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RESUMO 

Introdução: A epilepsia do lobo temporal (ELT) é caracterizada por apresentar grande 

porcentagem de resistência ao tratamento farmacológico, perda neuronal progressiva, gliose e 

reorganização anormal de axônios que contêm zinco (Zn) vesicular, em estruturas límbicas como 

o hipocampo. As metalotioneinas I/II (MT-I/II) são proteínas envolvidas na modulação da 

concentração do Zn livre, metal que em concentrações na faixa de micromoles, induz morte 

celular em sistemas “in vitro”. Alguns estudos sugerem que as MT-I/II fazem parte de 

mecanismos endógenos de neuroproteção. Dados preliminares em nosso laboratório sugeriram 

que o volume hipocampal, avaliado pela ressonância magnética (RNM), pode não estar 

diretamente relacionado à intensidade de perda neuronal, constatada histologicamente. Alterações 

na densidade de outras populações celulares encontradas no tecido, bem como de proteínas 

ligadas à homeostase da água, como a aquaporina-4 e proteínas da matriz extracelular, podem ser 

fatores importantes para melhor definir a associação entre características do tecido e volumetria 

na RNM. Objetivos: Avaliar no hipocampo de pacientes submetidos ao tratamento cirúrgico de 

ELT resistente ao tratamento farmacológico com diferentes intensidades de redução do volume 

hipocampal: populações neuronal e glial ativada; expressão das metalotioneinas I/II e da 

aquaporina-4 e suas co-localizações com astrócitos; expressão de condroitin sulfato (CSPG) e 

ácido hialurônico (AH); 5) correlacionar todos os achados com características morfométricas 

hipocampais medidas na RNM. Metodologia: Foram avaliadas formações hipocampais de casos 

de autópsia sem alterações neurológicas (Ctrl, n=20), pacientes com ELT fármaco-resistente com 

diagnóstico de ELTM (n=69) e pacientes com ELT associada a tumor ou displasia cortical (TD, 

n=20). Os pacientes do grupo ELTM foram posteriormente subdivididos em grupos com volume 

hipocampal normal (VN, n=24), atrofia leve (AL, n=24) e atrofia grave (AG, n=21), de acordo 

com volumetria medida na RNM. Secções hipocampais de todos os grupos foram processadas por 

imunohistoquímicas de NeuN, GFAP, HLA-DR, MT-I/II, AQP4 e CS-56 e para a histoquímica de 

HABP e foram avaliadas as densidades neuronais, áreas imunopositivas para NeuN, GFAP, HLA-

DR, MT-I/II, AQP4 e CS-56 e nível de cinza de HABP. Resultados: Observou-se, em 

comparação ao grupo Ctrl: perda neuronal em todas as regiões, exceto pelo subículo, em casos do 

grupo ELTM e em CA3 do grupo TD; redução da área de NeuN em várias regiões dos grupos 

ELTM; astrogliose em todas as regiões hipocampais do grupo ELTM e na fascia dentata, hilo e 

região CA4 do grupo TD; microgliose em praticamente todas as regiões do grupo ELTM e apenas 

no hilo do grupo TD; aumento da área de MT-I/II em várias regiões dos grupos ELTM, 

principalmente no subgrupo AG, e nas camadas moleculares e subgranular do grupo TD; redução 

na área de AQP4 em algumas regiões dos grupos ELTM e em CA4 do grupo TD; aumento da área 
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de CS  em algumas regiões do grupo ELTM, notadamente no subgrupo VN; inalteração no nível 

de HABP, exceto por redução na camada subgranular do grupo AG. A volumetria hipocampal 

correlacionou-se, no grupo ELTM, com a população neuronal e as áreas de CS-56 e GFAP em 

CA1, levando à construção de modelos de regressão linear múltipla onde a população neuronal e a 

área de CS-56 explicam quase 40% do volume hipocampal. Conclusões: Independente do volume 

hipocampal, os grupos ELTM apresentaram homogeneidade nas alterações das populações 

celulares, bem como nas demais moléculas avaliadas. Ainda, mesmo regiões aparentemente 

protegidas da morte neuronal apresentam alterações morfológicas na população neuronal, bem 

como alterações em outras características teciduais avaliadas. Quanto às MT-I/II, houve 

correlações com a proteção neuronal no grupo com preservação da densidade neuronal (TD) e 

estas proteínas mostraram-se boas marcadoras de alterações em casos com perda neuronal grave 

(ELTM). Nos pacientes ELTM tanto a população neuronal como a expressão de CS possuem peso 

sobre a volumetria hipocampal medida na RNM.  

 

ABSTRACT 

Introduction: The main features of temporal lobe epilepsy (TLE) are drug resistance, progressive 

neuronal dropout, gliosis and sprouting of zinc-enriched axons on the hippocampus. 

