundo. De acordo com estudos epidemioldgicos, existem de 16 a 51
cas0s/100.000 pessoas a cada ano. Apesar da escassez de estudos no Brasil, estima-se que a
epilepsia atinja de 2% a 4% da populacdo, acometendo pessoas em diferentes idades e classes
sociais. Um grande numero de doengas ou lesdes cerebrais pode causar epilepsia, e as mais
frequentes sdo: anomalia cerebral durante o desenvolvimento, traumatismo craniano,
hemorragias, anoxia durante o parto, tumores, infeccdo cerebral, crises prolongadas e crises
febris (Fernandes, 2013; Gao et al., 2017; Sander & Shorvon, 1996).

A epilepsia é caracterizada como um distarbio cerebral causado pela predisposicéo
permanente do cérebro em gerar crises epilépticas espontaneas, recorrentes, acompanhadas de
consequéncias neurobiolégicas, cognitivas e psicossociais. E definida, também, pela
ocorréncia de duas crises epilépticas ndo provocadas, separadas por um intervalo de mais de
24 horas. Quando essas crises ocorrem nesse intervalo, mesmo que assumam a forma de
estado de mal epiléptico, ndo sdo suficientes para o diagndstico de epilepsia (Fisher et al.,
2005; Yacubian & Kochen, 2014).

A crise epiléptica é definida como a ocorréncia momentéanea de sinais e/ou sintomas
decorrentes de atividade neuronal conjunta ou excessiva no cérebro. Esses sinais ou sintomas
incluem fendmenos anormais de inicio rapido e efémero, os quais podem incluir alteracdes da
consciéncia, eventos motores, sensitivos e/ou sensoriais, autondmicos ou psiquicos
involuntarios percebidos pelo paciente ou por um observador. Essas manifestacGes
caracterizam o que ¢ chamado de “Auras”, ou seja, seriam os componentes das crises que
ocorrem antes da perda da consciéncia. Geralmente, o paciente é capaz de recordar esses
sintomas que precedem o periodo pds-ictal, ou seja, apds a crise epiléptica (Fernandes, 2013;

Tanuri, Thomaz, & Tanuri, 2000; Yacubian & Kochen, 2014).



14

A classificacdo das crises epilépticas depende da localizagdo, sendo que as crises
podem ser focais, com inicio em uma regido restrita do encéfalo, ou generalizadas, quando as
descargas se originam concomitantemente nos dois hemisférios cerebrais. As crises focais sdo
divididas em simples, quando ha preservacdo da consciéncia durante o ictus (crise epiléptica),
ou complexas, quando ha perda de consciéncia. O diagnéstico necessario para a epilepsia
engloba multiplos niveis e as crises devem ser avaliadas de maneira global, ou seja, aliadas a
dados do histérico de salde, idade e resultados eletroencefalograficos (Fisher et al., 2014,
2018).

Dois tercos dos pacientes obtém controle das crises com o uso regular de drogas
antiepilépticas (DAE) em mono ou politerapia. Entretanto, em aproximadamente 30% dos
casos, 0s pacientes apresentam crises refratarias ao tratamento medicamentoso disponivel no
mercado. Nestes casos, 0s pacientes tornam-se candidatos ao tratamento cirargico, a
hipocampectomia, que consiste na retirada do foco epilético. E importante ressaltar que existe
um aumento da prevaléncia de distarbios psiquiatricos, como depressdo e ansiedade, nos
portadores de epilepsia (24%) em comparacdo com a populacéo geral (7%) e, dentre eles, 0s
mais susceptiveis sdo os portadores de Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) e Epilepsia
Refrataria (Gaitatzis, Carroll, Majeed, & Sander, 2004; Schuele & Luders, 2008; Spencer &
Huh, 2008; Yrondi, Arbus, Valton, & Schmitt, 2017).

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) caracteriza-se por uma esclerose hipocampal,
com diferentes graus de comprometimento de estruturas adjacentes, identificada com perda
neuronal e gliose hipocampal. A esclerose hipocampal pode ser unilateral ou bilateral, e
quando é bilateral, frequentemente é assimétrica. Os pacientes com ELT apresentam, ainda,
crises focais simples ou complexas que se originam em estruturas mesiais do lobo temporal,
geralmente precedidas por auras que ocorrem em 20% a 90% destes pacientes (Fernandes,

2013; Tanuri et al., 2000).
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A gliose hipocampal pode ser definida como o crescimento anormal, hipertrofia ou
hiperplasia da microglia. Ocorre no SNC seguinte a qualquer dano tecidual, e caracteriza-se
pela presenca de grande nimero de astrocitos com aumento de tamanho, prolongamentos mais
longos e grossos, e maior quantidade de manchas nos filamentos gliais. A esclerose
hipocampal se caracteriza por uma grande perda neuronal na regido do hipocampo. A
alteracdo é observada através da diminuicdo significativa do volume da estrutura com
desorganizacdo das camadas celulares hipocampais (da Cunha et al., 1993; Laterza et al.,
2018).

Um aumento crescente de evidéncias sugere que 0 processo inflamatério envolvido na
fisiopatologia da epilepsia pode desempenhar papéis importantes na ictogénese (mecanismos
de geracdo das crises em pacientes com epilepsia) e na epileptogénese (processo envolvido no
desenvolvimento da epilepsia secundaria a uma leséo cerebral). Essa contribuicdo deletéria da
inflamacdo tem sido bem estabelecida para um namero crescente de outros disturbios
neuroldgicos, como na Doenca de Alzheimer (Choi & Koh, 2008; Gao et al., 2017; Valotta &
Cabral, 2008).

Um estudo realizado em ratos objetivou examinar o impacto da inflamacéo periférica
na suscetibilidade a convulsdes e o envolvimento da neuroinflamacéo e estresse oxidativo no
hipocampo. Foi observado que infusdo de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS)
induziu inflamacdo periférica caracterizada pelo aumento dos niveis plasmaticos de
interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Este
resultado esta associado a um aumento significativo no nimero da microglia ativada (Iba-1
positivas), aumento da produgdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e
estresse oxidativo tecidual (regulagdo do NADPH subunidades da oxidase) no hipocampo. Os
resultados indicaram que a inflamacg&o periférica induzida por LPS provocou neuroinflamacao

e 0 subsequente estresse oxidativo no hipocampo, resultando no aumento da suscetibilidade a
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crise induzida por &cido kainico (KA). Além disso, a protegdo contra neuroinflamacdo e
estresse oxidativo no hipocampo exerceu efeito benéfico sobre a suscetibilidade a convulsao
apos inflamacéo periférica (Ho et al., 2015).

Estudos com ratos indicaram também que em processos inflamatérios ocorre aumento
da producdo de citocinas pro-inflamatdrias e estresse oxidativo. Esses processos podem estar
envolvidos na fisiopatologia e patogénese da epilepsia. A inflamacgéo induzida pela resposta
imune inata através de células cerebrais (astrécitos, neurdnios e micrdglia) contribui para a
producdo de multiplas citocinas que podem recrutar células do sistema imune adaptativo e
levar a secrecdo de mais citocinas, desencadeando uma resposta inflamatoria aumentada e
desenvolvendo um papel importante em varias doengas do sistema nervoso central (Gao et al.,
2017; Ho et al., 2015; Valotta & Cabral, 2008).

