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RESUMO

A epilepsia ¢ um disturbio neuroldgico caracterizado pela predisposi¢ao permanente do
cérebro em gerar crises epilépticas, e que atinge cerca de 1% da populacdo mundial. No Brasil, a
doenca pode atingir de 2% a 4% da populacdo. A maioria dos pacientes apresenta um bom
progndstico ao tratamento medicamentoso, todavia 30% dos pacientes apresentam refratariedade ao
tratamento. Entre as epilepsias que ndo apresentam um bom prognéstico encontra-se a Epilepsia do
Lobo Temporal (ELT). A ELT ¢ caracterizada morfologicamente por uma perda seletiva de
neurdnios do hipocampo, concomitantemente ao aumento da neurogénese hipocampal. Acredita-se
que essa neurogénese exacerbada contribua para a epileptogénese (surgimento da epilepsia),
entretanto, o papel dessa neurogénese aumentada em pacientes com ELT continua uma incognita.
Utilizamos hipocampos de pacientes portadores de epilepsia, os quais foram submetidos a um
processo cirurgico, no qual foi realizada a ressec¢do hipocampal unilateral. A partir da analise dos
mesmos, investigou-se uma possivel relagdo entre padrdes neurogénicos com a evolucao da doenca.
As entrevistas com os pacientes que foram submetidos a cirurgia demonstraram que o evento
desencadeador (precipitante) da epilepsia ocorreu nos primeiros anos de vida dos pacientes, além
disso, foram eventos de alta intensidade, e apresentaram, também, uma frequéncia elevada de crises
epilépticas e refratariedade medicamentosa. A andlise imunohistoquimica dos hipocampos mostrou
de maneira equivalente que houve uma dispersdo perceptivel da camada de células granulares,
indicando uma possivel migracdo ectopica na marcagdo para neuroblastos (neurénios imaturos), os
quais sdo gerados na neurogénese. Os resultados obtidos nesse trabalho sdo pioneiros, dado que os
mesmos se fundamentam tanto em achados clinicos como histopatologicos, e a relagdo apresentada
entre a neurogénese hipocampal e historia clinica propde uma nova visdo de investigagdo. Esses
achados podem auxiliar, ainda, em uma nova perspectiva de tratamento diferenciado nas epilepsias
do lobo temporal.

Palavras-chave: epilepsia, epilepsia do lobo temporal, neurogénese, células granulares,

historia clinica.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by the permanent predisposition of the brain to
generate epileptic seizures, which affects about 1% of the world population. In Brazil, the disease
can reach 2% to 4% of the population. Most patients have a good prognosis for drug treatment,
however 30% of patients are refractory to treatment. Among the epilepsies that do not present a
good prognosis is the Temporal Lobe Epilepsy (ELT). ELT is characterized morphologically by a
selective loss of hippocampal neurons, concomitantly with increased hippocampal neurogenesis. It
is believed that this exacerbated neurogenesis contributes to epileptogenesis (onset of epilepsy);
however, the role of this increased neurogenesis in patients with TLE remains unknown. We used
hippocampus from patients with epilepsy, who underwent a surgical procedure in which unilateral
hippocampal resection was performed. From the analysis of the same, a possible relationship
between neurogenic patterns and the evolution of the disease was investigated. Interviews with
patients who underwent surgery demonstrated that the triggering event (precipitant) of epilepsy
occurred in the first years of life of the patients. In addition, they were high intensity events, and
also presented a high frequency of epileptic seizures and drug refractoriness. Immunohistochemical
analysis of hippocampi showed equivalently that there was a perceptible dispersion of the granule
cell layer, indicating a possible ectopic migration in labeling for neuroblasts (immature neurons),
which are generated in neurogenesis. The results obtained in this work are pioneer, given that they
are based on both clinical and histopathological findings, and the relationship between hippocampal
neurogenesis and clinical history proposes a new research vision. These findings may also help in a
new perspective of differential treatment in temporal lobe epilepsies.

Keywords: epilepsy, temporal lobe epilepsy, neurogenesis, granular cells, clinical history
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INTRODUCAO

A epilepsia ¢ retratada ha muito tempo na historia da humanidade, encontrando-se relatos
em um texto de 2000 a.C em linguagem acadiana (lingua falada na antiga Mesopotamia) que
provavelmente seria de uma crise epiléptica. Entretanto o termo “epilepsia” foi referido pela
primeira vez na Grécia antiga, derivando do verbo grego epilambanein, que significa “tomar posse”
ou “atacar”, remetendo-se provavelmente ao fato das doengas da época serem associadas a
possessao (Temkin, 1994; Masia & Devinsky, 2000).

A histéria da epilepsia esteve atrelada as crencas por muito tempo. Na Roma antiga, por
exemplo, as pessoas evitavam os epiléticos por medo de contagio. Na Idade Medieval, onde o
pensamento religioso ganhou grandes propor¢des, foi lancado o livro de caca as bruxas, Mallus
Maleficarum, escrito por dois frades dominicanos vinculados a inquisi¢do catolica. Neste tratado, a
presenca de crises epilépticas era uma caracteristica de feitigaria, o qual fez as mulheres epilépticas
serem perseguidas como bruxas, resultando na perseguigdo, tortura e morte de mais de 100.000
mulheres. Em contraponto, na época do Renascimento buscou-se outras formas de ver a epilepsia,
tratando-a como uma doenca de manifestacdo fisica, ndo mais como algo obscuro, mistico.
Entretanto, foi no [luminismo que ela comegou a ser vista de forma mais moderna, com a ajuda dos
avangos da anatomia, patologia, quimica, farmécia e fisiologia (Masia & Devinsky, 2000).

Na atualidade, sabe-se que a epilepsia € uma alteracao cerebral caracterizada pela propensao
permanente em gerar crises epilépticas, as quais podem ser convulsivas (reconhecidas pelo abalo
motor) e ndo-convulsivas (Fisher et al, 2005). Convulsdes sdo alteragcdes paroxisticas (disfuncdes)
na atividade elétrica do cérebro de forma global. A crise epiléptica (CE), por sua vez, ¢ a
manifestacdo clinica de um distirbio cerebral, caracterizada por descargas anormais, excessivas,
simultaneas, de neurdnios que se situam principalmente no cortex cerebral, a qual normalmente tem
um decurso limitado e determinado, com segundos ou poucos minutos de duracao (Bate & Gardner,

1999; Yacubian, 2002; Goldberg & Coulter, 2013).
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Em relacdo ao tempo, as crises epilépticas sdo denominadas breves ao durarem menos de 5
minutos, enquanto convulsdes prolongadas duram entre 5 e 30 minutos, se a CE perdurar por mais
de 30 minutos ¢ qualificada como status epilepticus, essa crise pode ser uma crise continua, ou seja,
a pessoa acometida fica em crise durante todo o tempo, ou ser duas ou mais crises sequenciais sem
recuperagdo completa da consciéncia entre elas (Glauser, 2007).

Ademais, a repeticdo de duas ou mais CE ndo provocadas, ou seja, que ndo foram causadas
por febre, traumatismo cranioencefalico, alteracdo hidreletrolitica ou doenca concomitante
configura um quadro de epilepsia (Jagtap, Mauskar & Naik, 2013). Além disto, as crises epilépticas
sdo classificadas em parciais e generalizadas. As crises parciais sdo classificadas como simples e
complexas, e se iniciam em uma regido restrita do encéfalo. Sdo denominadas simples quando nao
ha perda de consciéncia, e denominadas complexas quando ha perda de consciéncia. Nas crises
generalizadas, por outro lado, as descargas epileptiformes se originam e/ou propagam-se
concomitantemente nos dois hemisférios cerebrais (Swaiman & Ferriero, 2012).

O processo pelo qual o cérebro ¢ previamente alterado funcionalmente e inclinado para a
geracdo de atividade elétrica anormal que desencadeia as CE cronicas ¢ chamado de epileptogénese.
H4 um grande numero de fatores relacionados com a epileptogénese na histéria clinica dos
pacientes, dentre eles os mais frequentes sdo: anomalia cerebral durante o desenvolvimento
embriondrio, traumatismo craniano, tumores, infeccdes e hemorragias encefalicas, andxia durante o
parto, crises convulsivas prolongadas e crises convulsivas que ocorrem em estados febris. Esses
fatores podem ser o gatilho para a primeira crise do paciente, que ¢ aguda, a qual acredita-se que
seria o inicio para os processos que levam a epileptogénese. Acredita-se, também, que a
epileptogénese pode ser influenciada por fatores como predisposi¢do genética, mecanismos
epigenéticos modulados pelo meio ambiente e uso de drogas (Kuruba, Hattiangady & Shetty. 2009;

Fernandes, 2013; Goldberg & Coulter, 2013).
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Estudos epidemioldgicos apontam que cerca de 1% a 2% da populacio mundial seja
epiléptica, atingindo mais de 65 milhdes de pessoas no mundo. A epilepsia ¢ apresentada como o
transtorno cronico grave mais comum na clinica neurologica (Sander & Shorvon, 1996; Who, 2000;
Thurman et al, 2011). A epilepsia ¢ uma doenga com alta prevaléncia, que afeta o convivio social
dos pacientes e dos familiares, sendo relacionada a varias comorbidades psiquiatricas (Marchetti et
al.,2005). Estima-se que a epilepsia atinja 5-8/1000 habitantes em paises “desenvolvidos” e 10-
13/1000 habitantes em paises “em desenvolvimento”, e esses dados sdo ainda maiores em zonas
rurais (Ngugi et al, 2010; Thurman et al, 2011). Essas diferencas regionais sdo associadas a fatores
de risco para a epilepsia como: infecgdes, cuidados pré-natais e perinatais inadequados (Newton &
Garcia, 2012). No Brasil, embora os estudos epidemiologicos sejam escassos, estima-se que a
epilepsia atinja 2% a 4% da populagdo, acometendo pessoas em diferentes idades e classes sociais
(Marchetti et al., 2005).

