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1. Resumo do projeto de pesquisa:

Epilepsia é a doenga neuroldgica mais comum, acomete individuos de qualquer faixa etaria e é considerada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um problema de satde publica. As crises epilépticas consistem em episédios
transitorios repentinos de atividade elétrica anormal em grupos de neurbnios de uma determinada regido, podendo se
espalhar pelo cortex (Steinhauser et al., 2016). As crises podem ser focais ou generalizadas, sendo um subtipo de epilepsia
focal a Epilepsia de Lobo Temporal (ELT), esta possui diversas causas, dentre elas a Esclerose Hipocampal (EH).

Em estudos de neuroimagem é possivel observar alteracfes de substancia branca (SB) em pacientes com Epilepsia
de Lobo Temporal, requerendo maior esclarecimento sobre a natureza de tais alteragGes (Eijsden et al., 2011). Neste estudo,
pretendemos realizar andlise histopatolégica da SB (populag@es oligodendroglial e astrocitéria) de pacientes portadores de
ELT associada a EH, refratarios a tratamento medicamentoso, e que foram submetidos a amigdalohipocampectomia e
lobectomia temporal anterior (AHCLTA), comparando os espécimes cirdrgicos do polo anterior do lobo temporal com
amostras de individuos controles.

Utilizando marcadores especificos para estudo da populacéo de oligodendrdcitos (Luxol Fast Blue (LFB) — coloracéao
especial; CNPase — imunoistoquimica) e de astrocitos (GFAP — imunoistoquimica) na SB, pretendemos verificar possiveis
diferencas no grupo epilepsia em relagdo ao grupo controle, sendo que este Ultimo é composto por espécimes de individuos
submetidos a necropsia e sem historico de doenga neurolégica.

2. Obijetivos:
2.1. Geral:

Estudar alteragdes histopatolégicas da SB de espécimes cerebrais de pacientes submetidos a AHCLTA no Hospital
de Clinicas (HC) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) entre janeiro
de 2013 e dezembro de 2017 para tratamento de ELT associada com EH.

2.2. Especificos:

Identificar os individuos portadores de ELT refrataria associada a EH, submetidos a8 AHCLTA, acompanhados no
HC da Unicamp entre janeiro 2013 e dezembro 2017. Descrever achados histopatoldgicos observados na SB superficial
(SBS, 500 um de profundidade na SB a partir da transi¢do entre as substancias branca e cinzenta) e profunda (SBP, a partir
de 500 um considerando o limite da SB superficial) (Schurr et al., 2016) em espécimes de pacientes submetidos a cirurgia
para tratamento de ELT associada com EH e comparar com grupo controle. Avaliar, através de estudo morfoldgico, a
microscopia de luz (coloracdo especial e imunoistoquimica), as populacdes oligodendroglial e astrocitaria da SB do polo
anterior do lobo temporal de pacientes submetidos a cirurgia para tratamento de ELT associada com EH e comparar com
grupo controle.

3.Materiais e métodos:
3.1. Grupos de estudo:

Foram estudados 25 individuos (n=25) divididos em dois grupos: (i) um grupo controle, composto por 10 individuos
(n=10), e (ii) um grupo de pacientes submetidos a cirurgia para tratamento de epilepsia composto por 15 individuos (n=15).
Como controle, foram utilizadas amostras de lobo temporal obtidas de individuos adultos sem doenca neurolégica de base,
o0s quais foram submetidos a necropsia no HC/Unicamp. Além disso, foram coletados dados clinicos dos pacientes por
meio de pesquisa nos respectivos prontuarios médicos, para verificar possiveis correlages.

3.2. Critérios de inclusdo:

Pacientes adultos (maiores de 18 anos), de ambos os sexos, com diagndstico clinico-radioldgico de ELT associada
com EH, esta ultima comprovada histologicamente, e cujos espécimes cirdrgicos estejam contidos em blocos de parafina
em adequado estado de conservagédo para realizacdo de técnicas histologicas e de imunoistoquimica.