Mondcitos e macréfagos sdo as principais células responsaveis pela homeostase
tecidual e resposta imune, fornecendo a primeira linha de defesa contra patégenos. Os
monadcitos proveem um conjunto precursor de macréfagos que € recrutado apds processos
inflamatdrios para mediar a defesa do hospedeiro contra patégenos, antigenos estranhos ou
dano tecidual. A analise de grandes conjuntos de dados de expressdo génica de multiplas
células e tecidos revela conjuntos de genes que sdo corregulados com os fatores de transcricao
gue os regulam. Em macrdéfagos, os agrupamentos génicos incluem genes especificos da
linhagem, genes responsivos ao interferon, genes inflamatorios precoces e aqueles necessarios
para a endocitose e a funcdo do lisossoma (Hoeksema & de Winther, 2016; Hume, 2015; Liu
& Hong, 2014; Whelan et al., 2018).

Os macrdéfagos sdo deslocados até os tecidos e alteram sua funcdo para lidar com uma
ampla gama de desafios relacionados ao desenvolvimento e a organogénese, lesdo tecidual,

malignidade, estimulos inflamatorios estéreis ou patogénicos. Esses estimulos alteram a
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expressdo génica para "macrdfagos ativados”, mais bem equipados para eliminar a causa de
seu influxo e para restaurar a homeostase (Hume, 2015).

Os estados de ativacdo ou polarizacdo dos macréfagos foram classificados como
"classicos" e "alternativos" ou M1 e M2. A ativacdo classica corresponde ao fenotipo pro
inflamatorio (M1), caracterizada pela liberacdo de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
citocinas inflamatorias como fator de necrose tumoral a (TNF a), interleucina 1  (IL1- B) e
radicais livres. Ja o fenotipo anti-inflamatdrio (M2) é caracteristico da reparacdo tecidual,
onde h& producdo de citocinas anti-inflamatorias, como a interleucina 10 (IL-10) e liberacao
de fatores de transcricdo como o fator de transformacao de crescimento  (TGF B), o fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), além do aumento de expressao de arginase 1 (ARG1), e de
marcadores de superficie, como o cluster de diferenciacdo 163 (CD163). O éxido nitrico
(NO), produzido em decorréncia da atividade da iINOS, também pode inibir a proliferacdo de
linfocitos e induzir a apoptose (Boche, Perry, & Nicoll, 2013; Gordon & Martinez, 2010;
Hume, 2015; Nabeshima et al., 1999).

As micréglias sdo 0os macrdfagos residentes no SNC e sdo ontogenicamente distintos
das outras células fagociticas no sistema fagocitario mononuclear, tais como células
dendriticas e mondcitos. A microglia origina-se de macréfagos primitivos derivados de
precursores eritromo-miel6ides no saco vitelino. Estas células rastreiam ativamente os seus
dominios circundantes e podem responder rapidamente a mudancas ambientais, como uma
ameaca imune. Como consequéncia, sofrem alteraces morfoldgicas para assumir uma forma
ameboide e se tornam fagociticas para remover a ameaca encontrada (Figura 1). Essas
alteracdes morfoldgicas também sdo acompanhadas pela expressdo e secrecdo de moléculas
inflamatdrias, como citocinas e quimiocinas, que ajudam a micréglia a se comunicar
com astrocitos e células imunes periféricas (Aboud, Mrak, Boop, & Griffin, 2014; Greter,

Lelios, & Croxford, 2015).


https://www.biolegend.com/en-us/groups-list/all-groups-immunology-5321-human-immunology-1597-cytokine-and-chemokine-receptors-1041
https://www.biolegend.com/chemokine_receptors
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Keywords=astrocyte&k1=astrocyte&view=detail
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Figura 1. Desenho ilustrativo de microglias em diferentes estados de ativacdo. A: Desenho
ilustrativo de uma micréglia em estado estacionario. B: Desenho ilustrativo de uma microglia
em estado ativado. Fonte: https://www.biolegend.com/microglia.

Assim como fagocitos, a microglia ativada prolifera e se acumula em areas que
apresentam alta densidade de neurénios apoptdticos para facilitar o turnover neuronal durante
a morte celular no desenvolvimento. Além da liberacdo de células mortas, a fagocitose
microglial controla o nimero de precursores neurais em regides proliferativas do telencéfalo
em desenvolvimento em ratos perinatais. Ja as micrdglias distroficas, presentes no cérebro de
pessoas idosas ou com alguma patologia, apresentam alteracdo ou degeneracdo morfoldgica
de senescencia assim como ativacdo e processos citoplasmaticos fragmentados. Portanto, a
micrdglia possui potencial neurotdxico e neuroprotetor dentro do contexto de patolgias do
SNC e os papéis microgliais podem ser distinguidos através de dois aspectos: 1) a intensidade
inicial das crises agudas; 2) a neurodegeneracdo tardia que ocorre (Eyo, Murugan, & Wu,
2017, Streit, Braak, Xue, & Bechmann, 2009; Tay, Savage, Hui, Bisht, & Tremblay, 2017).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares e hidrossollveis. Sdo
produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo e por células do sistema
imunoldgico através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitégenos (substancias que

induzem mitose em linfocitos ao ligar-se a glicoproteinas da membrana destas células). Sao
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armazenadas como moléculas pré-formadas e atuam, preferencialmente, por mecanismos
parécrino (em células vizinhas) e autdcrino (nas préprias células produtoras). Apresentam
acOes semelhantes que podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. A pleiotropia é uma
dessas acdes, no qual varios tipos de células podem secretar a mesma citocina, e uma Unica
citocina pode agir em inimeros tipos de células. Normalmente, é formada em cascata, uma
citocina ativa sua célula-alvo a produzir mais citocinas, ligando-se a receptores especificos e
ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica (de Oliveira, Sakata,

Issy, Gerola, & Salomé&o, 2011).

Citocinas e quimiocinas sdo secretadas por astrocitos e microglias durante o
desenvolvimento fetal humano, sugerindo um papel para as quimiocinas na modulacdo do
sistema nervoso. Os receptores de citocinas estdo presentes em populacdes de neurénios e
células gliais em regibes distintas do cérebro. Elas também estdo envolvidas em uma
sinalizacd@o bidirecional entre o sistema nervoso central e o sistema imunoldgico periférico,
desempenhando um papel nos processos cognitivos (Arisi, 2014; Curfs, Meis, & Hoogkamp-

Korstanje, 1997; de Oliveira et al., 2011; Zhang & An, 2007).

Embora as citocinas tenham sido classificadas em grupos distintos, tornou-se dificil de
ser mantida, uma vez que a maioria das citocinas pode ser produzida por diversos tipos de
células, dependendo do agente estimulante e da interacdo com outras células, tais como:
linfocina (citocinas produzidas por linfocitos), monocina (citocinas produzidas por
mondcitos), quimiocina (citocinas com atividades quimiotaticas) e interleucina (citocinas
produzidas por um leucocito e que atuam em outros leucocitos) (Arisi, 2014; Curfs et al.,
1997; de Oliveira et al., 2011).