Metallothioneins I/II (MT-I/II) are proteins associated to control of free zinc, metal that, on 

micromole range, can lead to cell death in vitro system. Some works suggest that MT-I/II are part 

of endogenous neuroprotection mechanisms. Preliminary data from our lab indicated that the 

hippocampal volumetry, measured on magnetic resonance imaging (MRI), may not be directly 

linked to the reduction on neuronal density. Alterations on other cellular populations and of 

proteins related to water homeostasis, such as aquaporin-4 and proteins from the extracellular 

matrix (ECM), can be important to delineate a better correlation between tissue characteristics and 

the volumetry on MRI. Objectives: To evaluate, on hippocampus from patients with drug-

resistant TLE and with or without MRI volumetry: neuronal and glial active populations; 

expression of MT-I/II and AQP4 and its colocalization with GFAP; expression of chondroitin 

sulfate (CSPG) and hyaluronic acid (HA); correlate all markers evaluated with hippocampal 

morfometry on MRI. Methods: Hippocampal formations from autopsies of patients without 

neurological alterations (Ctrl, n=20), patients with drug-resistant TLE with diagnosis of MTLE 

and different volumetric profiles on MRI (normal volume, n=24; mild atrophy, n=24; and severe 

atrophy, n=21) and patients with TLE associated with tumor or cortical dysplasia (TD, n=20) were 

evaluated with NeuN, GFAP, HLA-DR, MT-I/II, AQP4 and CS-56 immunohistochemistry and 

HABP histochemistry. Results: Compared to Ctrl: all hippocampal subfields but subiculum 
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showed neuronal dropout on MTLE cases and CA3 on TD; several subfields of MTLE group 

showed decrease on NeuN stained area; astrogliosis on all hippocampal subfields of MTLE and in 

fascia dentata, hilus and CA4 of TD; microgliosis on almost all hippocampal subfields on MTLE 

and on hilus of TD; increased MT-I/II area on several subfields of MTLE, specially on severe 

hippocampal atrophy, and on molecular and subgranular layers of TD; decreased AQP4 area on 

some subfields of MTLE and in CA4 of TD group; increased CS area on some subfields, specially 

on normal volume cases; maintenance of HA levels, except for decreased gray level in 

subgranular layer of severe atrophy. Hippocampal volumetry correlated, on MTLE group, with 

neuronal population and CS-56 and GFAP areas in CA1, leading to the development of multiple 

linear regressions where neuronal population and CS expression in CA1 explained almost 40% of 

the hippocampal volume on MRI. Conclusions: Regardless of the hippocampal volume, MTLE 

groups showed the same degree of changes on all evaluated parameters (cells and molecules). 

Even subfields without apparent reduction on neuronal density showed morphological alterations 

on neurons and on other studied variables. MT-I/II revealed two main associations: when neuronal 

population were preserved (TD group), MT correlated positively with neuronal density; in cases 

of severe neuronal dropout (MTLE groups) this proteins could be considered good markers of 

alteration. On MTLE, the neuronal population and CS molecules presented important correlation 

with MRI volumetry. 
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1

1. MARCO TEÓRICO 

Epilepsia do Lobo Temporal 

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais freqüente de epilepsia focal em adultos e 

tem sido considerada um problema social e médico importante devido a sua resistência ao 

tratamento farmacológico com drogas antiepilépticas de primeira linha (Gastaut et al., 1975). 

Os pacientes com ELT mesial (ELTM) geralmente apresentam, na sua história clínica, um 

antecedente de uma injúria precipitante inicial (IPI) e melhor prognóstico pós-cirúrgico do 

que pacientes sem esclerose (Mathern et al., 1996). A etiologia desta IPI é diversa sendo que, 

em adultos, as mais freqüentes são trauma, infecção no SNC e problemas perinatais (Reynolds 

et al., 2005). Segue-se a ocorrência da IPI um período silente que normalmente dura até a 

adolescência, quando então as crises recorrem (Pitkanen e Sutula, 2002; Mathern et al., 2002). 

Estes pacientes podem ainda apresentar comprometimento cognitivo e neuropsicológico 

progressivo (Fuerst et al., 2001). Em imagens obtidas através de ressonância nuclear 

magnética (RNM) o hipocampo destes pacientes é caracterizado pela perda de volume (atrofia 

hipocampal) nas seqüências ponderadas em T1 e aumento de sinal nas seqüências ponderadas 

em T2 (Berkovic et al., 1991; Cendes et al., 1993; Briellmann et al., 2002). 

 

Alterações patológicas na população neuronal 

O mais comum substrato patológico encontrado na epilepsia do lobo temporal mesial é a 

esclerose hipocampal (Beach et al., 1995), que é encontrada em aproximadamente 66% dos 

pacientes com ELT.  