3.3. Critérios de exclusao:
Qualquer paciente com diagndstico-radiolégico de ELT associada com EH, cujas caracteristicas clinicas ou do
espécime cirargico correspondente, ndo sejam contempladas nos critérios de incluséo.

3.4. Analise histoldgica e classificacdo dos espécimes cirargicos:
Os cortes histologicos obtidos (4 um) foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e posteriormente
avaliados para se confirmar a presenca dos achados morfoldgicos utilizados para a classificacdo histopatologica de EH



conforme os critérios apresentados pela Liga Internacional de Epilepsia (ILAE; do inglés, International League Against
Epilpesy) (Bliimcke et al., 2013).

3.6. Andlise da coloracéo especial e das marcac6es imunoistoquimicas:

A andlise da SB nos espécimes cirargicos foi feita utilizando-se laminas coradas em LFB ou submetidas a protocolo
imunoistoquimico de GFAP (marcador astrocitario) ou CNPase (marcador de mielina) com a finalidade de semi-quantificar
a marcacdo obtida por meio de cada técnica. Esta semi-quantificacdo foi realizada em dois compartimentos da SB
arbitrariamente determinados, conforme descrito por Schurr et al (2016): SB superficial (até 500um na SB, a partir da
transicdo com a substancia cinzenta) e SB profunda (a partir de 500um da transigdo com a substéncia cinzenta). Para cada
individuo, foram fotodocumentados aleatoriamente (microscépio Zeiss Axiophot 2 acoplado a cAmera Olympus DP72), de
cada compartimento, entre 7 e 10 campos de grande aumento (CGA; objetiva de 40x).

Para andlise das imagens de coloragdo especial (LFB) ou de imunomarcacdo (CNPase ou GFAP) foi utilizado o
programa ImageJ® (versdao 1.50i, disponivel gratuitamente no site do National Institutes of Health-U.S,
https://www.nih.gov). Neste programa, foi empregada a técnica de processamento para aumento de contraste binario
(tresholding, na versdo original em inglés). Através desta técnica, a imagem analisada foi inicialmente transformada em
escala de cinza e, em seguida, convertida em informac&o binaria, isto &, preto e branco. Para tal converséo, o operador do
software definiu visualmente um ponto de corte na escala de cinza que mantivesse, da forma mais fidedigna possivel, as
caracteristicas da marcacao (intensidade e contraste com o fundo) observadas nas imagens coloridas. Particularmente, a
esta escala de cinza correspondem valores numéricos que variam de 0 (preto) a 255 (branco). Desta forma, valores na escala
de cinza abaixo do ponto de corte se tornam pretos e, aqueles acima, brancos. Por fim, o software soma os valores de cinza
de todos os pixels do campo histoldgico avaliado e divide pelo nimero total de pixels do mesmo campo em analise,
fornecendo um valor definido como média (mean, na versdo original em inglés). Assim, através desta forma de avaliacdo
da coloracdo especial e da imunomarcacao, foi realizada uma andlise que contemplou a distribui¢do da positividade na area
amostrada/fotodocumentada.

3.7. Analise estatistica:

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis
categoricas (sexo, grupo), com valores de frequéncia absoluta (n) e percentual (%), e estatisticas descritivas das variaveis
numeéricas (idade, média da marcagdo para LFB nas SBs superficial e profunda, média da marcacdo para CNPase nas SBs
profunda e superficial, média da marcagdo para GFAP nas SBs profunda e superficial), com valores de média, desvio
padrdo, valores minimo e méximo, mediana e quartis. Para comparacdo das variaveis categoricas entre os grupos foram
utilizados os testes Qui-Quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que 5). Para comparacao das variaveis
numeéricas entre os grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney (2 grupos), devido a auséncia de distribuicdo normal das
variaveis. Para analisar a relacdo entre as variaveis numeéricas foi calculado o coeficiente de correlagdo de Spearman, devido
a auséncia de distribuicdo normal das variaveis. Para comparacéo dos valores dos marcadores entre si foi utilizado o teste
de Wilcoxon para amostras relacionadas, devido a auséncia de distribuicdo normal das variaveis e ao tamanho dos grupos.
O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, P<0.05.