As citocinas influenciam a atividade, a diferenciacéo, a proliferacdo e a sobrevida da
celula imunoldgica, assim como regulam a producgdo e a atividade de outras citocinas, que

podem aumentar (pré-inflamatérias — Th1l) ou atenuar (anti-inflamatorias — Th2) a resposta
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inflamatoria mediante condi¢des patoldgicas. Dentre as consideradas pré-inflamatorias, temos
as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de necrose tumoral); as anti-inflamatdrias sdo IL-
4, 1L-10, IL-13. Todos sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta inflamatdria aos
locais de infeccdo e lesdo, no entanto, a produgdo exagerada de Thl a partir da lesdo pode
manifestar-se sistemicamente de maneira deletéria, ou seja, apos lesdes ou infeccdes grave.
Essa resposta exacerbada e persistente pode contribuir para lesbes em érgdo-alvo, podendo
levar até a morte. Ja as Th2 podem minimizar alguns desses efeitos, como demonstrado na

Figura 2 (Arisi, 2014; de Oliveira et al., 2011).
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Figura 2. SubpopulacGes de micrdglias - estado M1 (pro-inflamatério) ou M2 (anti-
inflamatdrio), dependendo da natureza do estimulo. No estado M1, a microglia responde a
lesdio ou infeccdo produzindo metabdlitos oxidativos, citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas para induzir a infiltracdo de leucdcitos periféricos que irdo combater e eliminar o
insulto ou lesdo. No estado M2, a microglia antagoniza as respostas da subpopulacdo M1 ao
secretar citocinas anti-inflamatdrias para facilitar a fagocitose dos restos celulares, promover a
reconstrucdo da matriz extracelular (ECM) e o reparo tecidual. A microglia M2 tambem
produz fatores neurotroficos que contribuem para a sobrevivéncia das células neuronais.
Fonte: https://www.biolegend.com/NewsLegend/041216microgliablast/index.htm

As citocinas participam da regulacdo da neurogénese, a proliferacdo de novos
neurénios, crucial para as fungdes do hipocampo, como o aprendizado e a memdria. Os

neurotransmissores e as citocinas afetam suas células-alvo por meio de receptores de
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superficie e também por outros mecanismos moleculares. A sinalizacdo através da secrecéo de
pequenas moléculas é uma caracteristica dos sistemas nervoso e imunoldégico (Borsini,

Zunszain, Thuret, & Pariante, 2015; Eichenbaum, 2017).

O hipocampo é uma estrutura com alta plasticidade, que faz parte do sistema nervoso
central (SNC), localizado no lobo temporal de cada hemisfério cerebral e esta relacionado
com a aprendizagem e memoria. A formacdo hipocampal compreende quatro regides
corticais: o giro dentado, o hipocampo propriamente dito, 0 complexo subicular e o cértex
entorrinal. O giro dentado é dividido em trés camadas: camada molecular, camada de células
granulares e camada polimorfica (hilo). Ja o hipocampo propriamente dito é dividido em trés
subcampos, chamados CA (corno de Amon): CA3, CA2 e CAL.

Assim, os circuitos anatémicos da formacgdo hipocampal incluem a cléssica via tri-
sinaptica: o giro dentado recebe sua maior aferéncia do cortex entorrinal (via perfurante); as
células granulares projetam atraves das fibras musgosas para a regido hilar e para a regido de
CA3. Das celulas piramidais de CAL1 emergem axdnios colaterais que terminam em neurdnios
de CA3 via conexdes de associacdo e também proporcionam a maior aferéncia para 0s
neurdnios piramidais de CA1 (via colateral de Schaffer) (Eichenbaum, 2017; Scorza et al.,

2005).
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Figura 3. Esquema do hipocampo e giro denteado. Circuito tri-sindptico simplificado do
hipocampo. Visualizam-se os cornos de Amon: CAl, CA2, CA3, GD. O giro denteado recebe
as projecdes do cortex entorrinal atraves da via perfurante (1° sinapse) e projeta através dos
axonios das células granulares para CA3 (2° sinapse). Este ultimo projeta para CAl (3°
sinapse) através dos ax6nios das células piramidais. Fonte:  www.uni-
leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html.

O hipocampo, como ja mencionado antes, € um local relacionado com a consolidacéo
de memdria inserido no processo de aprendizagem e envolvido na aquisicdo de novos
repertorios por parte dos organismos em processos que envolvem a captacéo, identificacdo e a
classificacdo de diferentes estimulos visuais, auditivos, olfativos, entre outros. Esses
estimulos sdo importantes fontes de informacgdes ao organismo e responder a esses eventos
tem valor adaptativo. Os processos de estabelecimento de controle desses eventos sobre as
respostas do organismo seriam relevantes para aqueles que estudam a aprendizagem e a
memoria e possiveis déficits produzidos por fatores diversos, como a epilepsia (Motta-

Teixeira, Takada, Machado-Nils, Nogueira, & Xavier, 2016; Mourao Janior & Faria, 2015).

De acordo com Von Ehrenstein et al. (2012), estudos com modelos experimentais
mostraram que varias citocinas estdo envolvidas na neurogénese, na maturacdo sinaptica, na
geracdo de redes neuronais e outros processos importantes do desenvolvimento cerebral,
podendo também afetar direta ou indiretamente a cognicdo. Nesse sentido, tanto a

superexpressdo como a deficiéncia de determinadas citocinas pode influenciar positiva e


http://www.uni-leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html
http://www.uni-leipzig.de/.../graphic_hippo_farbig.html
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negativamente a memoria relacionada ao hipocampo e a plasticidade sinaptica sob condicdes

patoldgicas e fisiologicas (Von Ehrenstein et al., 2012).

Estes estudos sugerem ainda que os comprometimentos da memoria e de outras
funcbes cognitivas, como atengéo, linguagem, entre outros, sd0 comuns em pacientes com
epilepsia. As causas dessas deficiéncias tém sido atribuidas a perda de células do hipocampo
neuronal, a disfuncdo dos neur6nios hipocampais sobreviventes, bem como aos efeitos
adversos dos medicamentos antiepilépticos. Os déficits cognitivos, as alteracbes
comportamentais, inclusive de respostas do sistema nervoso autondmico s&o comorbidades
muito comuns da epilepsia (Arend et al., 2018; Berilgen, Sari, Bulut, & Mungen, 2004;

Vezzani, Aronica, Mazarati, & Pittman, 2013).

Os déficits cognitivos, definidos como alteracbes nos dominios das funcGes
executivas, processamento de atencdo, informacdo e memoria, sdo observados em cerca de
70% a 80% dos pacientes com epilepsia. A doenca estd fortemente associada a uma série de
comorbidades mentais e somaticas, causando interferéncias na escala social como, por
exemplo, a restrita oportunidade de emprego, de assisténcia social e de constituir familia.
Além disso, € possivel que os pacientes portadores de epilepsia sofram marginalizacdo e
estigmatizacdo social. Estas pessoas enfrentam o risco de crises imprevisiveis e, muitas vezes,
socialmente constrangedoras, tornando as crises uma ameaca permanente ao dia a dia (Elger,
Johnston, & Hoppe, 2017; Helmstaedter & Witt, 2017; Trivedi, 2006).

Como ja mencionado anteriormente, a ELT é a forma mais comum de epilepsia em
humanos adultos, em que o foco epiléptico é frequentemente encontrado na formacdo do
hipocampo. ApGs a primeira crise, ocorre um periodo denominado epileptogénese, no qual
ocorrem varias alteragdes do circuito celular e neuronal, acompanhadas por perda neuronal,
anormalidades de conectividade e gliose. Essa relagédo entre inflamacéo e epilepsia tem sido

documentada tanto em modelos animais com ELT quanto em humanos. Porém, até o presente
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momento, ndo foram encontrados estudos que demonstrem a expressdao de citocinas
inflamatorias e seu papel a longo prazo em hipocampos de pacientes portadores de epilepsia
submetidos a hipocampectomia unilateral (Vezzani & Rlegg, 2011; Vinet et al., 2016).