Macroscopicamente, a esclerose hipocampal é caracterizada por redução volumétrica e 

endurecimento do hipocampo (Dam, 1980). Esta atrofia hipocampal, embora se apresente de 

forma unilateral na maioria dos pacientes, pode ocorrer bilateralmente (French et al., 1993, 

Engel, Jr. et al., 1997). A atrofia hipocampal unilateral pode ser difusa, anterior ou posterior. 

A atrofia unilateral difusa é a forma mais comum de atrofia e a mais frequentemente 

associada à farmacorresistência (Van Paesschen, 2004). A atrofia bilateral é observada em 

10% dos casos de ELT farmacorresistente (Van Paesschen, 2004). 

Na avaliação microscópica, identifica-se perda neuronal intensa em CA1, no 
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prosubículo, no hilo da fascia dentata, em CA4 e CA3 e perda menos intensa na camada de 

células granulares, com relativa preservação de CA2 e dos córtices subicular e entorrinal 

(Margerison e Corsellis, 1966; Babb et al., 1984, 1991; Mathern et al., 1996). Este padrão de 

perda neuronal é o mais observado na esclerose hipocampal, porém em alguns casos a perda 

pode restringir-se à região hilar (Swartz et al., 2006), neste caso sendo chamada de esclerose 

do endfolium. Estudos quantitativos de RNM têm evidenciado associação entre o grau de 

perda de volume hipocampal e o grau de perda celular detectado nas avaliações 

neuropatológicas (Van Paesschen et al., 1997; Vossler et al., 1998; Kuzniecky et al., 2001). 

Associado à perda neuronal ocorre o brotamento anormal dos axônios das células granulares, 

as fibras musgosas, na camada molecular interna da fascia dentata (Babb et al., 1984, 1991; 

Sutula et al., 1989; Leite et al., 1996). Esta reorganização é observável tanto em modelos 

experimentais como em pacientes com ELTM (Tauck e Nadler, 1985; Sutula et al., 1989; 

Babb et al., 1991; Mathern et al., 1993; Mello et al., 1993; Mathern et al., 1995b), sendo 

visualizável através da histoquímica de Neo-Timm, que marca o zinco vesicular presente nas 

sinapses das fibras musgosas (Perez-Clausell e Danscher, 1985; Babb et al., 1991; Mathern et 

al., 1994). 

Apesar de a morte neuronal observada na esclerose hipocampal ser correlacionada à 

ocorrência de IPI (Mathern et al., 1995a) estudos experimentais e em humanos indicam que 

longa história de crises epilépticas pode causar perda neuronal (Tasch et al., 1999; Mathern et 

al., 2002; Pitkanen e Sutula, 2002; Roch et al., 2002; Fabene et al., 2003; Nairismagi et al., 

2004). Alguns dos achados que confirmam a progressão da perda neuronal são a associação 

entre o grau de perda e a freqüência de crises generalizadas secundariamente, o início mais 

cedo das crises recorrentes, a duração da epilepsia, além do fato de que a esclerose em 

epilepsia diagnosticada na vida adulta é menos grave do que a esclerose encontrada em longo 

tempo de epilepsia (Van Paesschen, 2004). 

 

Zinco e morte neuronal 

Grande parte das sinapses glutamatérgicas da formação hipocampal, como as fibras musgosas 

das células granulares e sinapses dos neurônios piramidais nos estratos oriens e radiatum do 
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corno de Amon e no subículo, possuem zinco (Frederickson et al., 1989; Perez-Clausell, 

1996; Frederickson et al., 2000). Durante a atividade neuronal, o zinco vesicular é liberado 

junto com o glutamato (Assaf e Chung, 1984; Howell et al., 1984; Charton et al., 1985; 

Sloviter, 1985; Aniksztejn et al., 1987) e pode agir como neuromodulador. 

O papel do zinco nas sinapses é complexo, pois age tanto para favorecer como para 

reduzir a excitotoxicidade da neurotransmissão glutamatérgica. Por exemplo, o zinco 

potencializa correntes mediadas por receptores AMPA (Peters et al., 1987; Rassendren et al., 

1990), inibe correntes GABAA (Westbrook e Mayer, 1987), potencializa correntes ativadas 

por ATP (Cloues et al., 1993; Li et al., 1993), inibe correntes catiônicas levando ao aumento 

da excitabilidade da membrana celular (Nakazawa et al., 1995), inibe a ativação de receptores 

NMDA (Westbrook e Mayer, 1987) e potencializa a atividade de receptores de glicina (Laube 

et al., 1995).   