A populagdo portadora de epilepsia apresenta risco de obito de duas a trés vezes maior que
os individuos da populagdo em geral, e esse risco € cinco vezes maior para os pacientes com
epilepsia focal farmacorresistente, ou seja, que ndo obtém um bom progndstico com tratamento
medicamentoso (Hitiris et al, 2007; Ryvlin & Montavont, 2008; Ryvlin, Tomson & Montavont,
2009). Nos paises “desenvolvidos” pessoas com epilepsia apresentam até cinco vezes mais risco de
obito que a populacado total dos mesmos, nos paises “em desenvolvimento” essa taxa pode ser até 37
vezes maior que o restante da populacdo local. Sabe-se também, que essa taxa de mortalidade ¢
ainda maior em pessoas na faixa etaria de 10-29 anos. Ademais, os indices de mortalidade sdo
maiores nos primeiros anos apds o inicio das crises epilépticas (Neligan, Bell, Shorvon & Sander,
2010; Fazel et al, 2013).

Essa alta taxa de mortalidade ¢ associada a comorbidades (duas ou mais doencgas

concomitantes), afogamentos, status epilepticus e as mortes subitas e inesperadas (SUDEP). O risco
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de SUDEP vai aumentando com a cronicidade da doenca e os candidatos cirirgicos sdo os com
maior risco, os mecanismos da SUDEP sdo desconhecidos (Tomson, Nashef & Ryvlin, 2008;
Ryvlin, Tomson & Nashef, 2013).

Em relacdo as comorbidades, citadas anteriormente, sabe-se que as doengas psiquidtricas
simultaneas com a epilepsia dificultam a resposta ao tratamento medicamentoso inicial e estdo
associadas ao risco de morte. Além do fato que algumas comorbidades psiquiatricas sdo fatores de
risco para o desenvolvimento da epilepsia, e a epilepsia aumenta a probabilidade de
desenvolvimento de comorbidades psiquidtricas, o que sugere causas € mecanismos compartilhados.
Em relacdo a essa concomitancia entre as doengas citadas, foi realizado um estudo que mostrou uma
maior incidéncia de ansiedade ou transtorno depressivo duas vezes maior que na populagdo em
geral (Adelow, Andersson, Ahlbom, & Tomson, 2012; Gaitatzis, Sisodiya & Sander, 2012;
Hesdoffer et al, 2012; Fazel et al, 2013; Kanner, 2013).

No que se refere ao tratamento das epilepsias, a medicacdo antiepiléptica ¢ a forma
terapéutica mais utilizada, e cerca de dois tercos dos pacientes epilépticos obtém controle das crises
com o uso regular dessa medicagdo em mono ou politerapia. Entretanto, cerca de 30% do total
desses pacientes apresentam crises epilépticas refratarias, ou seja, ndo respondem ao tratamento
realizado com os remédios disponiveis no mercado. Os pacientes que ndo respondem ao
medicamento antiepiléptico inicial, diminuem a probabilidade de resposta proporcionalmente com o
nimero de farmacos antiepilépticos testados sem sucesso. A ILAE define como refratariedade, a
epilepsia resistente a farmacos antiepilépticos tolerados, adequadamente escolhidos e usados. As
novas medicagdes ndo tem conseguido a remissdo desses casos, tornando os pacientes com
epilepsias refratarias possiveis candidatos ao tratamento cirtirgico (Perucca et al, 1998; Kwan &
Brodie, 2000; Schiller & Najjar, 2008; Schuele & Liiders, 2008; Spencer & Huh, 2008; Kwan et al,

2010; Who, 2010; Brodie, Barry, Bamagous, Norrie & Kwan, 2012).
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Conforme exposto, os pacientes com epilepsia refratdria sdo candidatos ao tratamento
cirargico, esse tratamento inclui resseccao, destruicdo ou desconexao do tecido cerebral epiléptico e
neuroestimulacdo, que pode ser aplicada a vérias estruturas cerebrais gerando convulsdes ou
anulando as convulsdes, uma vez detectadas pelos sensores do neuroestimulador (Mosh¢, Perucca,
Ryvlin & Tomson, 2015).

Entre as epilepsias que apresentam alto indice de refratariedade medicamentosa, encontram-
se as parciais, as quais constituem a forma mais comum de epilepsia no adulto. Esse tipo de
epilepsia € caracterizado pela predomindncia de crises parciais, restringindo-se, na maioria das
vezes, a um hemisfério cerebral (Ilae, 1989; Guerreiro, 2002; Fernandes, 2013). O tipo de epilepsia
mais comum entre as parciais ¢ a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), que serd abordada no nosso
estudo. A ELT representa aproximadamente 60% de todas as epilepsias parciais (Andersen et al.,
2006).

Na ELT hé um foco epiléptico comum, que ¢ uma estrutura situada no lobo temporal, o
hipocampo, o qual é subdividido anatomicamente em éareas denominadas CA1l, CA2 e CA3. As
outras regides que formam o complexo hipocampal incluem o giro dentado, subiculum,
presubiculum, parasubiculum e o cortex entorrinal (Lorente De N6, 1933, 1934; Rubin & Safdieh,
2008).

Em uma visdo microscopica do hipocampo nas ELTs, o achado mais conspicuo ¢ uma perda
seletiva de neurdnios na formacdo hipocampal, a qual denomina-se esclerose hipocampal
(Mcnamara, 1994). O achado cléssico, neste tipo de esclerose, ¢ uma grande perda das células
piramidais das camadas CA1 e CA3, e das células musgosas da camada polimérfica do giro dentado
(GD), também chamada de hilo ou CA4. Entretanto, as células piramidais de CA2 e as granulares
do GD ndo apresentam esse mesmo padrdo de auséncia vista nas demais regides (Meldrum &
Bruton, 1992). Para uma melhor visualizac¢do, a formacdo do complexo hipocampal, as camadas do

giro dentado e os achados histopatologicos tipicos sdo mostrados nas figuras 1, 2 e 3, a seguir:
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Fibras
musgosas

Figura 1. Diagrama esquematico do Complexo Hipocampal obtido de Andersen, 2006, adaptado e ilustrando as
principais areas hipocampais CA1l, CA2 e CA3, Cortex Entorrinal (EC), parasubiculum (PARA) presubiculum (PRE) e
subiculum (Sub) além do Giro Dentado (DG).

Camada
molecular

Camada
granular

células
granulares

Fibra musgosa

-

Camada N\ células
polimorfica musgosas

Figura 2. Figura esquematica das camadas do GD baseada em Andersen, 2006. A figura mostra as trés camadas que
formam o giro dentado. Os neurdnios principais dessa camada encontram-se em destaque: as células granulares e as
células musgosas, as quais sd3o conectadas pelas fibras musgosas, como sdo conhecidos os axonios das células
granulares.
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Figura 3. Subtipos histopatologicos de esclerose hipocampal em pacientes com ELT. As fotomicrografias mostram as
perdas seletivas das células piramidais (perfis em tom marrom) nas regides de CAl, CA2 e CA3 que acontecem na
esclerose hipocampal e suas variacdes em A, B e C. A fotografia D ¢ de um hipocampo sem esclerose, na qual ha a
marcacdo celular em toda a sua extensdo. Obtida de Bliimcke et al, 2013.

Os achados da esclerose hipocampal despertam interesse ¢ indagagdes sobre como a
funcionalidade do hipocampo se altera na epilepsia, haja vista 0 mesmo estar relacionado a varias
fungdes primordiais para o funcionamento normal do cérebro adulto, tendo um papel importante na
consolidacdo das informagdes, na memoria de longo prazo, curto prazo e navegacao espacial. Além
dessas fungdes, o hipocampo ¢ uma das areas do encéfalo adulto que continua a ter neurogénese
(Bergmann et al., 2012; Eriksson et al., 1998; Spalding et al., 2013).

Em relagdo a neurogénese, relatos historicos e estudos apontam que por muito tempo
acreditou-se que novos neurdnios nao eram adicionados ao cérebro de um mamifero adulto (Cajal,
1913). O cenério, entretanto, comec¢ou a mudar na segunda metade do século XX, quando estudos

mostraram evidéncias que tal fenomeno continuava na fase pos-natal de animais experimentais,



19
como em ratos e aves adultas (Altman, 1965; Altman, 1969; Kaplan & Hinds, 1977; Goldman &
Nottebohm, 1983). Um grande marco nesse estudo surgiu na década de 1990 com o
desenvolvimento do andlogo sintético da timidina, o BrdU (5-bromo-3’-de oxiuridina), que ¢
captado pelas células durante a fase de sintese, sendo, portanto, um marcador de células em
proliferagdo (Nowakowski, Lewin & Miller, 1989).