A micréglia ativada tem sido observada logo ap6s o status epilepticus em ratos, bem
como varios dias depois, e tem sido correlacionada com a expressao de varias citocinas pro-
inflamatorias, onde IL-1B e o TNF a podem ser responsaveis por aumentar a excitabilidade
neuronal, portanto, podem estar envolvidos no desenvolvimento da atividade epiléptica. Tais
dados fornecem evidéncias de que a micrdglia pode desempenhar um papel proeminente no
desenvolvimento da doenca. A microglia possui potencial neurotoxico e neuroprotetor no
contexto das doencas do SNC. A reatividade da microglia durante as crises convulsivas ocorre
antes da manifestacdo da neurodegenecao (Vezzani et al., 2013; Vinet et al., 2016; Wu et al.,
2018; Zheng et al., 2009).

Portanto, €& necessario e emergencial analisar os fenotipos microgliais no
desenvolvimento da epilepsia do lobo temporal em humanos para entender se tais células
podem interferir no processo de ativacdo da epilepsia. Assim, o presente trabalho analisou a
expressdo de citocinas inflamatdrias em hipocampos de pacientes portadores de epilepsia

submetidos a hipocampectomia unilateral.
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Objetivos
Geral

Analisar a expressdao de citocinas inflamatérias em hipocampos de pacientes
portadores de epilepsia submetidos a hipocampectomia unilateral.
Especificos

Identificar o padrdo de marcacdo de Anti- Iba- 1 em hipocampos de pacientes
portadores de epilepsia submetidos a hipocampectomia unilateral;

Identificar o padrdao de marca¢do de TGFB em hipocampos de pacientes portadores de
epilepsia submetidos a hipocampectomia unilateral

Analisar quantitativamente o padrdo de expressdo das microglias e células anti-
inflamatdrias

Analisar quantitativamente o padréo de expressao de microglias distroficas
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Meétodo

Participantes

Foram selecionados cinco pacientes portadores de Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)
que foram submetidos ao tratamento cirdrgico e concordaram em doar o material biolégico
para a analise desta pesquisa. Os critérios de inclusdo foram se encontrar na faixa etéria entre
18 e 60 anos, ndo ter diagndstico de outras patologias neurolégicas e apresentar boa
preservacao tecidual. Os critérios de exclusdo foram os tecidos dos pacientes nos quais ndo
havia o hipocampo completo.

Para a protecdo da identidade dos pacientes, cada um recebeu um codigo de
identificacdo (P1, P2, P3, P4, P5) conforme a ordem cronoldgica das cirurgias realizadas. Dos
cinco tecidos colhidos, apenas dois se enquadravam dentro dos critérios de inclusdo descritos
anteriormente, os pacientes P4 e P5. Todos os pacientes foram avaliados clinicamente antes e
depois da cirurgia, porém nédo realizaram avaliacdo comportamental neste estudo. Os dados
obtidos nesse trabalho referem-se aos mesmos pacientes descritos no trabalho de Gama
(2018).

Com relacdo aos dados gerais, 0 paciente P4 tinha 46 anos de idade, sexo feminino,
auto-declarado de raca parda, solteiro, escolaridade ensino técnico e a ocupacgdo de técnico em
radiologia. Ja o P5, tinha 26 anos de idade, sexo masculino, auto declarado de raca parda,
solteiro, escolaridade ensino médio e declarou que ndo trabalha. De acordo com Gama (2018),
a primeira crise epiléptica do paciente P4 ocorreu na infancia, ja& o paciente P5 relatou a
primeira crise na idade adulta. Além disso, os dois pacientes apresentaram pelo menos quatro
crises por més, sendo que o0 esquema terapéutico de cada um ndo foi homogéneo,
apresentando um uso de altas dosagens e interagdes medicamentosas, como demonstradas na

Tabela 1.
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Tabela 1. Dados clinicos dos pacientes P4 e P5.(Adaptado de Gama, 2018). NC = Néo
coletado.

Histoéria Clinica P4 P5

Evento precipitante NC* 1 ano
Crise febril seguida de
desmaio por 4 horas

Periodo de laténcia (entre o NC* 21 anos
evento precipitante e a
primeira crise)

Idade da primeira crise Antes dos 5 anos 22 anos
Frequéncia de crise antes da 10/ més 2-3/semana
cirurgia

Esquema terapéutico na Oxcarbazepina Cabamazepina 400 mg
ocasido da cirurgia 1200mg Valproato 1000 mg

Clobazam 10 mg/dia

Procedimento

Os participantes selecionados foram atendidos em diferentes lugares da regido
metropolitana de Belém, tanto em ambulatorios da iniciativa publica (Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto e Hospital Ophir Loyola), quanto da rede privada. A abordagem dos
participantes foi realizada antes da consulta, informando sobre os objetivos do projeto. Os
pacientes selecionados assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(ANEXO A).

Todos os procedimentos seguiram as diretrizes éticas internacionais (Declaracdo de
Helsinque, Diretrizes Internacionais para as Pesquisas Biomédicas envolvendo Seres
Humanos — CIOMS) e Brasileiras (Resolucdo CNS 196/96 e complementares), desta maneira
e de acordo com a Resolugdo CNS 196/96, a qual ressalta que “toda pesquisa envolvendo

seres humanos devera ser submetida a apreciagdo de um Comité de Etica em Pesquisa”.
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A pesquisa em questdo foi submetida por meio da plataforma Brasil ao Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Ndcleo de Medicina Tropical da Universidade
Federal do Para, o qual se localiza no Nucleo de Medicina Tropical, 1° andar na Av.
Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal. CEP 66.055-240, Belém — PA. O aceite foi favoravel
e recebido no dia 13/12/2017, com Certificado de Apreciacio para Apresentacdo Etica
(CAAE) de numero 67114317.2.0000.5172 e fez parte do projeto de Dissertacdo de Mestrado
de Gama (2018).

Obtencéo do tecido e preparo histologico

Imediatamente apds a resseccdo hipocampal cirdrgica, as amostras de hipocampo
foram recolhidas no centro cirdrgico e imersas em solucdo fixadora constituida de
paraformaldeido 4% em Tampdo Fosfato 0,1 M, durante trés dias. O procedimento foi
finalizado nos laboratorios de Neurobiologia da Universidade Federal do Para e na Sec¢éo de
Patologia do Instituto Evandro Chagas.

Apos a fixacdo do material, 0 mesmo foi submetido a crioprotecdo por imersao em
solucdes crescentes de sacarose 15%, 20% e 30%, diluidas em Tampédo Fosfato 0.1M com
acréscimo de glicerina 2%. Em seguida, o material foi cortado no criostato Leica Jung CM300
a 30 um, em plano coronal ao eixo rostro-caudal da formag&o do hipocampo.

Coloracao de Nissl

O método de Nissl utiliza o cresil violeta, um corante basico que é utilizado para
evidenciar o citoplasma de neurdnios. O citoplasma contém varias estruturas, inclusive os
corpusculos (ou substancia) de Nissl, os quais sdo compostos, basicamente, por RNA. Deste
modo, esta coloracdo serve como indicador da viabilidade neuronal, pois quando ocorre lesdo
neuronal, esses corpusculos podem desaparecer, fenémeno chamado de cromatdlise (Scorza et

al., 2005). Foi utilizado esse método para avaliar os achados patolégicos nos hipocampos
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retirados pela hipocampectomia unilateral. A coloragéo foi realizada conforme o protocolo
descrito abaixo.