Após atividade neuronal intensa o zinco vesicular, em concentração ao redor de 

300µM (Frederickson et al., 2004), é liberado rapidamente nas sinapses, e estudos 

experimentais têm demonstrado que, nessas concentrações, o Zn tem efeitos deletérios para as 

células, de acordo com o tempo de exposição (Weiss et al., 2000; Colvin et al., 2003). Em 

altas concentrações o Zn promove o aumento da liberação de neurotransmissores (Bancila et 

al., 2004), a formação de radicais livres, a inibição de peroxidases e redutases (Kim et al., 

1999), e induz apoptose (Treiber, 2005; Frederickson et al., 2005a; Colvin et al., 2003) ou 

necrose (Kim et al., 1999; Weiss et al., 2000; Frederickson et al., 2005b). Experimentos com 

quelação do Zn indicam que este a redução do Zn livre é importante para a redução da morte 

neuronal (Koh et al., 1996; Suh et al., 2000). Visto que a formação hipocampal apresenta alta 

concentração de zinco (Frederickson et al., 1989; Frederickson et al., 2000), que este metal 

está ligado à modulação da excitabilidade neuronal (Pei e Koyama, 1986; Wright, 1986; 

Fukahori e Itoh, 1990; Mitchell e Barnes, 1993) e que em pacientes com ELT há aumento da 

concentração de Zn vesicular nas regiões CA3-1, subículo e córtex entorrinal (Terra et al., 

1997), além da reorganização das fibras musgosas de pacientes, este metal apresenta 

importância fundamental na patofisiologia da epilepsia. 
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Metalotioneínas 

As metalotioneinas (MT) são proteínas de 6 a 7 KDa, ricas em cisteína, que ligam metais 

intracelulares e estão presentes em ampla variedade de espécies e tecidos (Kille et al., 1994).  

A expressão das MT-I/II é induzida principalmente nos astrócidos e, em menor grau, em 

neurônios, micróglias e endotélio vascular (Wiese et al., 2006) por metais como Zn (Ebadi et 

al., 1995), interleucinas (Ebadi et al., 1995; Takeda, 2001; Penkowa et al., 2001), 

glicocorticóides e hormônios (Ebadi et al., 1995). Por serem controladas por moléculas 

envolvidas na fase aguda de inflamação, as MT-I/II são classificadas como proteínas desta 

fase, tendo sua expressão aumentada até poucas horas ou dias após a injúria (Pazdernik et al., 

2001; Lukasiuk e Pitkanen, 2004; Kim et al., 2004; Chung e West, 2004). Entretanto, vários 

estudos encontraram associações entre alterações na expressão das MT-I/II e a patogênese de 

algumas doenças crônicas como a doença de Alzheimer (Carrasco et al., 2006; Hidalgo et al., 

2006), a doença de Parkinson (Ebadi et al., 2005), a isquemia focal (van Lookeren et al., 

1999) e a esclerose lateral amiotrófica (Ebadi et al., 1995). 

Estudos experimentais demonstram que, quando os níveis de Zn aumentam 

lentamente, é também aumentada a expressão das MT-I/II (Ebadi et al., 1995; Colvin et al., 

2003). Os resultados de outros estudos sugerem que estas proteínas formam parte de 

mecanismos endógenos de neuroproteção em condições associadas à toxicidade por zinco. 

Por exemplo: 1) o camundongo transgênico que sobre-expresssa MT-I é protegido contra 

isquemia cerebral focal (van Lookeren et al., 1999) e apresenta menor resposta inflamatória e 

morte neuronal após crises epilépticas induzidas por ácido caínico (Penkowa et al., 2005), e, 

2) o camundongo deficiente em MT-I/II apresenta pouca recuperação funcional após isquemia 

cerebral e infartos cerebrais de grande volume em comparação com os animais controles, 

(Trendelenburg et al., 2002). 

 

Alterações patológicas na população glial 

Além da alteração volumétrica, observa-se na RNM de pacientes com ELT aumento de sinal 

nas sequências ponderadas em T2 (Berkovic et al., 1991; Cendes et al., 1993; Briellmann et 

al., 2002) e alterações no coeficiente de difusão (Wieshmann et al., 1999), que são tidas como 
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indicativas de gliose e edema tecidual. A gliose é uma alteração encontrada em vários 

modelos animais, como abrasamento, crises químicas (Uhlmann et al., 2002; Kralic et al., 

2005), epilepsia por manipulação genética (Leon Chavez et al., 2001; Drage et al., 2002), 

bem como em pacientes humanos submetidos à lobectomia (Salanova et al., 1999; Proper et 

al., 2001; Swartz et al., 2006; Prayson e Yoder, 2007), ocorrendo tanto em ELT com 

esclerose hipocampal quanto ELT lateral (Dawodu e Thom, 2005). Logo após uma injúria 

aguda, ocorre ativação microglial, seguida de hipertrofia e proliferação dos astrócitos. A 

reação glial inicia-se antes da ocorrência da morte neuronal (Uhlmann et al., 2002; Kang et 

al., 2006), visando reparar o tecido e impedir danos neuronais. Estudos com abrasamento em 

ratos El indicam que esta reação pode ocorrer mesmo sem brotamento axonal ou morte 

neuronal (Drage et al., 2002), podendo assim ser importante sobre a gênese das crises 

(Pitkanen e Sutula, 2002). 