3.8. Aspectos éticos: )
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (CEP), sob nimero CAAE
02200418.7.0000.5404 e Parecer numero 3.087.964.

4. Resultados obtidos no periodo do presente relatorio:

Nas andlises ndo foram encontradas diferencas quanto a sexo, lado acometido ou idade do inicio das crises entre 0s
dois grupos.

4.1. Coloracéo especial - LFB:

A coloracdo especial LFB evidenciou distribuicdo homogénea de mielina nas substancias brancas superficial e
profunda, ndo sendo evidenciadas diferencas qualitativas entre os grupos avaliados (Figura 1). Para avaliagcdo
semiquantitativa, foi realizada a técnica de processamento para aumento de contraste binario nas imagens representativas
(campos histoldgicos) das amostras dos individuos de cada grupo (para detalhes vide itens 3.6 e 3.7). Nao foram observadas
diferencas significativas entre a médias de area marcada (valor mean) no grupo controle e aquela do grupo dos pacientes
com epilepsia (Figura 2).

4.2 Avaliacdo imunoistoquimica - CNPase:

A imunomarcacdo para CNPase exibiu distribuicdo homogénea de mielina nas substancias brancas superficial e
profunda, ndo sendo observadas diferencas qualitativas entre os grupos avaliados (Figura 3). A avaliacdo semiquantitativa
das imagens representativas (campos histologicos) das amostras dos individuos de cada grupo por meio do software
ImageJ®, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores (mean) de cada grupo (Figura 4).

4.3 Avaliacao imunoistoquimica - GFAP:

Nos dois grupos, a investigacdo imunoistoquimica para GFAP evidenciou prolongamentos astrocitarios com
marcaco citoplasmatica. A comparag&o qualitativa, ndo foram observadas diferencas com relacio & espessura e densidade
de tais prolongamentos. Tal fato foi verificado tanto ao se comparar campos representativos das substancias brancas
superficiais e profundas num mesmo grupo, quanto ao se comparar os dois grupos (controles e epilepsia) (Figura 5). Apds
a avaliacdo semiquantitativa dos campos histolégicos representativos das amostras dos individuos de cada grupo por meio
do software ImageJ®, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os valores (mean) de cada grupo (Figura 6).
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Figura 1. Coloracdo especial Luxol Fast Blue (LFB) na substancia branca superficial (A, B, C e D) e profunda (E, F, G e H) de espécimes dos grupos
controle e paciente. Em A, C, E e G observamos campos histoldgicos representativos da substancia branca corados pelo LFB, sendo A e E do grupo controle,
C e G do grupo de pacientes, representando a SBS e SBP, respectivamente. Em B, D, F e H observamos as imagens correspondentes ap6s o processamento
digital das fotos mostradas em A, C, E e G respectivamente, para aplicacdo da técnica de processamento para aumento de contraste binario no programa
ImageJ. N&o foram observadas diferencas qualitativas entre os dois compartimentos avaliados na substancia branca (superficial e profundo). Objetiva 40x (A-
H).
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Figura 2. Andlise semiquantitativa por meio do software ImageJ® da coloracao por Luxol Fast Blue (LFB) da substancia branca dos grupos controle
e epilepsia. Em A), gréafico representativo das médias dos valores mean obtidos para a substancia branca (isto, &, considerando em conjunto todos os campos
histolégicos da SBS e SBP documentados para cada individuo) em cada grupo. Em B e C, gréficos correspondentes as médias dos valores mean obtidos apenas
para a substancia branca superficial (B) ou profunda (C) para cada grupo. Néo foram detectadas diferencas entre os grupos em todas as avaliagdes.