Foram selecionados os cortes dos tecidos dos pacientes P4 e P5. Esses cortes foram
montados em laminas gelatinizadas e submetidos a uma bateria de coloracdo (alcool 100%,
70%, 50%, 20%, Agua destilada, solugdo de tionina 0,1%, xilol). As laminas foram imersas
nas solucdes de alcool na sequéncia de solucdo com maior concentracdo para menor
concentracdo (alcool 100%, 70%, 50%, 20%) com tempo de incubag¢do de 1 minuto em cada
solucéo.

Em seguida os cortes foram imersos em agua destilada por 1 minuto seguido pela
imersdo na solugé@o de tionina 0,1% durante 8 segundos. Apds a tionina 0,1%, as laminas
foram novamente imersas em agua destilada por 45 segundos seguido da imersdo sequencial
nas solucbes de alcool, desta vez, na sequéncia da solucdo com menor concentracdo para
maior concentracdo (Alcool 20%, 50%, 70%, 90% 100%) com tempo de incubacdo de 45
segundos em cada. As laminas foram imersas em Xxilol durante 30 minutos e, na sequéncia, foi
realizada a montagem com Permount (Fisher Scientific) e laminula, para protecao tecidual.

Processamento Imunohistoquimico

Para 0 procedimento imunohistoquimico, as sec¢bes foram previamente lavadas com
/agua destilada (5 minutos) + PBS (Solucdo Tampéo Fosfato) por 5 minutos. Apds essa etapa,
realizou-se a recuperacgdo antigénica com solucéo de acido citrico em banho Maria a 90° C por
20 minutos. Em seguida, as seccBes foram novamente lavadas com agua destilada + PBS por
5 minutos. Em sequéncia, realizou-se a permeabilizacdo do material com solucdo de Saponina
durante 10 minutos. Foi efetuada uma terceira bateria de lavagem com PBS (2 vezes) durante
5 minutos cada. Posteriormente, foi realizado o bloqueio das proteinas inespecificas com BSA
(Bovine Serum Albumin) 10% por 30 minutos e a incubagdo com 0s respectivos anticorpos

primarios (Tabela 1) por toda a noite (overnight).
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No dia seguinte, realizou-se duas lavagens em PBS por 5 minutos cada para remocao
do excesso de anticorpo primario. Em seguida, as amostras foram incubadas em um ligante
biotinilado contendo IgG anti-camundongo e anti-coelho (fabricante Dako REF K0675) por
30 minutos a 37° C. Foram efetuadas outras duas lavagens em PBS por 5 minutos e a
incubacdo em Streptavidina conjugada a peroxidade de rabano (HRP) por 30 minutos a 37 °C
(fabricante Dako REF K0675). Este método (LSAB-Labelled Streptavidin Biotin) consiste em
usar a biotina que se liga ao anticorpo primario e em seguida, a Streptavidina conjugada a
enzima que se liga a biotina, a qual é revelada com DAB (Diaminobenzidine), como descrito
abaixo.

Na etapa final, foram efetuadas mais duas lavagens em PBS com 5 minutos cada,
seguida pela revelagdo com a solucdo de DAB (Diaminobenzidine), na qual o tempo de
revelacdo variou entre 30 segundos e 2 minutos. A reacdo foi interrompida com a lavagem das
amostras em PBS. Algumas sec¢des foram contracoradas com Hematoxilina (1 min) para
melhor visualizacdo da formacdo hipocampal. A montagem final das laminas foi precedida de
desidratacdo e diafanizacdo do material usando a seguinte bateria: alcool 70%, 80%, 90%,
100%, 100%, xilol 1 e xilol 2 (2 minutos em cada solugcdo). Apds essa fase, realizou-se a
montagem com Permount (Fisher Scientific) e laminulas para protecdo tecidual. Todos os
passos apresentados nessa secdo seguiram o protocolo padrdo do laboratério de
Imunohistoquimica da Secdo de Patologia (SAPAT) do Instituto Evandro Chagas (IEC). Os

anticorpos utilizados e sua marcacdo especifica se encontram na Tabela 2.
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Tabela 2. Fabricante, dilui¢do utilizada e marcacgéo especifica de cada anticorpo primario.

Anticorpo Fabricante Diluicdo de uso  Marcacao
Anticorpo policlonal anti- ~ WAKO 019- 1:1000 Micréglia e

Iba 1 feito em coelho 19741 macréfagos
Anticorpo monoclonal Abcam 1:100 Marcador anti-
anti- TGFp feito em (ab190503) inflamatorio para
camundongo proliferacdo e

diferenciagéo celular

Anélise de dados

Anéalise morfologica do hipocampo

Analise qualitativa

A anélise e documentacdo fotografica das laminas foi realizada em um microscopio
optico e binocular (Carl Zeiss, modelo Imager.Z1) acoplado ao sistema de captura de imagem
AxioCam Hrc e Axio Vision. As fotomicrografias foram analisadas qualitativa e
quantitativamente em comparacdo aos dados descritos na literatura acerca da ELT.

Analise quantitativa

A analise microscopica foi feita em um microscépio binocular OLYMPUS BX41. As
celulas marcadas positivas para anti-lba-1 e anti-TGF 3 dos pacientes P4 ¢ P5 foram contadas
com auxilio de uma objetiva de 40X com reticulo de contagem de area 0.0625mm?2 acoplado a
ocular deste microscopio.

Para a contagem foram utilizadas duas seccGes de cada paciente. O reticulo de
contagem de area total de 0,0625mm?2 dividido em 100 campos iguais foi posicionado na area
escolhida para a contagem. A contagem foi realizada em trés campos da seccéo para cada area

de CAL, CA3 e Giro Denteado, sendo um total de seis campos por area de cada paciente.
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Anélise Estatistica

O GraphPad Prism Versdo 7.0 (La Jolla, CA, EUA) foi utilizado para todas as analises
estatisticas. Foi utilizado o Teste de Shapiro — Wilk para verificar a normalidade das
amostras. Dependendo da distribuicdo desses dados, testes estatisticos paramétricos ou ndo
paramétricos foram aplicados. Para comparacGes dos dois pacientes, o teste t de Student ou o
teste U de Mann-Whitney foram utilizados. O nivel de significancia adotado foi p < 0.05 e os

resultados foram expressos em gréficos com média (+ erro padrdo).

Resultados
Foi utilizado, como descrito nos materiais e métodos, o hipocampo de dois pacientes,
P4 e P5, os quais foram submetidos a cirurgia de hipocampectomia unilateral para tratamento
da epilepsia do lobo temporal. Os tecidos utilizados apresentaram boa fixacao e preservacao
tecidual satisfatoria. Foi realizada a imunohistoquimica de anti-lba-1, para a marcagdo de
células microgliais e macréfagos; e o TGF B, uma proteina que apresenta um fator anti-
proliferativo e que controla diferenciacdo celular, desempenhando um papel anti-inflamatério

na imunidade.

