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INTRODUGAO:

Epilepsia é a doenca neuroldgica mais comum, acomete individuos de qualquer faixa etaria
e é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um problema de saude
publica. As crises epilépticas consistem em episodios transitérios repentinos de atividade
elétrica anormal em grupos de neurbnios de uma determinada regido, podendo se espalhar
pelo cértex (Steinhauser et al., 2016). As crises podem ser focais ou generalizadas, sendo um
subtipo de epilepsia focal a Epilepsia de Lobo Temporal (ELT), esta associa-se frequentemente
a Esclerose Hipocampal (EH).

Desta forma, diversas topografias extra-hipocampais podem estar envolvidas na génese de
crises epilépticas, dentre elas o giro parahipocampal (GPH). Especificamente, o GPH situa-se
proximo ao hipocampo, sendo que ambas as estruturas tém fungdes relacionadas a memaria
(Machado et al 2014). O giro parahipocampal de pacientes com ELT comparado com aquele
de controles normais apresenta aumento da amplitude de flutuag&o de baixa frequéncia (ALLF,
do inglés amplitude of low-frequency fluctuation), que é uma medida da atividade cerebral no
repouso feita através de ressonancia magnética. Tal fato sugere que o GPH contribua com
origem das crises nesses pacientes (Singh et al 2020). O giro parahipocampal, a amigdala e o
hipocampo sdo comumente considerados regides epileptogénicas em pacientes com ELT e a
abordagem cirargica destas topografias pode levar a controle de crises em 40 a 65% dos
pacientes com ELT refrataria (Gleichgerrcht et al 2020).

Em estudos de RM é possivel observar alteracdes de substancia branca (SB) em pacientes
com ELT, requerendo maior esclarecimento sobre a natureza de tais altera¢Ges (Eijsden et al.,
2011). Neste estudo, pretendemos realizar analise histopatoldgica da SB do GPH de pacientes
com ELT associada a EH, refratarios a tratamento medicamentoso, e que foram submetidos a
amigdalohipocampectomia e lobectomia temporal anterior (AHLTA). Utilizando
imunomarcadores teciduais especificos para estudo da populacdo de oligodendrdcitos

XXX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2022 1



(CNPase), de astrécitos (GFAP) e de microglia (Ibal) na SB, buscamos verificar possiveis
diferencas no grupo epilepsia em relacéo a individuos controles.

METODOLOGIA:

Foram estudados 21 individuos (n=21) divididos em dois grupos: (i) Controle, composto por 7
individuos (n=7), e (ii) Individuos submetidos a AHLTA para tratamento de epilepsia, composto
por 14 individuos (n=14). Como controle, foram utilizadas amostras de GPH obtidas de individuos
adultos submetidos a necropsia no HC/Unicamp e sem histérico de doenca neuroldgica. Os
cortes histologicos obtidos (4 um) foram corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) e
posteriormente avaliados para se confirmar a presenc¢a dos achados morfoldgicos utilizados para
a classificacéo histopatolégica de EH, conforme os critérios apresentados pela Liga Internacional
de Epilepsia (ILAE; do inglés, International League Against Epilpesy) (Blimcke et al., 2013).
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Figura 1: Imunomarcacéo para CNPase (A), GFAP
(C)elbal (E)na SB do giroparahipocampal. Em A,
C e E campos histolégicos imunomarcados
representativos. Em B, D e F imagens
correspondentes apds o processamento digital das
fotos mostradas em A, C e E, respectivamente, para
aplicagdo da técnica de processamento para aumento
de contraste binario no programa ImageJ. Objetiva
20x.

A analise da SB nos espécimes cirurgicos foi
feita utilizando-se laminas submetidas a
protocolo imunoistoquimico com a finalidade de
semi-quantificar a marcacgdo obtida. Para cada
individuo, foram fotodocumentados
(microscopio Zeiss Axiophot 2 acoplado a
camera Olympus DP72) aleatoriamente entre 7
e 10 campos histoldgicos (20x) da SB.

EPara andlise das imagens de imunomarcacao
(CNPase, GFAP e Ibal) foi utilizado o programa
ImageJ® (versdo 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
versao original em inglés). Através desta
técnica, a imagem analisada foi inicialmente
transformada em escala de cinza e, em seguida,
convertida em informacao binaria, isto é, preto e
branco. Para tal conversdo, 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 numeéricos 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 (Figura
1).

Por fim, o software soma os valores de todos os
pixels da imunomarcacdo no campo histologico
avaliado e divide pelo numero total de pixels do
mesmo campo, fornecendo um valor definido
como média (mean, na versao original em inglés).

Assim, através desta forma de avaliacdo da imunomarcacao foi realizada uma analise que
contemplou a distribuicdo da positividade na area amostrada/fotodocumentada.
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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 numéricas (idade, média da marcacgéo
para CNPase na SB, média da marcacao para GFAP na SB, média da marcacao para lbal na
SB), com valores de média, desvio padréo, valores minimo e maximo, mediana e quartis. Para
comparacao das variaveis categoricas entre os grupos foram utilizados os testes Qui-Quadrado
ou exato de Fisher (para valores esperados menores que 5). Para comparacdo das variaveis
numericas entre os grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney (2 grupos), devido a auséncia
de distribuicdo normal das variaveis. Para analisar a relagdo entre as variaveis numeéricas foi
calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman, devido a auséncia de distribuicdo normal
das variaveis. Para comparagdo 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%
(p<0,05).