Desde entdo, os estudos em mamiferos, inclusive na espécie humana, comprovaram que
existem regides onde se localizam células progenitoras mitoticamente ativas, capazes de gerar
novos neurdnios durante a fase adulta (Eriksson et al., 1998; Doetsch, et al., 1997; Gould, et al.,
1998; Doetsch, et al., 1999). Essas regides sdo a zona subventricular dos ventriculos laterais (SVZ,
do inglés subventricular zone) e a zona subgranular (SGZ, do inglés, subgranular zone) do giro
dentado do hipocampo, sendo a tultima localizada no ponto de encontro da camada interna de
células granulares do giro dentado com a regido hilar (Scorza et al., 2005; Tavares & Gomes-Leal,
2011).

O hipocampo, mais especificamente a SGZ, ¢ provavelmente a regido do cérebro de
mamiferos adultos mais reafirmada como zona neurogénica, tanto em técnicas in vivo, quanto in
vitro (Ming & Song, 2005). As células geradas no hipocampo se diferenciam em um tipo de
neurdnio especifico: as células granulares (Seri et al., 2004).

Sabe-se que as novas células granulares do giro dentado apresentam propriedades funcionais
similares aos neur6nios maduros, como potenciais de a¢do, sinapses e aferéncias de outras regides
do circuito (Van Praag et al., 2002). No hipocampo adulto, a formagdo de novos neurdénios parece
ser importante para a modulagdo e refinamento dos circuitos neurais adultos, o que contribui para
alguns tipos de memoria dependentes do hipocampo, incluindo memoria espacial (Sahay, Wilson &
Hen, 2011). Alguns pesquisadores da area vislumbram uma outra funcionalidade para os neur6nios
formados, a “separagdo de padrdes” (SPA), que ¢ a capacidade de diferenciar nossas experiéncias

cotidianas umas das outras, como, por exemplo, distinguir a diferen¢a do local que se estacionou o
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carro no dia anterior para o atual (Sahay, Wilson & Hen, 2011; Bakker et al, 2008; Tavares &
Gomes-Leal, 2011).

Estudos mostram que a neurogénese ¢ modulada por mecanismos fisioldgicos e patologicos.
Exercicios fisicos e aprendizado sdo tidos como estimulantes da neurogénese, enquanto privagao de
sono e ingestdo cronica de alcool e abuso de drogas sdo fortes inibidores (Van Praag, 1999; Ming &
Song, 2005; Schlett, 2006; Drapeau & Nora, 2008; Mouret et al., 2008; Zhao et al., 2008).

A neurogénese hipocampal adulta ¢ poderosamente estimulada por convulsdes, € como nas
epilepsias essas crises convulsivas se tornam cronicas. O prognostico da doenga pode causar um
grande aumento no nimero de neurdnios recém-gerados (Bengzon et al, 1997; Gray & Sundstrom,
1998; Parent & Lowenstein, 2002; Scott et al., 1998). Além do aumento das novas células, a relagao
entre neurogénese e epilepsia apresenta outras implicagdes, uma variedade de estudos sobre o
assunto relata que o fendmeno poderia ser uma consequéncia do processo lesivo desencadeador que
pode facilitar o processo epileptogénico (Dashtipour et al, 2001; Zhan, Timofeeva, & Nadler, 2010;
Murphy et al., 2011; Wood et al., 2011; Hung et al., 2012).

A primeira crise convulsiva pode ocasionar um processo nomeado rebrotamento de fibras
musgosas, que ¢ um crescimento acentuado dos axdonios das células granulares em decorréncia da
perda de seus alvos, as células musgosas, criando um circuito de autoestimulagcdo pelas células
granulares (Babb et al., 1991; Sutula et al., 2004; Pitkanen, 2010). Esse processo de rebrotamento
de fibras musgosas ¢ considerado por alguns autores como o fator desencadeante da
hiperexcitabilidade dos neurdnios nas epilepsias; essa possibilidade ¢ nomeada de hipotese
excitatoria. A partir desse pressuposto, foram realizados varios estudos eletrofisiologicos,
morfoldgicos, em modelos animais e humanos. Os resultados corroboraram com a hipdtese,
entretanto outros estudos necessitam ser feitos para elucidar essa hipotese (Cronin & Dudek, 1988;
Buckmaster & Dudek, 1997; Lynch & Sutula, 2000; Wuarin & Dudek, 2011; Tauck & Nadler, 1985;

Isokawa & Mello, 1991; Isokawa et al., 1991; Masukawa et al., 1992; Mathern et al., 1997).
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Outra caracteristica tipica das células granulares geradas apds convulsdes € a sua migracao
para a regido hilar do giro dentado (na qual ocorre a perda das células musgosas), em vez de para a
camada de células granulares, que seria o seu destino padrao apos a neurogénese. Essas células
foram denominadas células granulares ectdpicas, sendo identificadas primeiramente em modelos
animais de epilepsia por Parent et al. (1997).

Murphy et al. (2011) investigaram essas “novas” células granulares geradas na
epileptogénese. Os autores avaliaram as caracteristicas apos a crise epiléptica induzida pela
pilocarpina. De acordo com seus achados, as células granulares recém-nascidas ap6s a inducdo de
epilepsia em modelos animais podem ser divididas em dois grupos, que diferem em sua localizagdo
final (nas camadas do GD) e excitabilidade. O primeiro grupo, que compreende a maioria dessas
novas células, mostrou uma redugdo significativa na densidade de espinhas dendriticas (as quais
aumentam o efeito excitatorio), indicando uma entrada excitatdria diminuida. O segundo grupo, que
compreende 10% dessas novas células apresentou mais contatos sindpticos com as fibras musgosas
brotadas (mais entrada de neurotransmissor excitatorio), indicando, assim, um maior grau de
integragdo em redes excitatorias.

Murphy et al. (2011) forneceram uma nova visdo importante ao indicar que convulsdes
epilépticas poderiam induzir essas duas populagdes distintas de células granulares, exercendo
efeitos diferenciais sobre o hipocampo dos modelos de epilepsia. Outros autores descobriram que a
duracdo e a gravidade da convulsdo inicial podem ser fatores-chave que regulam as propriedades
importantes de células granulares adultas (Mohapel et al., 2004). As células granulares nascidas sob
condi¢cdes de convulsdes severas podem ser mais propensas a se desenvolver em células
hiperexcitaveis, enquanto que as células nascidas em condi¢des de convulsdo menos severas
gerariam preferencialmente uma populacdo de células granulares com diminui¢do do movimento

excitatorio (Bielefeld et al.,2014).
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Um outro estudo in vivo interessante neste contexto foi apresentado por Hung et al. (2012),
que mostrou uma associagdo entre o niumero de células granulares recém-nascidas (ectopicas) e a
duracdo das convulsdes iniciais em ratos tratados com pilocarpina. A ideia de que a integracdo de
uma populacdo especifica de células recém-nascidas com diferentes propriedades na rede do
hipocampo contribui para a epileptogénese ¢ sustentada por modelos computacionais recentes
(Schneider-Mizell et al., 2010).

Determinou-se também que o surgimento de células granulares ectopicas precede o inicio da
primeira convulsdo espontanea. Além disso, houve uma correlacdo significativa entre o niimero de
células granulares ectdpicas e a frequéncia de convulsdes (Koyama, 2014).

Outro dado importante em relacdo a neurogénese ¢ que a proliferacdo de novos neurénios no
cérebro devido as convulsdes ¢ um processo transitorio, € esse aumento da neurogénese retorna a
um nivel normal de 3-4 semanas apds a ultima convulsdo (Jessberger et al., 2007). Apesar dos
inimeros estudos de investigacdo acerca da neurogénese hipocampal na epilepsia, os mecanismos
pelos quais os ataques epilépticos alteram a neurogénese adulta continuam sendo um mistério
(Rolando & Taylor, 2014).

Os dados dos artigos que estudaram a relacdo da neurogénese hipocampal aberrante nos
hipocampos de modelos animais de ELT despertam o questionamento se a mesma ocorre com 0s
pacientes com ELT, uma vez que Koyama (2014) aponta a precedéncia da migragcdo ectopica das
células recém-geradas as crises epilépticas espontaneas. Ademais, Cho e colaboradores, em 2015,
mostraram que a ablagdo (remocdo) da neurogénese adulta antes das convulsdes agudas induzidas
por pilocarpina em camundongos levaram a uma reduc¢do na frequéncia de convulsdes cronicas
(espontaneas). O efeito da ablacdo da neurogénese mostrou-se duradouro, pois diminuiu a
frequéncia das crises cronicas por quase um ano no experimento realizado. Acentuando ainda mais

a importancia da neurogénese aberrante para o prognostico clinico da ELT.
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Entender melhor o papel da migragdo diferenciada das células granulares no “hipocampo
epiléptico” pode corroborar com os dados ja apresentados com modelos animais e langar novas
perspectivas de estudos acerca da epileptogénese e de possiveis intervengdes prévias ao processo de
adoecimento.