Achados patoldgicos

Os achados patoldgicos foram analisados nos tecidos dos pacientes P4 e P5 e foi
encontrado gliose hipocampal em ambos os tecidos (Figura 4). Comparando-se as areas A
(paciente P4) e B (paciente P5) observa-se maior expressdo de gliose hipocampal em P5. Os
dados da Tabela 1 indicam que este paciente ndo apresentou uma histéria de vida tdo
duradoura com a doenca, pois o inicio das crises foram na idade adulta, apesar de apresentar

maior intensidade de crise e interacdo medicamentosa, o que pode justificar este resultado.
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Figura 4. Fotomicrografias da area hipocampal dos tecidos de P4 e P5 com marcagdo de Nissl
para visualizacdo de gliose hipocampal. A area 4A corresponde ao tecidoe a gliose hipocampal

do paciente P4 e a area B, ao tecido e gliose hipocampal do paciente P5. Escala = 20 um

A esclerose hipocampal foi observada apenas no paciente P5, conforme demonstrado
na Figura 5, em menor e médio aumento. Observa-se nesta figura, a alteracdo do formato e
estrutura do hipocampo, bem como a disperséo das células granulares. E possivel verificar,

também, a perda neuronal e gliose, principalmente das células da regido hilar (h).
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Figura 5. Fotomicrografias da area hipocampal dos tecidos de P5 com marcacao de Nissl para
visualizacdo de esclerose hipocampal. Escala= 5 um (Figura 5A) e 20 um (Figura 5B).
Padréo de imunoreatividade de anti-Iba-1 e anti-TGF B em hipocampos de pacientes
comELT

A Figura 6, em médio aumento, ilustra a marcagdo obtida com anticorpo anti-1ba-1,

para evidenciar macrofagos e microglia no Sistema Nervoso Central. A seta preta na area A

ilustra o0 aglomerado celular de microglias em processo degenerativo (microglias distréficas)
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encontrado no hipocampo do paciente P4 com Epilepsia do Lobo Temporal. Na area B da

figura, referente ao paciente P5, foi encontrado 0 mesmo padrdo de marcar¢do, porém, com

pouca imunoreatividade e menor aglomerado.
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Figura 6. Fotomicrografias da area hipocampal dos tecidos de P4 e P5 com marcacgdo de anti-
Iba-1 para visualizacdo de micrdglias distroficas. A area A é referente ao paciente P4 e a area
B, ao paciente P5. Escala = 40um.

A Figura 7 ilustra, em baixo (areas A e B) e médio aumento (areas C e D), ilustra a
marcacdo obtida com anticorpo anti-TGFB, para evidenciar citocinas anti-inflamatorias
presentes no hipocampo de pacientes que foram submetidos a hipocampectomia unilateral.
Pode-se observar uma maior reatividade do anti- TGFB na imagem C, quando comparada a

imagem D.
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Figura 7. Fotomicrografias da area hipocampal dos tecidos de P4 e P5 com marcacdo de anti-
TGFp para visualizacdo de citocinas anti-inflamatorias. As areas A e C correspondem ao
paciente P4 e as &reas B e D ao paciente P5. A seta preta na area C representa a marcacdo
positiva de TGFp. Escala: Ae C=20 ume B e D =40 um.

Analise quantitativa do padrao de imunoreatividade para Anti-lba-1 em diferentes
regides hipocampais

A Figura 8 ilustra os resultados encontrados na analise quantitativa feita nos tecidos
estudados. As figuras abaixo representam o nimero de células anti-lba-1 positivo/mm?, ou
seja, a quantidade de microglias nas areas analisadas. E possivel identificar que nas areas de

CALl, CA3 e Giro denteado houve diferenca significativa entre o paciente P4 e P5.
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Figura 8. Nimero de células de anti-1ba-1 positivo / mm? para os pacientes P4 e P5 em cada
area do hipocampo (CA1, CA3 e Giro denteado). Foram realizadas analises estatisticas para
cada &rea do hipocampo.
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Observa-se, também, que a quantidade de células contabilizadas em CA1 apresentou
uma diferenca extremamente significativa, seguida daquelas nas areas de CA3 e Giro
denteado, como demonstrado na tabela 3. Além disso, o quantitativo de células do paciente P4
foi maior que os achados no paciente P5.

Tabela 3. NGUmero de células / mm? e valor de p para as marcacdes de anti-lbal nas trés
regides hipocampais dos pacientes P4 e P5.

Regides Média das p-valor
Hipocampais células
P4 P5
CAl 744 208 <0,0001****
CA3 752 384 0,0002***

Giro Denteado  661,3 386,7 0,0004***

****Teste T nao pareado.

A Figura 9 representa graficamente o nimero de microglias distroficas atraves da
marcacdo de anti-lba-1 positivo/mm?, ou seja, a quantidade de micrdglias distréficas em cada
area analisada do hipocampo de cada paciente. Observa-se que houve maior diferenca em
relacdo a quantidade de células nas areas CAl e CA3 entre o paciente P4 para o P5, com P4
apresentando maior quantidade de células.
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Figura 9. Nimero de micrdglias distroficas / mm? para os pacientes P4 e P5 em cada &ra do
hipocampo (CA1, CA3 e Giro denteado). Foram realizadas analises estatisticas para cada area
do hipocampo.
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P4 apresentou maior quantidade de células distroficas em todas as trés areas do
hipocampo analisado. No entanto, ndo houve diferenca estatistica em nenhuma regido, como

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. NUumero de células / mm2 e valor de p para as marcacdes de anti-lbal para
microgilas distroficas nas trés regides hipocampais dos pacientes P4 e P5.

Regides Média das p-valor
Hipocampais células
P4 P5
CAl 66,67 42,67 0,25
CA3 98,67 64 0,43
Giro Denteado 82,67 66,67 0,42

Teste T ndo pareado

Analise quantitativa do padréo de imunoreatividade para anti-TGF B em diferentes
regides hipocampais

A figura 10 representa a quantidade de células TGF P positivas / mm? dos tecidos de
P4 e P5. E possivel observar P4 apresentou mais células imunorreativas nas areas de CA3 e

Giro denteado quando comparado ao paciente P5 e que P5 apresentou mais células

imunorreativas na area de CA1 do que P4.
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Figura 10. NGmero de células TGF B positivas / mm? para cada area do hipocampo (CAL,
CA3 e Giro denteado). Foram realizadas analises estatisticas para cada area do hipocampo.
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A Tabela 5 demonstra 0 nimero de areas contadas de cada paciente e a média de
células por area. Nota-se que, apesar das diferencas do nimero de células entre as areas de
contagem do paciente P4 para o P5, ndo houve diferenca significativa na anélise estatistica,

dado representado pelo p-valor.

Tabela 5. NGimero de células anti-TGF B / mm? e valor de p nas trés regiées hipocampais dos
pacientes P4 e P5.

Regides Média das p-valor
Hipocampais células
P4 P5
CAl* 144 157,3 0,60
CA3** 186,7 1227 0,19

Giro Denteado** 197,3 178,7 0,63

*Teste de Mann-Whitney; **Teste T ndo pareado.

A Figura 11 representa a populacéo total de células positivas de anti-lba-1 e anti-TGF
B dos pacientes P4 e P5, ou seja, a quantidade total de células presentes no hipocampo desses
tecidos, sem que tenha sido feita a diferenciacdo por areas hipocampais. Observa-se que a
populacdo total do hipocampo de P4 € significantemente maior que a de P5. Contudo, apesar
de haver uma diferenca entre P4 e P5 para o TGF B, onde ha mais células imunorreativas em

P4 do que P5, ndo ha significancia estatistica nesta diferenca.
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Figura 11. Populacéo total de células positivas de anti-lba-1 e anti-TGF B nos tecidos dos
pacientes P4 e P5. Foram analisadas todas as areas do hipocampo de P4 e P5. Para o anti-iba-
1 foi utilizado o Teste de Mann-Whitney, com p-valor=0,01; ja para o anti-TGF B, o Teste T
ndo pareado, com p-valor=0,3.