Em condições inflamatórias, as micróglias limpam resíduos, produzem fatores de 

crescimento e citocinas de controle da inflamação, e durante o desenvolvimento controlam a 

morte neuronal programada (Block et al., 2007). Em epilepsia, a despeito de alguns trabalhos 

mostrarem que voltam rapidamente aos níveis basais (Benkovic et al., 2006), estudos 

comprovaram que a microgliose pode ser mantida nos processos crônicos e são encontradas 

em hipocampos submetidos à lobectomia (Borges et al., 2003; Boer et al., 2006; Chakir et al., 

2006; Kang et al., 2006; Block et al., 2007; Choi et al., 2009). Com a ativação, as micróglias 

passam inicialmente para um estado hiper-ramificado, tornando-se finalmente fagócitos 

(Drage et al., 2002; Bonde et al., 2006). Ocorrem ainda mudanças na expressão de proteínas, 

como transportadores (Chakir et al., 2006) e citocinas (Lee et al., 2002). Em especial, a 

produção da citocina IL-1β, que é estimulada pelas crises, pode estimular a susceptibilidade 

às mesmas (Borges et al., 2003). Ainda, a interpretação errônea de estímulos inócuos e sua 

estimulação pela astrocitose, morte neuronal tardia ou pelas crises (que promovem a liberação 

de ATP) levam à sua hiperatividade, condição em que promovem a neurodegeneração e 
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cronificação ao produzirem excesso de moléculas danosas, como TNFα e radicais livres 

(Drage et al., 2002; Borges et al., 2003; Rappold et al., 2006; Block et al., 2007). 

Os astrócitos são células cruciais para o funcionamento de todo o tecido nervoso, 

afetando vários processos. Estas células promovem a formação das sinapses, limpam-nas de 

neurotransmissores e moléculas após a transmissão sináptica, controlam os níveis de 

moléculas e íons no espaço extracelular (EEC), secretam proteínas da matriz extracelular, são 

constituintes da barreira hematoencefálica e criam barreira entre o parênquima nervoso e a 

pia, a glia limitans (Khurgel e Ivy, 1996; Wong et al., 2003; Borges et al., 2003; Da e 

Verkman, 2004). Por participar de todos estes processos, sua desregulação, como ocorre na 

gliose, pode promover as mudanças patogênicas envolvidas na esclerose hipocampal. Como 

exemplo de sua participação na manutenção tecidual, Kang e colaboradores (Kang et al., 

2006) mostraram que, com a morte glial logo após status por pilocarpina, ocorre brotamento 

axonal, processo antes inibido pelos astrócitos. 

Várias evidências indicam que estas células são importantes no processo de 

epileptogênese: 1) em modelos de crises por ácido caínico, a maioria das células 

sobreviventes são astrócitos (Kralic et al., 2005); 2) em modelos de crises por abrasamento, 

ocorre astrogliose sem neurodegeneração ou microgliose (Khurgel e Ivy, 1996); 3) o bloqueio 

da neurodegeneração não impede a progressão da epilepsia (Kang et al., 2006); 4) a aplicação 

de Lα-aminoadipato (toxina que mata seletivamente astrócitos) reduz crises comportamentais 

em ratos Long-Evans submetidos ao abrasamento da amígdala (Vessal et al., 2005). 

Em nível molecular, a excitabilidade alterada na epilepsia foi ligada aos astrócitos por 

vários trabalhos. Em modelos de esclerose tuberosa, foram relatados redução de 

transportadores de glutamato in vivo e de sua corrente em astrócitos em cultura e fatias (Wong 

et al., 2003) e em abrasamento e status químico foi visto redução na expressão dos 

transportadores e receptores deste neurotransmissor nos astrócitos (Drage et al., 2002; Wong 

et al., 2003), indicando que esta molécula pode acumular-se no foco das crises e promover 

maior excitabilidade neuronal. Estão ainda relacionados à hipersincronia, por liberação de 

glutamato (Binder e Steinhauser, 2006; Chakir et al., 2006) e por possuírem mais junções 

comunicantes, em estudos em hipocampos de pacientes epilépticos, mas não em modelos de 
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status por ácido caínico (Khurgel e Ivy, 1996). Os astrócitos afetam o tamponamento do 

potássio (K+) e o volume do EEC (McNamara, 1994; Borges et al., 2003), ambos com efeito 

sobre o funcionamento neuronal. O acúmulo de K+ no meio extracelular, que pode ocorrer por 

bloqueio de seus canais, promove descargas epileptiformes severas e prolongadas (Beck et al., 