A partir dos dados obtidos dos estudos citados sobre neurogénese hipocampal na Epilepsia
do Lobo Temporal e de como o histérico da doenga pode interferir nesse processo, pretendemos, no
nosso estudo, investigar tais achados no hipocampo de pacientes com ELT, estudando as diferengas
na camada de células granulares, a citoarquitetura dessas células e possiveis rearranjos do seu
estrato. A historia clinica dos pacientes serd um diferencial no que tange poder ver as diferencas
estruturais entre os pacientes ou similaridades de pessoas acometidas pela mesma patologia,
langando uma nova perspectiva para relacionar o progndstico dos pacientes com a sua historia

pregressa.

OBJETIVOS

Geral

Correlacionar a migracdo ectopica das células neurogénicas dos hipocampos adultos retirados nas

cirurgias aos perfis de historia clinica dos pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal (ELT).

Especificos

- Descrever qualitativamente o padrdo de migragdo neurogénica das cé€lulas granulares do giro
dentado dos hipocampos dos pacientes portadores de ELT;

- Descrever qualitativamente a morfologia das células granulares dos hipocampos coletados;

- Descrever as similaridades e diferengas na histéria clinica dos pacientes refratarios ao tratamento;
- Correlacionar os dados obtidos nas historias clinicas com os achados das marcagdes

imunohistoquimicas dos hipocampos.
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MATERIAIS E METODOS

Participantes

Foram selecionados pacientes portadores de ELT que foram submetidos ao tratamento
cirargico e concordaram em doar o material bioldgico para a anélise desta pesquisa. Os critérios de
inclusdo foram: se encontrar na faixa etaria entre 18 e 60 anos e ndo ter diagnostico de outras

patologias neuroldgicas.

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 na rede privada. Foi realizado o levantamento do histdrico
clinico realizado pelo neurocirurgido nas consultas pré-operatorias. A ficha utilizada para
levantamento da histéria clinica nas epilepsias se encontra no ANEXO A. 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 B).

Todos os procedimentos seguiram as diretrizes éticas internacionais (Declaracdo de
Helsinque, Diretrizes Internacionais para as Pesquisas Biomédicas envolvendo Seres Humanos —
CIOMS) e Brasileiras (Resolugdo CNS 196/96 e complementares), e também a Resolu¢do CNS
196/96, a qual ressalta que “toda pesquisa envolvendo seres humanos deverd ser submetida a
apreciagdo de um Comité de Etica em Pesquisa”. A pesquisa em questio foi submetida por meio da
plataforma Brasil ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para, o qual se localiza no Nucleo de Medicina Tropical, 1°
andar, Av. Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal. CEP 66055-240, Belém — PA. Recebendo o
aceite favoravel no dia 13/12/2017, com Certificado de Apreciagio para Apresentagio Etica

(CAAE) ntimero 67114317.2.0000.5172.
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Obtengdo do tecido e preparo histologico
Imediatamente apds a ressec¢do hipocampal cirlirgica, as amostras de hipocampo foram
recolhidas no centro cirtirgico e imersas em solu¢do fixadora constituida de paraformaldeido 4% em
Tampdo Fosfato 0.1M, durante 3 dias. O procedimento foi finalizado nos laboratorios de
Neurobiologia da Universidade Federal do Pard e na Se¢do de Patologia do Instituto Evandro
Chagas. Apos a fixacdo do material, o mesmo foi submetido a crioprote¢do por imersdo em
solugdes crescentes de sacarose 15, 20 e 30%, diluidas em Tampao Fosfato 0.1M com acréscimo de
glicerina 2%. Apds, o material foi cortado no criostato Leica Jung CM300 a 30 um, em plano
coronal ao eixo rostro-caudal da formagao do hipocampo. Houve a sele¢do de algumas laminas para
a efetuagdo de coloracdo HE (Hematoxilina-Eosina) e/ou Nissil (Bancroft, Gamble. & Suvarna),

para a visualizagao da anatomia geral do hipocampo.

Processamento Imunohistoquimico

As secgoes de tecido a serem analisadas (laminas selecionadas) com imunohistoquimica,
foram previamente lavadas com agua destilada (5 minutos) + PBS (Solu¢do Tampao Fosfato) (5
minutos). ApoOs essa etapa, foi realizada a recuperacao antigénica com solug¢ao de acido citrico no
banho maria 90° C por 20 minutos. Em sequéncia, foi realizada uma segunda lavagem com agua
destilada (5 minutos) + PBS (5 minutos). Em seguida, realizou-se a permeabilizacdo das laminas
com solugdo de Saponina durante 10 minutos.

Foi efetuada uma terceira bateria de lavagem com PBS (2X) durante 5 minutos cada.
Posteriormente foi realizado o bloqueio das proteinas inespecificas com BSA (Bovine Serum
Albumin) 10% (30 minutos) e a incubagdo com o anticorpo primario (VER TABELA 1) durante
toda a noite (overnight).

No dia seguinte, realizou-se duas lavagens em PBS com 5 minutos cada. Logo apds, houve a
incubagdo em biotina, durante 30 minutos a 37° C. Foram efetuadas outras duas lavagens em PBS

com 5 minutos cada e a incubacdo em streptavidina durante 30 minutos a 37° C. O método utilizado
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foi o LSAB-Labelled Streptavidin Biotin, que consiste em usar a biotina que se liga no anticorpo
primario e, em seguida, a Streptavidina conjugada a enzima que se liga a biotina, a qual ¢ revelada
com DAB (Diaminobenzidine), como descrito a seguir.

Na etapa final, foi efetuada mais duas lavagens em PBS com 5 minutos cada, seguidas pela
revelagdo com a solucdo de DAB (Diaminobenzidine), o tempo de revelacdo variou entre 30
segundos e 2 minutos. A reacdo foi interrompida com uma lavagem em PBS (5 minutos). Uma
contracoloragdo com Hematoxilina (1 minuto) foi realizada em algumas laminas. As montagens das
laminas foram precedidas por uma desidratacdao (alcool 70%, 80%, 90%, 100%, 100%, xilol 1 e
xilol 2 - 2 minutos cada). Apds, realizou-se a montagem com Permount (Fisher Scientific) e
laminulas para protecdo tecidual. Todos os passos apresentados nessa se¢do seguiram o protocolo
padrdo da Secdo de Patologia (SAPAT) do Instituto Evandro Chagas (IEC). Os anticorpos utilizados

e sua marcagdo especifica se encontram na tabela 1, a seguir:

Anticorpo Fabricante Especificagoes Diluicao Marcacao
Utilizada
Anti-NeuN Millipore Monoclonal feito 1:10 Pericérios de
MAB377 em Camundongo neurdnios adultos
Anti-DCX Santa Cruz Policlonal feito 1:200 Neuroblastos
sc8066 em Cabra migratorios
Anti-GFAP Millipore Monoclonal feito 1:400 Astrocitos

MAB360 em Camundongo

Tabela 1. Dados dos anticorpos primarios. A Tabela mostra o fabricante, especificagdes, diluigdo utilizada e a marcagdo
especifica de cada anticorpo.

Andlise morfologica do hipocampo

A anélise e documentagao fotografica das laminas foi realizada em um microscopio Optico e
binocular (Carl Zeiss, modelo Imager.Z1) acoplado a sistema de captura de imagem AxioCam Hrc e
Axio Vision. As fotomicrografias foram analisadas qualitativamente em comparacao aos dados

descritos na literatura acerca da histopatologia da ELT.
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Andlise da historia clinica
Foram confeccionadas tabelas dos dados gerais e clinicos dos pacientes com o software de

livre acesso LibreOfficie Calc versdo 5.3 para analise qualitativa.

RESULTADOS
Dados gerais

Foi obtido material hipocampal nas cirurgias de epilepsia, provenientes de cinco pacientes
portadores de ELT. Todos os individuos foram submetidos ao processo cirurgico e tiveram um dos
hipocampos resseccionados, além de regides adjacentes que apresentavam alteragdes nos exames
pré-operatorios (Ressonancia Magnética Nuclear e de Video Eletroencefalograma), caracteristicas
de ELT. A é4rea resseccionada foi dividida em duas partes, sendo uma destinada a analise
histopatologica (ndo relacionada com o presente estudo) e a restante que engloba a formacgao
hipocampal utilizadas na analise deste trabalho.

Todos os pacientes se enquadravam dentro dos critérios de inclusdo relatados anteriormente
(Pag.23). Para descrigdo e protecdo da identidade dos pacientes, cada um recebeu um cédigo de
identificacdo (P1, P2, P3, P4, P5) conforme a ordem cronoldgica das cirurgias realizadas, o qual
sera utilizado nas tabelas e na descricdo dos resultados obtidos. A tabela 2 ilustra os dados gerais

dos pacientes que realizaram a cirurgia.