A Figura 12 representa a populacdo total de micrdglias e a porcentagem para cada
area do hipocampo, CA1/CA3/Giro denteado, dos pacientes P4 e P5. E possivel verificar que
0 paciente P4 apresentou maior quantidade de micrdglias do que o P5. Porém, quando é
analisado a quantidade de micrdglias / area, as areas de CA3 e do Giro denteado do paciente

P5 apresentaram mais micrdglias do que as do paciente P4.

Numero total de células Numero total de células
Anti - Iba-1 Anti - Iba-1
P4 PS5
B CAl BCAl
1 CA3 1 CA3

# Giro Denteado B Giro Denteado

Total=14432 lotal=6912

Figura 12. Representacdo em pizza com a populacéo total de anti- Iba-1 e a porcentagem para
cada area do hipocampo. Cada area do hipocampo € representada com sua respectiva
porcentagem e numero total de células da area, bem como o numero de células total do
hipocampo.

A Figura 13 representa a populacdo total de células anti-inflamatorias e a porcentagem
para cada area do hipocampo, CA1/CA3/Giro denteado, dos pacientes P4 e P5. Observa-se
que o paciente P4 apresentou maior quantidade de células anti-inflamatérias do que o P5.
Porém, quando foi analisada a quantidade de células / area, as areas de CAl e do Giro
denteado do paciente P5 apresentaram mais células anti-inflamatdrias do que as do paciente

P4,
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Numero total de células Numero total de células
Anti - TGF Beta P4 Anti - TGF Beta P5
ICAl I1CAl
1 CA3 I CA3

I Giro Denteado I Giro Denteado

Total=3168 Total=2752

Figura 13. Representacdo em pizza com a populacdo total de anti-TGF 3 ¢ a porcentagem para
cada area do hipocampo. Cada area do hipocampo € representada com sua respectiva
porcentagem e numero total de células da area, bem como o numero de células total do
hipocampo.

Discussdo

Aspectos patoldgicos evidenciados pela coloracéo de Nissl

A epileptogénese € o processo pelo qual um cérebro normal torna-se propenso a
desenvolver crises recorrentes espontaneas. Normalmente desenvolve-se apds danos cerebrais
ou alterac6es patologicas, como a epilepsia. Ha cada vez mais evidéncias que sugerirem que
as microglias podem desempenhar um papel nesse processo. As micrdglias sdo as principais
células imunes inatas no SNC e o principal produtor de citocinas pré-inflamatorias em
resposta a lesdo cerebral. A inflamacdo estd envolvida no processo de epileptogénese e
multiplas citocinas pro-inflamatérias sdo geradas em grande quantidade pela microglia apds o
status epilepticus (Wu et al., 2018; Yacubian & Kochen, 2014; Zhao et al., 2018). Neste
estudo foram analisados os fendtipos microgliais no desenvolvimento da epilepsia do lobo
temporal em humanos submetidos a hipocampectomia para verificar se tais células podem
interferir no processo de neuroinflamacéo na epilepsia (ver métodos na pagina 25).

Conforme demonstrado nas Figuras 4 e 5, é possivel verificar que P5 apresentou maior
expressdo de gliose hipocampal (Figura 4, area B), além de esclerose hipocampal e perda

neuronal (Figura 5, 4reas A e B), principalmente das células da regido hilar. E importante
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destacar que embora esse paciente ndo tenha vivido muito tempo com a doenca, pois a
primeira crise surgiu na idade adulta, ele apresentava maior intensidade de crise e interagéo
medicamentosa. Esse dado sugere que pode haver uma diferenca no padréo de expresséo de
citocinas baseada no tempo em que 0 organism convive com a crise € nas suas possiveis
interacbes medicamentosas pelo uso continuo do farmaco. O paciente P4 apresentou maior
quantidade de células microgliais com marcagdo de anti-lbal e maior ativacdo de citocinas
anti-inflamatorias (TGF B), representando as células do tipo M2. Do mesmo modo, esse dado
sugere uma correlacdo de citocinas anti-inflamatérias com anti-lIbal. Porém, sdo necessarios
experimentos adicionais de dupla marcacao para confirmar esta hipotese.

O estudo de Henshall e Engel (2013) demonstrou que a epileptogénese esta associada
a morte neuronal aguda e tardia, gliose (principalmente astrocitos e microglia),
neuroinflamacdo, neurogénese aberrante e remodelamento da matriz extracelular. Em
conformidade com as descobertas desses autores, neste estudo observou-se alteracdes de
neuroinflamacédo e gliose, com reducdo de niamero de células na area hipocampal analisada,
como demonstradas na Tabela 3 e na Figura 8.

Aspectos gerais da marcacao imunohistoquimica

A epilepsia do lobo temporal e as suas caracteristicas patoldgicas incluem reagdes
inflamatdrias, dano neuronal e perda neuronal no hipocampo. Muitas linhas de evidéncias
sugerem que a inflamacéo cerebral pode ser considerada uma consequéncia, bem como uma
causa de epilepsia e convulsdes. A marcacdo por imunohistoquimica é uma das metodologias
usadas para facilitar a analise de proliferacdo celular utilizando a ligacdo especifica de
anticorpos a proteinas expressas durante os estagios do processo proliferativo (Leal et al.,
2017; Toni & Schinder, 2016; Wu et al., 2018).

O status epilepticus (SE) induz respostas microgliais rapidamente no hipocampo e

causa a liberacdo de multiplas citocinas pro-inflamatorias. A microglia possui potencial
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neurotoxico e neuroprotetor no contexto das doencas do SNC. A reatividade da microglia
durante as crises convulsivas ocorre antes da manifestacdo da neurodegenecdo. Estudos
recentes descobriram que a microglia também desempenha um papel importante na
neurogénese aberrante induzida pela epilepsia (Frigerio et al., 2018; Wu et al., 2018). Tal
estudo corrobora os achados no presente estudo, apresentados na Figura 6 que demonstra o
aglomerado celular de microglias em processo degenerativo (micrdglias distréficas)
encontrado no hipocampo dos pacientes P4 e P5.

A acdo pro-inflamatéria da micrdglia é descrita como a origem que conduz a
epileptogénese. Foram encontradas microglias morfologicamente reativas nos cérebros de
modelos animais de epilepsia do lobo temporal (ELT) e em ressec¢des cirdrgicas de pacientes
com epilepsia (Ravizza et al., 2005; Vezzani, 2014). No presente estudo, realizado em tecido
humano, também foram encontrados o mesmo padrdo de micrdglias reativas, representado
pela Figura 8. Esse resultado, além de inédito e nunca descrito em detalhes na literatura,
demonstra uma potencial fonte de investigacéo para a origem da epileptogénese.

Na auséncia de patologia, a microglia envelhecida tem maior expressao de genes pro-
inflamatdrios e marcadores apresentadores de antigenos, como sinalizacdo de inflamassomas
(moléculas necesséarias para ativar uma enzima chamada caspase-1); aumento da producéo de
citocinas pré-inflamatorias; enquanto citocinas anti-inflamatorias, incluindo IL-10 e TGFpI, e
fatores inibitorios da ativacdo microglial, como CD200, sdo regulados para baixo. Estes
parametros indicam que, a medida que os humanos e os roedores envelhecem, a microglia
assume um fenotipo consistente com uma resposta pro-inflamatéria (Tay et al., 2017).

Os Resultados descritos na Figura 7 ilustram a marcacdo obtida com anticorpo anti-
TGFp, marcador anti-inflamatério, o qual foi mais imunorreativo ao paciente P4. Essa maior

reatividade pode estar relacionada a presenca da epilepsia do lobo temporal e ao tempo de
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exposicdo as crises convulsivas, que se iniciaram antes dos 5 anos de idade, com uma
frequéncia média de 10 crises por semana.