1996). Estudos in vivo em gatos e em fatias em ratos mostraram que esta desregulação na 

homeostase do K+ pode promover excitabilidade neuronal e crises (McNamara, 1994). Com o 

aumento do K+ extracelular, a membrana celular tem seu potencial próximo ao limiar, 

facilitando os disparos, e com a redução do efluxo de K+ causada por este aumento 

extracelular ocorre inchaço celular (edema citotóxico), redução do EEC e aumento da 

sincronização dos potenciais de ação (McNamara, 1994). A atuação dos astrócitos na 

homeostase do Zn também indica que sua desregulação pode afetar a excitabilidade neuronal 

(Mocchegiani et al., 2005). 

 

Alterações na homeostase da água 

O volume do EEC tem papel importante na excitabilidade neuronal, sendo que sua redução 

pode influenciar a excitabilidade do tecido (Binder et al., 2004; Verkman et al., 2006), 

permitindo aumento da concentração de íons no meio extracelular e passagem direta de 

estímulos entre as células (McNamara, 1994). Deste modo, alterações neste espaço podem ser 

importantes na geração e manutenção da excitabilidade exacerbada que ocorre nas crises 

epilépticas. Além de afetar a excitabilidade, o volume do EEC pode afetar o volume 

hipocampal. 

As aquaporinas (AQP) são proteínas que funcionam como canais que permitem o 

trânsito de água entre as células e o meio extracelular em diversos tecidos (Agre et al., 2002). 

A isoforma mais abundante no tecido nervoso, conhecida como AQP4, é expressa nos 

ependimócitos, nas células endoteliais cerebrais e nos prolongamentos astrocíticos que 

envolvem o endotélio vascular, a fenda sináptica e que formam a glia limitans, (Rash et al., 

1998; Furman et al., 2003; Nagelhus et al., 2004; Guérin et al., 2005; Verkman et al., 2006). 

Estudos experimentais demonstraram que alterações na expressão de AQP4 contribuem para a 

geração de edema vasogênico (Papadopoulos et al., 2004; Wang et al., 2006; Verkman et al., 



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II e AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT 
________________________________________________________________________________________________ 
 

________________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 

8

2006; Binder et al., 2004; Da e Verkman, 2004; Solenov et al., 2004; Papadopoulos e 

Verkman, 2005; Wang et al., 2006; Guérin et al., 2005). Estudos do hipocampo de pacientes 

com ELT submetidos ao tratamento cirúrgico encontraram alterações na expressão da AQP4 

(Binder e Steinhauser, 2006) e, em modelos experimentais de epilepsia, alterações da 

expressão da AQP4 estão associadas a alterações do limiar, duração e severidade de crises 

epilépticas (Papadopoulos et al., 2004; Verkman, 2005; Binder et al., 2006; Verkman et al., 

2006; Nesic et al., 2006). Deste modo, a expressão de AQP4 pode afetar tanto a gênese das 

crises como ser um fator importante nas alterações de volume observadas no hipocampo 

epileptogênico. 

Além de afetar o funcionamento do tecido, a astrogliose altera a proporção de matriz 

extracelular (MEC) no tecido, aumentando a produção de seus constituintes. Este aumento 

dos componentes da matriz atrai mais água para o tecido e aumenta o volume do espaço 

extracelular (Heck et al., 2004; Sykova et al., 2005). A MEC corresponde a aproximadamente 

20% do tecido cerebral (Davson e Spaziani, 1959; Sykova, 2004; Hawkins e Davis, 2005), 

sendo rica em proteoglicanos e glicosaminoglicanos hidrofílicos e pobre em proteínas fibrosas 

(Costa et al., 2007; Galtrey e Fawcett, 2007). A matriz coordena o desenvolvimento do 

córtex, controla plasticidade tecidual (Heck et al., 2004; Sykova et al., 2005; Lin et al., 2008), 

excitabilidade neuronal  (Galtrey e Fawcett, 2007) e aprendizado (Meighan et al., 2006; 

Galtrey e Fawcett, 2007), serve como tampão para íons e neurotransmissores (Laurent e 

Fraser, 1992; Sykova et al., 2005; Vitellaro-Zuccarello et al., 2005) e tem papel importante na 

homeostase da água (Hawkins e Davis, 2005; Vitellaro-Zuccarello et al., 2005). A degradação 

da MEC por metaloproteinases de matriz (MMP) é associada ao aumento de permeabilidade 

da barreira hematoencefálica em situações patológicas (Hawkins e Davis, 2005; Kawakita et 

al., 2006; Swann et al., 2007), afetando ainda o volume do EEC e o coeficiente de difusão 

aparente da água (Heck et al., 2004; Sykova et al., 2005). Outra ação da MEC sobre a 

homeostase da água está na expressão, organização e correta polimerização da proteína 