Dados Gerais P1 P2 P3 P4 Ps
Idade 35 46 47 46 26
Sexo M M M F M

Cor/Raga Parda Parda Parda Parda Parda
Estado Civil Solteiro Casado Solteiro Solteiro Solteiro
Escolaridade Ens. superior  Ens. médio Ens. médio  Ens. técnico Ens. médio

incompleto
/Ig:lf;l)s:j;o Estudante Ri%r;s;ré‘[izrllte Nao trabalha r;l“déi((:).l sgila Nio trabalha

Tabela 2. Dados gerais dos pacientes. A tabela de pacientes (N=5) que realizaram cirurgia de ressec¢do hipocampal
enfatiza e agrupa aspectos sociodemograficos dos pacientes até o momento que foram submetidos a cirurgia.
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Como observado na tabela 2 a maioria dos pacientes ¢ do sexo masculino. O paciente P5 foi

0 paciente mais novo, com 26 anos de idade, e a idade maxima foi de 47 anos de idade (P3). Todos

os pacientes se declararam ser de cor parda e ter o ensino médio como escolaridade minima. A

maioria dos pacientes € solteiro e relatam desempenhar um trabalho/ocupagdo. A Tabela 3, a seguir,

mostra a historia clinica dos pacientes.

Historia
Clinica

Evento
precipitante

Periodo de
laténcia (entre
0 evento
precipitante e
a primeira
crise)

Idade da
primeira crise

Frequéncia de
crises antes
da cirurgia

Esquema
terapéutico na
ocasido da
cirurgia

P1

3 meses-
Crise febril

Cercade 6
meses

Antes de 1
ano de vida

4/més

Lamotrigina
200mg,
clobazam
40mg e
fenitoina
400mg/dia

P2

2 anos-

Pancada na

cabega
seguida de
convulsao

4 anos

6 anos

4/semana

Acido
Valproico
1250mg,

fenobarbital

150mg e

Carbamazepi
na 2mg/dia

P3

NC

NC

7 anos

3-4/dia

Oxcarbazepina
1200mg,
lamotrigina
200mg e
clobazam
20mg/dia

P4

NC

NC

Antes dos 5
anos

10/més

Oxcarbazepina
1200mg

P5

1 ano-
Crise febril seguida
de desmaio por 4
horas

21 anos

22 anos

2-3/semana

Carbamazepina
400mg,
valproato
1000 mg e
clobazam
10mg/ dia

Tabela 3. Historia clinica dos pacientes. A tabela mostra os dados obtidos espontaneamente durante atendimento
ambulatorial, enfatizando as diferengas encontradas em 4 fatores clinicos nos 5 pacientes. A sigla NC nos pacientes P3 e
P4 significa dados ndo coletados.



29

A Tabela 3 mostra que os dados obtidos dos pacientes em relagdo aos eventos precipitantes,

ou seja, o evento anterior & primeira crise espontanea, aconteceram antes dos cinco anos de idade. A

primeira crise epiléptica (ndo ocasionada por fatores externos) ocorreu, em sua maioria, na infancia
dos pacientes, todavia, o paciente P5 relatou ter comecado a ter as crises ja na idade adulta.

Todos os pacientes apresentaram pelo menos 4 crises por més, sendo que o esquema

terapéutico de cada paciente ndo foi homogéneo, apresentando um uso de altas dosagens e

interacoes medicamentosas.

Dados Anatomicos do hipocampo de pacientes portadores de ELT

O complexo hipocampal, como descrito na introducdo, ¢ subdividido em dareas, a saber:
CA1, CA2, CA3, giro dentado, subiculum, presubiculum, parasubiculum e o cortex entorrinal. Na
fracdo de tecido extraida para utilizagdo no presente estudo, conseguimos observar, apos a analise
morfoldgica com métodos classicos, com a coloracdo de Nissl e/ou coloragdo de HE, as principais
estruturas da formagdo hipocampal (CAl, CA2, CA3, giro dentado) (Dados ndo mostrados).
Entretanto, os resultados descritos abaixo foram concentrados no Giro Dentado (GD), por ser a
regido neurogénica. A area do giro dentado ¢ determinada nas sec¢des da amostra por sua
conformacdo caracteristica em formato de “dente” e pela conformagdo anatdmica de suas células
caracteristicas, as células granulares, tendo o “corpo” em forma eliptica, com um formato conico
caracteristico (Andersen, 2006).

A andlise imunohistoquimica realizada no GD de todos os espécimes revelou que somente a
imunoreatividade para anti-DCX foi negativa nas amostras de P1, P2 e P3. As marcagdes para Anti-
NeuN e Anti-GFAP, por outro lado, apresentaram o mesmo padrdo de marcacdo positiva. Como

descrita na tabela 4, a seguir.
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Anti-NeuN v v v v v
Anti-DCX X X X v v
Anti-GFAP v v v v v

Tabela 4. Relagdo da imunorreatividade dos anticorpos usados em cada amostra. Legenda: (v') Marcagdo positiva ; ( x )
Marcagao ndo obtida ou ndo visualizada.

Padrdo de marcagdo imunohistoquimica para NeuN
A imunomarcagdo positiva para células NeuN foi observada em toda a extensdo do tecido,
entretanto o GD foi reconhecido pela arquitetura especifica que o mesmo apresenta, como ilustrado

na Figura 4.

Figura 4. Fotomicrografia da area do GD do Hipocampo da amostra coleta dos pacientes portadores de ELT com
marcacdo positiva para Anti-NeuN. Sec¢do da regido hipocampal em baixo aumento do paciente P4, ilustrando a
imunomarcagdo positiva para Anti-NeuN abrangendo toda a extensdo do giro dentado (GD). Escala = 30 um.
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A figura 5, a seguir, ilustra uma fracdo da imagem descrita na figura 4 em maior aumento

para demonstrar que marcagao de Anti-NeuN foi positiva para as células granulares no GD (seta).

Figura 5. Fotomicrografia em Maior Aumento do Giro Dentado da Amostra Coletada dos Pacientes Portadores de ELT
com Marcagao Positiva para Anti-NeuN. A qual foi obtida com objetiva 20X da regido mais angulada do GD com

marcagdo positiva para Anti-NeuN (seta). Escala=20L m.

Na figura 5 podemos observar uma megalia, ou seja, um aumento no diametro dos corpos
celulares dos neuronios maduros, além de uma dispersao de células granulares. Esses achados
podem ser observadas com mais clareza na Figura 6.

A figura 6 ilustra uma fotocomposi¢do (6A ¢ 6B) formada por uma fotomicrografia obtida
através do site de patologia da Unicamp (anatpat.unicamp.br/bineuhipocamponllfb.html) de um
hipocampo controle ¢ feita com a técnica classica de Hematoxilina-Eosina (figura 6A) ¢ a

fotomicrografia em grande aumento dos achados com a marcagdo de Anti-NeuN (figura 6B).



Figura 6. Fotocomposi¢do de achados Histopatologicos no GD em Individuos Controle ¢ na Imunomarcagido para
NeuN nas Amostras Coletadas. A figura 6A ilustra a [dmina do GD de um individuo controle obtido do site de patologia
da Unicamp com a coloragdo de HE. A figura 6B mostra a regido equivalente dos pacientes portadores de ELT
marcados com NeuN (paciente P4). As linhas pontilhadas ilustradas na figura delimitam a extensdo da camada de
células granulares.

A figura 6A apresenta um padrdo de alta densidade e agregacdo celular, com uma
regularidade de espagamento entre as células granulares, as quais formam uma camada nitidamente
delimitada (linha tracejada). A figura 6B, por sua vez, apresenta uma dispersdo e rarefacdo de
células granulares. Apesar dos diferentes tipos de metodologia, nota-se uma diferenga significativa
entre a marcacdo obtida na figura 6A e na figura 6B. Esse padrdo de dispersdo visualizado na
fotomicrografia 6B pode ser observado em toda a extensdo do Giro Dentado das amostras
hipocampais (com areas mais densas e menos densas de células) do presente estudo com marcagado

para NeuN.

Padrdo de marcagdo imunohistoquimica para DCX
As células com imunomarcagdo para DCX foram visualizadas nas amostras provenientes
dos pacientes P4 e PS5, obtendo uma marcagdo positiva na camada do GD. O padrao obtido na

marcacdo com o anticorpo Anti-DCX pode ser visualizado na Figura 7.



Figura 7. Fotomicrografia em maior aumento (40X) do GD da Amostra Coletada dos Pacientes Portadores de ELT com
Marcagdo Positiva para Anti-DCX. Na figura 7 realizou-se simultancamente a marcacdo com Hematoxilina para
evidenciar a totalidade dos corpos celulares presentes (corpos celulares azuis). As células marrons correspondem as
marcadas positivamente por anti-DCX. Escala=Sum.

A figura 7 apresenta um padrio diferente da marcacdo para o anticorpo Anti-NeuN, as
células granulares DCX positivas apesentaram uma maior densidade celular. Todavia, a dispersdao
encontrada nas c€lulas com marcacao para NeuN (Figura 6B) também foi encontrada nas células

granulares DCX positivas.

Padrao de marcagao imunohistoquimica para GFAP

A marcagdo positiva para astrocitos apresenta um padrdo diferente dos descritos
anteriormente. O anticorpo GFAP gera uma visualizagdo de toda a extensao dos astrdcitos (corpo
celular, dendritos e axdénios). Na regido do Giro dentado o padrdao de marcagdao para GFAP foi o

visualizado na Figura 8.



Figura 8. Fotomicrografia em maior aumento (40X) do GD da amostra coletada dos pacientes portadores de ELT com
marcagdo positiva para Anti-GFAP. A figura mostra a marcac@o positiva para astrocitos, em grande aumento na regido

do GD. os perfis marcados em marrom, mostram os dendritos e axdnios dos astrocitos, que preenche toda a extensio do
GD. Escala= Sum.