Figura 3. Imunohistoquimica CNPase na substancia branca superficial (A, B, C e D) e profunda (E, F, G e H) de espécimes dos grupos controle e
paciente. Em A, C, E e G observamos campos histolégicos representativos da substancia branca marcados por CNPase, sendo A e E do grupo controle, Ce G
do grupo de pacientes, representando a SBS e SBP, respectivamente. Em B, D, F e H observamos as imagens correspondentes apds o processamento digital
das fotos mostradas em A, C, E e G respectivamente, para aplicagdo da técnica de processamento para aumento de contraste binario no programa ImageJ. Nao
foram observadas diferencas qualitativas entre os dois compartimentos avaliados na substancia branca (superficial e profundo). Objetiva 40x (A-H).
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Figura 4. Andlise semiquantitativa por meio do software ImageJ® da imuno-histoquimica por CNPase da substancia branca dos grupos controle e
epilepsia. Em A), gréafico representativo das médias dos valores mean obtidos para a substancia branca (isto, é, considerando em conjunto todos os campos
histologicos da SBS e SBP documentados para cada individuo) em cada grupo. Em B e C, gréaficos correspondentes as médias dos valores mean obtidos apenas
para a substancia branca superficial (B) ou profunda (C) para cada grupo. N&o foram detectadas diferengas entre os grupos em todas as avaliagdes.
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Figura 5. Imunohistoquimica GFAP na substancia branca superficial (A, B, C e D) e profunda (E, F, G e H) de espécimes dos grupos controle e
paciente. Em A, C, E e G observamos campos histolégicos representativos da substancia branca marcados por GFAP, sendo A e E do grupo controle, Ce G
do grupo de pacientes, representando a SBS e SBP, respectivamente. Em B, D, F e H observamos as imagens correspondentes apds o processamento digital
das fotos mostradas em A, C, E e G respectivamente, para aplicacdo da técnica de processamento para aumento de contraste binario no programa ImageJ. Ndo
foram observadas diferencas qualitativas entre os dois compartimentos avaliados na substancia branca (superficial e profundo). Objetiva 40x (A-H).
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Figura 6. Analise semiquantitativa por meio do software ImageJ® da marcacdo por GFAP da SB dos grupos controle e epilepsia. Em A), grafico
representativo das médias dos valores mean obtidos para a substancia branca (isto, é, considerando em conjunto todos os campos histolégicos da SBS e SBP
documentados para cada individuo) em cada grupo. Em B e C, graficos correspondentes as médias dos valores mean obtidos apenas para a substancia branca
superficial (B) ou profunda (C) para cada grupo. N&o foram detectadas diferencas entre os grupos em todas as avaliagdes.



5. Discussao:

No presente estudo, avaliamos a SB do polo anterior do lobo temporal de pacientes submetidos a cirurgia para
tratamento de ELT associada com EH. Utilizamos técnicas histoldgicas (coloracdo especial e imunoistoquimica) para
avaliar as populac@es oligodendroglial (LFB e CNPase) e astrocitaria (GFAP). Ainda que estudos prévios tenham descrito
alteracOes da SB verificadas por meio de técnicas de neuroimagem (Gross et al., 2006; Knake et al., 2009), ndo detectamos
diferencas, sob o aspecto histopatoldgico, entre os pacientes com epilepsia e individuos controle em nossa populagio. E
possivel que diferencas técnicas tenham contribuido, ao menos em parte, para a divergéncia entre nossos resultados e
aqueles descritos por outros grupos de pesquisa.

Concha et al. (2010), Garbelli et al. (2012), procuraram correlacBes entre neuroimagem e alterac6es histopatolégicas
em espéecimes de pacientes com histérico de epilepsia cronica. Nestes estudos, os individuos foram comparados entre si e
categorizados segundo achados de neuroimagem.