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

RESULTADOS:

As andlises imuno-histoquimicas para GFAP e Ibal evidenciaram prolongamentos
citoplasmaticos astrocitarios e microgliais, respectivamente. Apos a avaliacdo semiquantitativa,
o grupo de individuos com epilepsia apresentou menores valores (mean) para marcacao por
GFAP (p<0,05) e valores maiores para Ibal (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle. A
imunomarcacdo para CNPase mostrou distribuicdo homogénea de mielina na substancia
branca e néo evidenciou diferenca entre os grupos (p>0,05) (Figuras 1 e 2).
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Figura 2: Analise semi-quantitativa (valores de “mean”) de imunomarcacédo para CNPase, GFAP e
Ibal na substancia branca do giro parahipocampal. * p<0.05.

DISCUSSAO e CONCLUSAO:

A epilepsia € uma doencga associada a disfungdo de redes neuronais. Estudos mais recentes
buscam uma compreensdo mais ampla do que ocorre na substancia branca de pacientes com
epilepsia e, mais especificamente, na ELT associada a EH (Eijsden et al., 2011).

A EH é o achado neuropatolégico mais comum observado em casos de ELT submetidos a
tratamento cirdrgico. Em alguns casos, porém, considera-se a participacdo de estruturas
temporais que ndo o hipocampo na génese das crises, dentre as quais a substancia branca do
polo anterior do lobo temporal, além de estruturas extra-temporais (Garbelli et al., 2012; Thom,
2014; Deleo et al., 2018). Neste sentido, sabe-se que o acometimento estrutural pode estender-
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se para a substancia branca de outras topografias como o giro do cingulo, o giro parahipocampal,
o férnix da fimbria e o tAlamo (Concha et al., 2010, Liu et al., 2012).

AlteracOes na substancia branca tém sido investigadas em diversas condi¢cdes que cursam com
epilepsia. Especificamente, Kendal et al. (1999) utilizaram técnica de exame estereoldgico para
comparar, quanto a positividade de imunomarcadores, um grupo de pacientes portadores de ELT
associada a esclerose mesial temporal (EMT) com um grupo controle. Os autores observaram que
o grupo de pacientes apresentava reducdo do numero de células positivas para GFAP em relacao
ao grupo controle na topografia do giro parahipocampal.

Shapiro et al 2008, conduziram um estudo experimental, buscando entender a resposta das
linhagens celulares astrocitaria e microglial. Como metodologia, usaram o modelo de inducéo de
estado epiléptico com pilocarpina em ratos Sprague-Dawley. Os autores observaram, apds um dia
de inducéo, hipertrofia das células GFAP-positivas. Ainda, fizeram reconstrucdes tridimensionais
computadorizadas das células Ibal-positivas ao longo de cinco dias, evidenciando alteracao
morfolégica desta linhagem, com espessamento e aumento do numero dos prolongamentos
citoplasmaticos. Os autores propuseram que a ativacao destas duas linhagens celulares ocorreria
de formas diferentes, do ponto de vista espacial e temporal, e que eventos teciduais, como a
hipertrofia das células GFAP-positivas residuais e reativas, poderiam compensar a perda de
células do mesmo tipo devido a morte apds crises induzidas por pilocarpina. Tais eventos
compensatorios levariam a auséncia de alteracdes observadas em certas analises metodoldgicas,
como a técnica de densitometria (Shapiro et al, 2018).

O giro parahipocampal, em conjunto com a amigdala e o hipocampo, sdo comumente
considerados regibes que gerariam as crises em pacientes com ELT, sendo que a abordagem
cirirgica destas topografias pode levar ao controle das crises em 40 a 65% dos pacientes com
ELT previamente classificada como resistente a farmacos (Gleichgerrcht et al 2020).

No presente trabalho, propusemo-nos a estudar, por meio de técnicas histopatolégicas, a SB do
GPH de individuos com epilepsia e EH. A padronizacdo adequada de imunomarcacao especifica
para a populacao celular glial da SB permitiu a identificacdo de proteinas de cada tipo celular:
CNPase (que detecta proteina de oligodendrdcitos), GFAP (que reconhece proteina astrocitaria),
e Ibal (que identifica proteinas da micréglia) (Deleo et al., 2018, Ahmed et al., 2007). Concluimos
gue a imunomarcacao de tais proteinas permitiu a avaliacdo e comparacédo da SB de ambos os
grupos, possibilitando verificar diferenca significativa de marcacao para GFAP e Ibal. A correlacéo
entre esses dados teciduais e alteracbes de neuroimagem apresentadas por pacientes com
epilepsia por EH (Garbelli et al., 2012) requer novas avalia¢gdes futuras.
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