, .

A marcagdo das células astrocitarias ndo ¢ vista como um todo no Giro Dentado dos
pacientes, vemos em sua maioria, apenas as ramificagdes dessas células gliais. As ramificacdes
formam uma espécie de rede e seus intervalos sdo semelhantes a forma conica caracteristica das
células granulares.

Outras areas do hipocampo também obtiveram marcagdo positiva para anti-GFAP,
entretanto nessas outras areas houve a visualizagdo de corpos celulares de astrocitos. As setas na

Figur 9 ilustram células astrocitarias marcadas em éareas adjacentes ao Giro Dentado.



Figura 9. Fotomicrografia em maior aumento de areas adjacentes ao GD da amostra coletada dos pacientes portadores

de ELT com marcagdo positiva para Anti-GFAP. Marcacdo de GFAP positiva em astrocitos de areas adjacentes ao DG,
ilustram células astrocitarias (setas) em formato de estrela, caracteristico desse tipo celular. Escala= 5 um.

A figura 9 mostra uma marca¢do acentuada para GFAP com vérias ramifica¢des e corpos
celulares bem delimitados (setas), rede densa configurando uma ativacdo macica das células

astrocitarias, as quais ndo foram visualizados no Giro Dentado apresentado na figura 8.

Plano geral da marcagdo imunohistoquimica

A figura 10 retine o conjunto das imunomarcagdes realizadas, comparando-as ao diagrama
esquematico das camadas do GD (Figura 10A) de modo a termos um padrao geral de marcagdo,
ressaltando suas diferencas e similaridades encontradas no GD de pacientes portadores de ELT. E
possivel através da andlise comparativa das imagens observar que ocorre uma dispersao celular nas

marcagoes realizadas por Anti-NeuN (Figura 10B) e Anti-DCX (Figura 10C). A figura 10D que
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marca os prolongamentos astrocitarios, ndo remete especificamente a esse padrao de dispersao, uma
vez que 0 mesmo ndo marca as células alvo, entretanto pode ser visto a rede densa dos

prologamentos de astrdcitos na area do GD.

Figura 10. Fotocomposicao contendo um diagrama esquematico com o GD de um individuo controle obtido do site de
patologia da Unicamp com a coloragdo de HE (Figura 10A), padrdo de obtido para marcagdo de Anti-NeuN (Figura
10B), padrdo obtido para marcagdo de Anti-DCX (Figura 10C) e o padrdo obtido de marcagdo para células Gliais
marcados por Anti-GFAP (Figura 10D) utilizados no presente estudo nas camadas do GD.

A figura 10 mostra as diferengas nas marcagdes, principalmente a marcagdo Anti-DCX
positiva, que exibe uma marcagdo proeminente de corpos celulares (neuroblastos), enquanto a
marcagdo Anti-NeuN positiva (neurdnios maduros) apresenta uma marcagdo menos abundante de
corpos celulares. A marcagao para GFAP ¢ restrita a fibras das células astrocitarias no GD.

Além das diferencas entre os padrdes de marcacao obtidos no presente estudo, nota-se uma
diferenca significativa entre a Figura 10A e as demais, principalmente em relagdo ao padrdo de

disposicao das células granulares.
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DISCUSSAO
Historia clinica dos pacientes

Os resultados apresentados nas tabelas 1 e 2 mostraram muitos aspectos interessantes que
precisam ser discutidos. Mesmo com uma amostra ainda reduzida de pacientes (N=5), podemos
evidenciar alguns aspectos que merecem menc¢ao: a variagao de idade entre os pacientes foi de 21
anos, o que mostrou que utilizamos um largo espectro de idades (menor = 26 anos e maior = 47
anos) e que sugere que a cronicidade da doenca ndo parece ter nenhuma relacdo com a idade. Em
relacdo aos dados de cor/raca e género, houve uma unanimidade entre os pacientes ao se declararem
de cor parda e a maioria dos pacientes era do sexo masculino.

Em relacdo a cor/raca, estudos indicam relagdes entre os tipos diferentes de epilepsia,
contudo ndo ha resultados contundentes que apontem uma associagcdo entre essa varidvel e a
epilepsia de forma geral (Friedman & Fahlstrom, 2013). A relagcdo da incidéncia de epilepsia e
género, assim como a varidvel anterior, apresenta estudos que a relaciona com diferentes tipos de
epilepsia. Os resultados dessas investigacdes sugerem uma suscetibilidade de género ao
desenvolvimento de subtipos especificos de epilepsia. No geral, ndo houve diferenga entre os sexos
na epilepsia relacionada a localizagdo, mas as epilepsias sintomadticas relacionadas a localizacdo
foram mais frequentes nos homens, e as epilepsias criptogénicas relacionadas a localizagdo foram
mais frequentes nas mulheres (Christensen et al., 2005; Janszky, Schulz, Janszky & Ebner, 2004).

O estado civil também foi outro dado levantado em nossa amostra, e a maioria dos pacientes
(N =4) se declarou solteiro, o que pode estar ligado ao isolamento social que acomete os pacientes.
Este fato, porém, teria que ser abordado de maneira mais aprofundada em estudos futuros sobre a
epidemiologia de pacientes com ELT.

Todos os participantes obtiveram no minimo o ensino médio como escolaridade, sendo que
a maioria exercia uma profissdo, entretanto dois pacientes (P3 e P5) relataram ndo exercer fungdes

laborais com receio de ter uma crise epiléptica durante as atividades de trabalho (sic.). Esses dados
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sdo importantes, uma vez que estudos apontam que uma parte significativa da comunidade com
epilepsia relatou que o estigma que a doenga acarreta ¢ mais dificil de ser enfrentado do que as
sintomatologias apresentadas (Elliot, 2009; Boer, Mula & Sander, 2008; Viteva, 2013).

Os dados da tabela 2 de historia clinica mostraram um fato interessante sobre o evento
precipitante: a maioria dos pacientes apresentaram esse episddio antes dos cinco anos de idade,
época do desenvolvimento infantil conhecida como primeira infancia. Esse momento do
desenvolvimento ¢ apontado como um periodo critico para a plasticidade neural (Hubener &
Bonhoeffer, 2014). Os pacientes, em sua maioria, apresentaram a primeira crise ainda na infancia,
com um periodo de laténcia entre o evento precipitante € o evento espontaneo. Esse intervalo ¢
apontado como o tempo de desenvolvimento da epilepsia, nomeado epileptogénese, no qual
acontecem as transformacdes necessarias para a geracdo de crises espontdneas e possiveis
remodelagens neurais.

A frequéncia das crises mostrou uma taxa alta entre os pacientes do estudo, com no minimo
4 crises/més, e em alguns casos (P3) apresentando mais de 3 crises por dia. Essa alta frequéncia de
crises mostra os possiveis problemas sociais enfrentados pelos participantes uma vez que em um
mesmo dia o paciente pode apresentar varias crises inesperadas, e isso pode afetar a qualidade de
vida do mesmo.

A combinacao de varios farmacos em alta dosagem indica um dos indicios de refratariedade
da doenca. Os pacientes que ndo respondem ao medicamento antiepiléptico inicial apresentam uma
diminuicdo da probabilidade de reposta proporcional com o nimero de firmacos testados sem
sucesso (Moshé, Perucca, Ryvlin & Tomson, 2015). Em um ponto de vista tedrico, para que um
paciente portador de epilepsia seja considerado refratario ao tratamento medicamentoso o mesmo
ndo pode obter o controle das crises epilépticas com nenhuma das drogas epilépticas disponiveis,

usadas isoladamente ou em combinag¢ao, até doses ou niveis subtoxicos (Garzon, 2002).
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A obtengdo de dados sobre a histéria do processo de adoecimento do paciente ¢ essencial

para o entendimento da doenca em si, uma vez que a epilepsia atinge pessoas de todos os sexos e
todas as idades, de variados estratos sociais. E também importante buscar novas maneiras de se
entender esses pacientes de forma holistica, buscando integrar o seu biopsicossocial para uma

melhor discussdao do processo de adoecimento.

Padrdo de Marcagdo Imunohistoquimica

Pela primeira vez, tivemos a oportunidade de utilizar hipocampos de pacientes portadores de
ELT, guardando as referéncias anatomicas das principais regides hipocampais. O método adotado
nesse trabalho foi baseado na retirada em bloco do hipocampo, e sua fixacdo em paraformaldeido
4% em tampdo fosfato 0.1M realizado ainda dentro do Centro Cirargico. A expertise do
neurocirurgido, alinhado com as necessidades do experimentador de preservar as referéncias
anatomicas, ajudou no éxito dos resultados imunohistoquimicos. Obtivemos o tecido neural de
maneira rapida e muito bem preservado.

Aliado a esse fato descrito acima, a parceria institucional com a Secdo de Patologia do
Instituto Evandro Chagas e a Universidade Federal do Paré nos possibilitou investigar quais os tipos
celulares podem estar alterados na ELT através da imunohistoquimica com anticorpos policlonais e
monoclonais especificos para neuroblastos (anti-DCX), neur6nios maduros (anti-NeuN) e células
gliais astrocitarias (anti-GFAP). Essa parceria possibilitou a investigacdo de ocorréncia de possiveis
fendmenos celulares alterados nos hipocampos retirados de pacientes com ELT.