AQP4, que atua no transporte de água no SNC (Guadagno e Moukhles, 2004; Noell et al., 

2007). O ácido hialurônico (AH) é um glicosaminoglicano altamente hidrofílico (Laurent e 

Fraser, 1992), secretado pelas células gliais (Costa et al., 2007), que serve de arcabouço de 
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deposição da MEC (Knudson e Knudson, 1993). Este polímero se acumula em vários tecidos 

durante processos inflamatórios, promovendo edema (Laurent e Fraser, 1992) e, durante o 

desenvolvimento do SNC, a redução da concentração de AH na MEC se correlaciona com o 

estreitamento do EEC (Knudson e Knudson, 1993). Os proteoglicanos tipo condroitin sulfato 

(CSPG) são os principais constituintes da MEC do SNC (Laurent e Fraser, 1992; Vitellaro-

Zuccarello et al., 2005), sendo produzidos por células gliais (Okamoto et al., 2003) e tendo 

alta associação ao movimento da água no EEC. Após injúria do tecido, ocorre gliose e 

aumento dos níveis de CSPG, o que causa o aumento do volume e da tortuosidade do EEC, 

reduzindo a difusão da água (Vorisek et al., 2002; Sykova, 2004) por uma vasta área, que 

extrapola os limites da injúria (Vorisek et al., 2002). Além destas evidências, alguns trabalhos 

indicaram que regiões com baixos níveis de AQP4 têm MEC rica em CSPG e AH que agiriam 

como mecanismos complementares para facilitar a difusão da água (Vitellaro-Zuccarello et 

al., 2005; Costa et al., 2007). Na epilepsia, estudos clínicos e experimentais indicam que 

ocorrem alterações na MEC que afetariam plasticidade tecidual e homeostase da água. Dentre 

as modificações, alterações em CSPG foram ligadas à dispersão de neurônios granulares, 

reorganização axonal e aumento na densidade de espinhas dendríticas (Kurazono et al., 2001; 

Heck et al., 2004), enquanto o aumento dos níveis de AH parece promover reorganização 

axonal (Bausch, 2006). As alterações nos níveis e tipos de CSPG tornam a MEC semelhante à 

matriz do período embrionário, o que pode ser o motivo da plasticidade tecidual (Okamoto et 

al., 2003). Em pacientes com ELTM, foi documentado o aumento de CSPG e AH, que foram 

ligados à excitabilidade e reorganização axonal (Perosa et al., 2002). 

 

Justificativa 

Dados preliminares de nosso laboratório (Peixoto-Santos et al., 2008a; Peixoto-Santos et al., 

2008b) sugerem que a perda neuronal, a reorganização axonal e a expressão de MT-I/II não 

refletem alterações volumétricas vistas por RNM no hipocampo de pacientes com ELT. 

Considerando estes resultados e os dados da literatura expostos, propomos: 1) que a alteração 

do volume hipocampal pode estar associada a alterações na expressão de proteínas envolvidas 

nos mecanismos de regulação do conteúdo de água no líquido extracelular do cérebro, como 
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aquaporina-4 (AQP-4), ácido hialurônico (AH) e condroitin sulfato (CSPG), bem como com 

outras populações celulares hipocampais que não a neuronal (i.e., micróglias e astrócitos); e, 

2) que a expressão das MT-I/II no hipocampo de pacientes com ELT pode ser associada a 

diferenças na resposta glial que ocorre durante o processo de epileptogênese, independentes 

da perda neuronal. 
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2. OBJETIVOS 

O principal objetivo deste projeto foi avaliar na formação hipocampal de pacientes com ELT 

e diferentes graus de atrofia hipocampal, avaliada por RNM: 1) densidade neuronal; 2) padrão 

de astrogliose e microgliose; 3) expressão das metalotioneinas I/II; 4) expressão de 

aquaporina 4 e das moléculas de MEC condroitin sulfato e ácido hialurônico; e 5) 

correlacionar os achados de imunohistoquímica com os dados de morfometria hipocampal da 

RNM (volume e área hipocampal).  
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3. METODOLOGIA 

3.1. Pacientes e procedimento clínico-patológico de ELT  

Pacientes com crises parciais complexas fármaco-resistentes originadas pelo lobo temporal 

foram avaliados pelo Centro de Cirurgia de Epilepsia (CIREP) da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – USP utilizando protocolos padronizados e previamente publicados (Engel, 