Concha et al observaram através da microscopia eletrnica, que o grupo portador de ELT associada a EMT
apresentava maior area extra-axonal (definida pela rea ndo ocupada por axénios ou mielina), menor fragdo de mielina (que
expressa a fracdo da area total de um campo ocupada por mielina), menor circunferéncia axonal cumulativa, menor nimero
de axdnios por campo e menor densidade axonal. Por outro lado, a espessura da mielina e o didmetro dos ax6nios ndo
diferiam entre os grupos. Desta forma, os autores concluiram que ha correlagdo positiva entre a AF e a circunferéncia axonal
cumulativa, assim como entre a AF e a densidade axonal; além de correlacdo negativa entre a AF e a espessura da mielina
(Concha et al., 2010).

Por sua vez, Garbelli et al. (2012) estudaram individuos portadores de ELT associada a EH, os autores verificaram,
no subgrupo de pacientes submetidos ao protocolo como coloracdo para mielina, que os espécimes dos individuos do grupo
com uma alteragdo de imagem designada por borramento da SB branca e cinzenta exibiam um sinal ndo homogéneo na
substancia branca, com hipersinal nas regides mais profundas, e reducdo da AF. Na anélise morfoldgica, o grupo 1
apresentou marcacdo ndo homogénea da substancia branca, com &reas mais intensas e menos intensas, confirmada por
Black-Gold Il e azul de toluidina. Por outro lado, a marcagao no grupo sem estas alteragdes de imagem foi homogénea.

Nos trabalhos de Concha et al. (2010) e Garbelli et al. (2012) os autores compararam individuos com epilepsia entre
si, buscando verificar se determinada alteracdo de neuroimagem apresentava correlato com eventual alteracéo histologica
e/ou ultraestrutural, sendo que, nos dois trabalhos, correlagdes foram descritas. Em nosso estudo, buscamos avaliar
alteracdes histologicas comparando espécimes de pacientes com histéria de epilepsia de longa duragcdo por EH,
independentemente de informacgdes de neuroimagem, com amostras de individuos controles (sem histérico de doencas
neurologicas). Além disso, os métodos de investigacdo microscopica empregados por Concha et al. (2010) e Garbelli et al.
(2012) sdo mais sensiveis que aqueles que utilizamos (coloragdes especiais e imunoistoquimica). Particularmente, 0s outros
autores utilizaram técnicas de microscopia eletrdnica e de microscopia 6tica (campos histolégicos avaliados por meio de
objetiva de 100X); em nosso estudo, usamos técnicas de analise por meio de microscopia 6tica (campos histoldgicos
avaliados por meio de objetiva de 40X), pois consideramos ser este um protocolo de mais facil acesso por parte de diferentes
grupos de pesquisa.

Na casuistica do presente estudo, avaliamos pacientes com ELT associada a EH e um grupo controle sem alteragdes
histolégicas. Conforme j& considerado anteriormente, a topografia e o periodo que avaliamos na evolucdo temporal da
epilepsia podem ter determinado a auséncia de diferenca entre os grupos que avaliamos, quando foram consideradas tanto
a SB superficial quanto a profunda dos espécimes corados com LFB ou imunomarcados por CNPase.

Concluimos que, pela presente metodologia empregada (anélise digital por meio do software ImageJ de marcagéo
para CNPase ou GFAP e de coloragéo por LFB) ndo foram detectadas diferengas na SB do polo anterior do lobo temporal
entre os espécimes de pacientes com ELT e EH e aqueles de individuos controles. E possivel que estudos futuros com a
mesma metodologia, porém avaliando outras topografias dos mesmos espécimes (especificamente o giro parahipocampal)
ou amostras de individuos com epilepsia e menor tempo de evolucgéo da doenga possam evidenciar alteragGes histologicas
que se correlacionem com alteracGes detectadas nos exames de neuroimagem. Desta forma, em conjunto, tais informacdes
poderiam contribuir com o melhor conhecimento da evolugdo cronoldgica de achados morfolégicos (macro e
microscopicos) no lobo temporal de individuos com epilepsia, bem como de eventual identificacdo de marcadores de
prognostico/evolucéo.
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