A marcacdo do anticorpo Anti-NeuN teve como objetivo verificar a dispersao da camada de
células granulares e/ou migragdo ectopica. Nossos resultados, descritos na Figura 4, demonstraram
que a visualizacdo das células granulares, em maior aumento (objetivas de 20X e 40X) mostrou

uma camada de células granulares desordenadas e com alteragdes de formato das consideradas
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“normais”. Essas diferencas encontradas podem estar relacionadas a dispersdao de células
granulares, que se apresenta na Figura 6B e ausente nos individuos controle da Figura 6A com
laminagdo caracteristica e organiza¢dao laminar evidente.

A dispersdo das células granulares ¢ associada na literatura a perda das células musgosas,
uma vez que essas c€lulas sd@o os alvos sinapticos das células granulares (Houser, 1990). O
conhecimento sobre os mecanismos patogénicos e a interpretacdo do significado clinico dessa
dispersdao ¢ limitado ou inexistente. Acredita-se que convulsdes que ocorrem previamente nos
hipocampos em fase de desenvolvimento poderiam levar ao aparecimento dessa dispersdo ou até
uma possivel neurogénese ectopica. A associagdo entre os dados encontrados de dispersdo de
células granulares e seus respectivos dados clinicos também permanece controversa (Lurton et al,
1998; Thom et al, 2005; Rolando & Taylor, 2014).

Os resultados apresentados nesse estudo estdo em consonancia com os dados da literatura,
uma vez que todos os pacientes desse trabalho também apresentaram o evento precipitante com uma
idade reduzida. Além disso, em todos os hipocampos analisados em que o GD pode ser visualizado
verificou-se 0 mesmo padrdo qualitativo que mostra uma dispersdo da camada de células granulares
e suporta a hipotese de haver alguma relagdo direta entre essas varidveis.

A migragdo ectopica das células granulares foi mais amplamente investigada quando
realizamos imunohistoquimica para identificar as células proliferantes através da marcagdo com
anti-DCX. As células DCX-positivas também apresentaram uma associacdo com a perda das células
granulares e com o evento precipitante, tal como descritos em modelos animais (Parent et al., 1997,
Murphy et al., 2011). O que fortalece os nossos achados como pioneiros em humanos.

Outro dado morfoldgico interessante foi que algumas células granulares apresentaram um

aparente formato maior que o esperado, com uma marcagao fina nas bordas e um nucleo megélico.
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Esse padrao celular se assemelha bastante ao padrao de “Balloon Cells”, as quais sdo caracteristicas
da displasia focal e sdo correlacionadas com a refratariedade medicamentosa na epilepsia (Urbach
et al, 2002; Oh et al, 2008; Bliimck et al, 2011).

Os achados da marcagdo com o anticorpo Anti-DCX também forneceram dados
interessantes com relagdo a neurogénese. O anticorpo Anti-DCX marcou neuroblastos migratérios,
que sdo neurdnios imaturos, precursores das células adultas marcadas com NeuN (Encinas & Sierra,
2012). Os neuroblastos sdo células recém-geradas na neurogénese, o que mostra que, apesar da
idade avangada dos pacientes e da cronicidade da doenga, os pacientes apresentaram uma taxa alta
de neurogénese. Essa neurogénese aumentada em pacientes cronicos de ELT entra em uma
discussdo controversa da literatura. Estudos utilizando marcadores para proliferagdo celular ou
neurogénese deram resultados conflitantes: Bliimcke et al. (2001) e Mathern et al. (2002) nao
encontraram expressdo aumentada de nestina, Ki-67 ou PSA-NCAM no hipocampo de pacientes
com ELT acima de 2 anos de idade. Outros estudos, porém, relataram um aumento no nimero de
células precursoras proliferativas e neuronais, coincidindo com um aumento da dispersdo de células
granulares (Crespel et al., 2005; Thom et al., 2005).

Nossos resultados apresentaram-se semelhantes aos grupos de estudos anteriores que
encontraram marcagao para células proliferativas em hipocampos de individuos com ELT. Isto pode
ser visualizado na figura 10C, que apresentou a marcagdo de Anti-DCX, e os neuroblastos
migratdrios foram vistos em quase toda a extensao da foto, inclusive na camada polimorfica ou hilo,
o que indica uma possivel migragdo diferenciada, ou seja, ectopica a camada de células granulares,
que deveria ser o local de destino dessas novas células (Seri et al., 2004).

Os dados quantitativos nesse trabalho poderdo auxiliar na verificacdo de uma possivel
diferenga entre a marcagdo de Anti-DCX e Anti-NeuN, e somar para a elucidacdo da funcionalidade

das células granulares recém-geradas, a qual ainda ¢ desconhecida. Os estudos de Scharfman e



42
colaboradores (2000) sugerem que essas células contribuem para a excitacao das células piramidais
de CA3 e, consequentemente, aumentariam a excitabilidade no hipocampo.

A marcacdo com anti-GFAP s6 reforgou os dados encontrados, uma vez que no processo
histopatologico da doenga um dos achados anatomicos classicos na esclerose hipocampal na ELT ¢
a gliose (Nishio et al, 2000; Park et al, 2003). A gliose reativa ¢ geralmente caracterizada por
proliferacdo e hipertrofia de corpos celulares gliais que expressam aumento substancial nos niveis
de proteina acidica fibrilar glial (do inglés glial fibrillary acid protein, GFAP). O aumento na
expressdo de GFAP ¢ considerado um indicio bioquimico da transformacdo de células gliais
normais em células gliais reativas (Torre, Lothman & Steward. 1993).

O interesse pelo papel das células gliais na epilepsia teve um crescimento nas ultimas
décadas. Houve uma crescente afastamento de um foco “neurocéntrico”, ou seja, houve um
aumento nas investigagdes sobre a participa¢do das células glias na causa das convulsdes. Existe
uma multiplicidade de fun¢des associadas a célula glial astrocitdria, além do papel classico como
célula de suporte (Steinhduser, Seifert & Bedner, 2012; Sofroniew & Vinters, 2010). Nossos
resultados mostraram uma forte marcacdo astrocitdria, a qual ¢é representada por muitas
ramificagdes na area do GD (Figura 8) e por grandes corpos celulares marcados em areas adjacentes

(Figura 9), o que corrobora essa hipotese.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O trabalho buscou contribuir com os conhecimentos acerca das relagdes entre a neurogénese
ectopica e a Epilepsia do Lobo Temporal, buscando uma nova visdo ao se analisar a relacdo dessa
neurogénese aberrante com a histdria do percurso da doenga e progndstico, encontrados na historia
clinica do paciente. Apesar de serem achados preliminares e ter sido obtido um reduzido numero de

pacientes (N=5), acreditamos que o presente trabalho tem relevancia no sentido de aprofundar o
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conhecimento integrado entre os fatores neurais subjacentes a epileptogénese e o prognostico dos
portadores de Epilepsia do Lobo Temporal.

Em conclusdo, nossa pesquisa corroborou com os achados em modelos animais e propde
uma nova perspectiva de estudo acerca da ELT, a qual pode ajudar a entender mais efetivamente os
fatores relacionados a epileptogénese na historia clinica dos pacientes portadores de Epilepsia do

Lobo Temporal.
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ANEXOS



ANEXO A

AMBULATORIO DE EPILEPSIA

PRIMEIRA CONSULTA
Meédico: Data do atendimento:
Nome:
Registro: Data de nascimento: / / Idade:
Sexo: [ Feminino [ Masculino Cor: Branco Pardo Negro Amarelo
Natural: Procedéncia:
Profissao:
Escolaridade méx.: Repetiu que anos (qtas. vezes):

Estado civil:

Dominéancia manual: [ Destro Sinistro [] Ambidestro
Acompanhante:
Telefone:
Evento Precipitante Inicial (até 5 anos) — Idade:
"] Nega

1 Anoxia perinatal

Crise febril Tipo: Generalizada Focal: Direito Esquerdo [ > 30 minutos de duracdo
1 Traumatismo craniano com perda de consciéncia

] Infecgao SNC Tipo:
] Outro Qual?

Detalhar o Evento Inicial: Esclarecer dados como duracdo da crise, tipo de crise, presenga ou nao de
paralisia de Todd ap0s a crise, seqiielas transitdrias ou permanentes, tipo de trauma, presenga ou nao
de complicagdes, gravidade da infec¢do, periodo de internacdo e ainda descrever com detalhes se
houve outro tipo de evento inicial.

Crises epilépticas comecaram quanto tempo depois do evento inicial?

Idade da primeira crise epiléptica:

Idade da segunda crise epiléptica:

Idade da terceira crise epiléptica:

Frequéncia das crises quando a epilepsia iniciou:

Tipo (s) de crises (s) quando a epilepsia iniciou: Detalhar a primeira crise e inicio da epilepsia,
quando as crises se tornaram regulares, perguntando sobre crises focais, crises focais evoluindo para
crises epilépticas bilaterais/convulsivas, crises generalizadas, lado da generalizacdo e outros
fendmenos lateralizatorios e localizatérios das crises, tempo de duracdo das crises, duragdo e



caracterizagdo do pos-ictal. Iniciou tratamento? Qual DAE?