Um estudo realizado com pacientes com Doenca de Alzheimer encontrou um padréo
de estruturas neuronais degeneradas positivas para proteina tau, responsavel pela estabilidade
e o funcionamento adequado do sistema microtubular intraneuronal que séo co-localizados
com células severamente distroficas (fragmentadas) em vez de células microgliais ativadas
(Streit et al., 2009) e, até o presente momento, nao foram encontrados estudos publicados com
um padrdo de células distroficas em pacientes com epilepsia. Portanto, os dados do nosso
trabalho podem ser os primeiros a descrever esse fendbmeno em pacientes com epilepsia.
Precisamos obter, no entanto, um nimero maior de material para analisar os hipocampos e

chegar a mesma concluséo.

Aspectos gerais do padrao comportamental

Nesse trabalho ndo realizamos nenhuma andlise comportamental nos pacientes
estudados acima no processo pos-operatorio. Nosso objetivo foi somente descrever o que
existe na literatura em relacéo a alteracbes comportamentais de pacientes com ELT e fazer um
correlato direto com o nosso trabalho.

As citocinas periféricas afetam a funcdo do sistema nervoso central (SNC),
manifestando-se em sintomas de ansiedade e declinio cognitivo. Um estudo investigou 0s
efeitos da administracdo central de um medicamento recombinante humano que se liga a
uma citocina pro-inflamatoria, diminuindo sua acdo em processos inflamatérios ligados a
doencas neuroldgicas. O resultado mostrou uma melhora no comportamento semelhante a
ansiedade, mas ndo houve melhora da memadria especial e isto foi associado a diminuicao
nos numeros da microglia hippocampal. Este resultado sugeriu, portanto, que esse

medicamento recupera o comportamento semelhante a ansiedade, possivelmente mediado por
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uma reducdo da inflamagdo central relacionada a citocina pro-inflamatéria (Camara et al.,
2015).

Muitos estudos relacionados a ELT sdo realizados em ratos ou camundongos e as
avaliacbes comportamentais sdo baseadas em testes utilizando o campo aberto (CA), labirinto
em cruz elevado (LCE), labirinto radial de 8 bragos, por exemplo, para verificar quantidade de
erros e acertos. Ja os testes comportamentais realizados em humanos baseiam-se em uma
avaliacdo neuropsicoldgica, geralmente, realizada antes do procedimento cirdrgico dos
pacientes para o controle das crises, estabelecendo parametros para possiveis riscos e
sequelas, principalmente no que se refere a linguagem e memoria. Permite, também, uma
comparagdo com base quantitativa e qualitativa entre os periodos pré e poOs-operatorio
(Camara et al., 2015; Cardoso et al., 2018; Helena, Noffs, Magila, Regina, & Marques, 2002).

E imprescindivel que um protocolo de avaliacdo comportamental deve ser
implementado para todos os pacientes que forem submetidos a hipocampectomia, com a
presenca de testes para lateralidade, como questionario de lateralidade; teste de nivel
intelectual, como vocabulario (WAIS-R) e o teste de cubos (Wechsler adult intelligence
scalerevised — WAIS-R); atencdo e funcdes executivas com o teste de digitos (Wechsler
memory scale-revised — WMS-R) ou o Teste tapping (WMS-R); Praxia construtiva, com o
teste de figura complexa de Rey (Rey-Osterrieth complex figure test — CFT); linguagem, com
o teste fluéncia verbal (FAS Test), dentre outros (Helena et al., 2002).

Portanto, é importante destacar que a avaliacdo do desempenho cognitivo global,
assim como determinar as alteracdes especificas de atencdo, memdria, linguagem e fungdes
executivas sdo 0S processos basicos para a construcdo e desenvolvimento das habilidades
intelectuais. Assim, o0s testes para a avaliagdo de pacientes com epilepsia devem levar em
consideracdo qual a localizagdo do foco epiléptico (Helena et al., 2002) para que tenhamos

um diagnostico assertivo a respeito dos beneficios da cirurgia hipocampal.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa RELACAO
ENTRE NEUROGENESE HIPOCAMPAL E HISTORIA DE VIDA EM PACIENTES
ADULTOS COM EPILEPSIA REFRATARIA DO LOBO TEMPORAL, que tem como
pesquisadora responsavel a Prof. Dra. Silene Maria Aradjo de Lima, que pode ser contatada
pelo e-mail: silenelim@gmail.com e no tel: 3201-8177, ou no enderego: Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, UFPA, Av. Perimetral, 2-224 - Guama, Belém/PA, 66075-110, tendo também a
pesquisadora participante Jessica Silva Gama, aluna de mestrado, a qual pode ser contatada
pelo e-mail: jessiicagama@yahoo.com.br, cel: (91) 98086-4344, para esclarecimentos sobre a
pesquisa. O projeto tem por objetivo caracterizar as células neurogénicas (células novas) dos
hipocampos (parte do cérebro) retirados nas cirurgias de epilepsia e os perfis de histéria de
vida dos pacientes com epilepsia do lobo temporal. O trabalho se baseou nos estudos sobre
epilepsia, onde ndo se encontra esclarecido o processo pelo qual uma pessoa torna-se
epiléptica, o estudo é relevante para um melhor entendimento da epilepsia e do processo de
inicio da doenca. Para alcangar 0 nosso objetivo, todos os participantes deverdo responder um
questionario sobre sua historia de vida. O material dos pacientes submetidos a cirurgia de
corticoamigdalohipocampectomia (remocdo de partes do cérebro do paciente) serd captado
apos a retirada do tecido, sendo uma parte para estudos patologicos no hospital e o restante do
material retirado sera utilizado no estudo. Os participantes selecionados deverdo ter epilepsia
do lobo temporal, ter entre 18-60 anos e ndo ter outra patologia neuroldgica. Ha a
possibilidade de sua identidade ser revelada, entretanto se fara o possivel para que ela
continue em sigilo, uma vez que as informacdes de identificacdo obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacdo. Os dados néo
serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Os participantes do projeto de
pesquisa receberdo orientacdes sobre a epilepsia e material informativo sobre auto-cuidado.
N&o havera nenhum gasto com sua participacdo. Ndo haverd nenhuma cobranca com o que
sera realizado. Vocé também ndo recebera nenhum pagamento com a sua participacdo. A
pesquisa seguira 0s aspectos éticos estabelecidos na resolucdo 196/1996 do CNS (Conselho
Nacional de Salde), que define os critérios bioéticos da pesquisa em seres humanos. No caso
de vocé concordar em participar, favor assinar ao final do documento. Sua participacdo ndo é
obrigatéria, e a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador(a) ou

com a instituicdo. Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o e-mail e endereco
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profissional da pesquisadora principal, podendo tirar ddvidas do projeto e de sua participacdo
a qualquer momento. Em caso de necessidade, vocé pode também entrar em contato direto
com o Comité de Etica em Pesquisa do Nicleo de Medicina Tropical, situado a Av.
Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal, 1° andar, ou pelo telefone (91) 3201-0961 ou e-mail

cepbel@ufpa.br.

Assinatura do pesquisador
Declaro que eu fui informado sobre os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa e porque o pesquisador precisa da minha colaboracdo, tendo entendido a explicacéo.
Por isso, eu concordo em participar, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair
quando quiser. Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e
pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.
Belem, de de20

Assinatura do participante