Como foi a evolucdo das crises e descrever as crises atuais (enumerando cada tipo):
Crises focais Crises focais evoluindo para crises epilépticas bilaterais (| Crises generalizadas

Crises Focais

1) Sem comprometimento da consciécia ou vigilancia
1 Apenas com fenomenos sensitivossensoriais subjetivos ou fendmenos psiquicos (aura)
* Sintomas somatossensitivos ou dos sentidos especiais:

] Olfatoria

"1 Gustativa

] Auditiva

Visual Hemicampo comprometido: Esquerdo Direito [ Outro:

Somatossensitiva Tipo: Parestesia Dor Anestesia [ Outro:

Regido
acometida:

"] Vertiginosa
Cefalica Qual? Lado: Esquerdo Direito [ Outro:

* Psiquica

Alucinagdo estruturada Tristeza [] Déja vu

[lusdo Medo [ Jamais vu

Angustia Despersonalizagao [ Distor¢ao do sentido de posi¢ao
] Outro:

1 Com componentes motores ou autonomicos observaveis (crise parcial simples/focais
motoras/autonomicas)

* Autondmica

Cianose [ Piloere¢ao
Taquicardia Palidez [ Outro:
Sudorese [] Midriase

* Motora:

1 Disfasica / Bloqueio afésico
Versiva Lado: Esquerdo ] Direito

Sem marcha jacksoniana Com marcha jacksoniana Lado: Esquerdo [ Direito

Descrever o local de inicio dos movimentos e propagacao e caracterizar o tipo de movimento:

2) Com comprometimento da consciéncia ou vigilancia ou crise discognitiva (crise
parcial complexa)

1 Olhos ficam abertos e fixos

1 Staring

Automatismos Mastigatorios Oroalimentares/degluticio Deambulatorios [ Gestuais



Membro superior — lado: Esquerdo Direito [1 Ambos

Membro inferior — lado: Esquerdo Direito [ Ambos

Verbais Palavras compreensiveis [| Incompreensiveis

Pélvicos Tronco Pedalar [ Nadar

Rocar o nariz — com a mdo: Esquerda Direita [| Ambos
Manifestagdes motoras na crise parcial complexa:

Desvio da cabeca na fase inicial da crise — lado: Esquerdo Direito (] Ambos

Leve desvio do tronco na fase inicial da crise — lado: Esquerdo Direito [ Ambos
Versao ou desvio cefélico forgado em fase mais tardia da crise — lado: Esquerdo Direito [
Ambos

Postura distonica da mao — lado: Esquerdo Direito [] Ambos

Postura tonica de membro superior — lado: Esquerdo Direito [1 Ambos

Membro superior ou inferior imovel durante a crise — lado: Esquerdo Direito [1 Ambos
Manifestagoes oculares:

Desvio tonico dos olhos Nistagmo — lado da fase rapida: Esquerdo [] Direito
Piscamento Unilateral [ Bilateral

Sensa¢dao de movimento do globo ocular [] Outro:

3) Evoluindo para crise epiléptica bilateral/convulsiva, incluindo componentes tonicos,
clonicos ou tonico-clonicos (crise secundariamente generalizada)

Iniciado pela face Membro superior Membro inferior Lado: Esquerdo [ Direito
Versao 6culo-cefalica pré-generalizagao — lado: Esquerdo [ Direito

Crises generalizadas

Crises de auséncia: Tipicas [] Atipicas

Com caracteristicas especiais: Auséncias mioclonicas [] Mioclonias palpebrais
Crise mioclonica: Mioclonicas Mioclono-atonicas || Mioclono-tonicas

1 Crise atOnica

"1 Crise tonica

1 Crise clonica

] Crise tonico-clonica (em qualquer combinagao)

1 Espasmos epilépticos:

Manifestagdes pos-ictais — duragdo:

Automatismos Confusdo mental Disfasia Afasia Déficit de nomeagdo [ Cefaléia
Vertigem Sonoléncia Alteracao do comportamento [] Mialgia
Paralisia de Todd — lado: Esquerdo [ Direito Tempo:

(1 Outros:

Horéario preferencial das crises atuais e fatores desencadeantes:

Predominantemente no sono [ Privacdao de sono

Predominantemente durante vigilia [ Hiperventilacao

No despertar (] Fotostimulagdo

Sem relacdo com ciclo sono-vigilia [ Febre

Em cluster [ Etilismo

Estresse fisico e/ou emocional, ansiedade, cansago [] Catameniais (durante o periodo menstrual)
1 Outros:

Freqii.ncia atual das crises:

] Crises didrias — quantas por

dia:

1 Crises semanais — quantas por semana:




] Crises mensais — quantas por
mes:
] Crises com outra frequéncia — detalhar a frequéncia:

Data da ultima crise:

Periodo de remissdo (mais de um ano sem crises apos o inicio da epilepsia) — quando?

Sem DAE [ Qual a DAE utilizada na

época:
Quantas crises secundariamente generalizadas até hoje?
<5 5-10 10-20 20-50 >50 L[] Indeterminado

Estado de Mal Epiléptico ou crises subentrantes (tipo, duragdo, idade):

Esquema terapéutico atual (drogas, posologia, tempo de uso, efeitos colaterais):

Drogas ja utilizadas (dose méaxima utilizada, motivo da suspensao e efeitos colaterais):

Antecedentes:
Gestacao, nascimento e parto — detalhar abaixo:
Pais consangii.neos: Nao Sim, detalhar parentesco:

Pré-natal: Nao Sim, complicagoes:

Parto domiciliar [] Parto hospitalar
Atermo Pré-termo: ] Pos-termo:

Complicagdes perinatais:

DNPM e doengas graves da infancia:
Desenvolvimento intelectual e linguagem: Normal Atrasado:

Desenvolvimento motor: Normal Atrasado:

Comorbidades (psiquiatricas, clinicas) e outros medicamentos utilizados:
Menstruacao: Regular [] [rregular, desde
quando:




Uso de drogas, alcool, tabagismo:
Alcool: Nao Social Etilista:

Tabagismo: Nao Sim, quantos cigarros/dia e tempo:

Drogas ilicitas: Nao Sim, quais, ha quanto tempo:

Familiares com epilepsia ou crise febril:

Se necessario, desenhar heredograma:

Exame fisico:
Peso:

Exame neurolédgico: Incluir avaliagdo subjetiva do estado mental, a queixa do paciente sobre a
memoria e sua avaliagdo subjetiva sobre a
memoria

Exames: Detalhar origem dos exames e data
EEG (Origem e data):

Tomografia (Origem e data):

Ressonancia magnética (Origem e data):

Outros (Origem e data):




DIAGNOSTICO

Tipo de crise:

1 Crises focais

1 Sem comprometimento da consciéncia ou vigilancia
1 Com comprometimento (Discognitivo)

1 Evoluindo para crise epiléptica bilateral/convulsiva
1 Crises generalizadas

Topografia — lobo e

lado:

Etiologia:

1 Genética (Idiopatica)

] Estrutural/metabdlica (Sintomatico)
1 Causa desconhecida (Criptogénico)
Sindrome:

Conduta:




ANEXO B
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 Aratjo de Lima, que pode ser contatada pelo e-mail: silenelim@gmail.com e no
tel: 3201-8177, ou no endereco: Instituto de Ciéncias Biologicas, 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
historia 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 ¢ relevante para um melhor entendimento da epilepsia e do processo de inicio da doenga. Para
alcangar o nosso objetivo, todos os participantes deverdo responder um questiondrio sobre sua historia
de vida. O material dos pacientes submetidos a cirurgia de corticoamigdalohipocampectomia (remog¢ao
de partes do cérebro do paciente) sera captado apos a retirada do tecido, sendo uma parte para estudos
patologicos no hospital e o restante do material retirado serd utilizado no estudo. Os participantes
selecionados deverdo ter epilepsia do lobo temporal, ter entre 18-60 anos e ndo ter outra patologia
neurologica. 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 participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a
possibilitar sua identificagdo. Os participantes do projeto de pesquisa receberdo orientacdes sobre a
epilepsia e material informativo sobre auto-cuidado. Nao havera nenhum gasto com sua participagao.
Nao havera nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé também ndo recebera nenhum
pagamento com a sua participacdo. A pesquisa seguird os aspectos éticos estabelecidos na resolucdo
196/1996 do CNS (Conselho Nacional de Saude), 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 nao ¢ obrigatdria, € a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ndo trara 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 profissional da
pesquisadora principal, podendo tirar duvidas 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
Nucleo 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 colaboragdo, tendo entendido a explica¢do. 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.

Belém, de de20




Assinatura do participante



	de Boer, H.M,Mula, M. & Sander, J.W. (2008). The Global Burden and Stigma of Epilepsy. Epilepsy Behavavior. 12(4):540-6. Epub.
	Bouchet, C. & Cazauvieilh, M. (1825). De L’epilpsie Consideree dans ses Raports Avec L’alienation Mentale. Recherche Sur la Nature et le Siege de Ces Deux Maladies. Archives Générales de Médecine. 9:510–542.