Jr. et al., 1991; Engel, Jr., 1993). A abordagem diagnóstica presume que as crises do lobo 

temporal iniciam na região de dano cerebral ou em regiões adjacentes e que estas regiões 

podem ser localizadas por meio da identificação da estrutura com hiperexcitabilidade e 

déficits funcionais. A consideração sobre a terapia cirúrgica foi baseada na localização de 

uma área única para ressecção, não requisitando necessariamente uma injuria cerebral inicial 

ou crises na infância como critério de inclusão. A avaliação incluiu: detalhada história 

pregressa e exames neurológicos; EEG de escalpo/esfenoidal interictal e ictal; extensa bateria 

de testes neuropsicológicos; injeção de amital sódico em ambas as carótidas (teste de Wada) 

para avaliação da memória (quando necessário) e representação da fala; além de detalhada 

avaliação neurorradiológica utilizando tomografia computadorizada e RNM de alta resolução, 

com protocolos especiais para visualização da formação hipocampal (Leite et al., 2000). Os 

pacientes foram adicionalmente submetidos à avaliação funcional da atividade cerebral 

utilizando tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT). Quando os 

dados desta avaliação (não invasiva) localizaram a região temporal anterior como a região de 

origem das crises, os pacientes foram submetidos a remoção "em bloco" da região temporal 

anterior, incluindo 3 a 4 cm do hipocampo (Crandall, 1987).  

 

3.2 Aspectos éticos/consentimento do paciente 

Os passos técnicos para a realização da lobectomia temporal estão amplamente publicados na 

literatura e o procedimento vem sendo utilizado há mais de 30 anos (Hill et al., 1953; 

Falconer et al., 1955). O risco de complicação cirúrgica é considerado baixo, principalmente 

por se tratar, na maioria dos casos, de uma cirurgia eletiva e não haver efeito de massa na 

estrutura a ser removida. No entanto, todos os pacientes candidatos à cirurgia foram 

informados pela equipe cirúrgica a respeito destes riscos e foi discutido o prognóstico do 
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controle de crises com ou sem intervenção cirúrgica. Todos os dados de exames neurológicos, 

psicológicos e clínicos foram arquivados e a confidencialidade destas informações 

assegurada. Em caso de publicações, toda e qualquer informação pessoal será omitida. Uma 

vez esclarecido sobre estes procedimentos, o paciente então assinou um termo de 

consentimento autorizando a utilização do material biológico cirúrgico para este estudo. 

Todos os protocolos diagnósticos e de conduta cirúrgica estão baseados em estudos visando 

otimizar o controle de crises sem que isto acarrete em prejuízos cognitivos permanentes. A 

aplicação destes protocolos possibilitou a realização deste projeto, assegurando que nenhum 

procedimento feito leve a um comprometimento do bem estar do paciente. 

Parte do material utilizado neste projeto foi obtido do Banco de Tecido Cerebral, 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP-USP (processo HCRP No. 9370/2003) 

e parte foi coletado prospectivamente, sendo que a utilização destes casos foi submetida à 

aprovação do Comitê de Ética (processo CAAE 0129.0.004.000-08 e HCRP No. 2634/2008) e 

o uso do material ocorreu após a aprovação, por Termo de Consentimento, pelos pacientes 

operados para tratamento de ELT. O material restante foi incorporado ao Banco de Tecido 

Cerebral do Laboratório de Investigação em Epilepsia. 

 

3.3. Grupos de pacientes 

Os pacientes com ELT foram classificados em dois grandes grupos, da seguinte forma: 1) 

pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial e volumetria por RNM (ELTM, n=69), sem 

outras alterações patológicas que não a esclerose hipocampal; 2) grupo formado por pacientes 

com tumor cerebral ou displasia associada à ELT (TD, n=20). O grupo controle (Ctrl) foi 

constituído por pacientes com idade semelhante à dos grupos anteriores, que falecerem de 

causas não associadas à patologia cerebral (n=20). Os pacientes do grupo ELTM foram 

subdividos em três grupos, de acordo com a volumetria na RNM: a) pacientes com volume 

hipocampal normal (VN, volume mínimo de 2,5cm3, n=22); b) pacientes com atrofia 

hipocampal leve (AL, volume entre 2,5 e 2cm3, n=26); c) pacientes com atrofia hipocampal 

grave (AG, volume menor que 2cm3, n=21). As classificações dos pacientes nestes três grupos 

seguem parâmetros de Araújo (2003), onde os grupos foram definidos de acordo com a média 
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e desvios-padrão (DP) de volume hipocampal de voluntários sem alterações neurológicas, 

com volume hipocampal no grupo VN dentro do intervalo média±2DP do controle, volumes 

inferiores ou iguais à média-2DP e superiores média-3DP no grupo AL e volumes iguais ou 

inferiores à média-3DP no grupo AG. Todas as medidas de volume foram feitas às cegas para 

a lateralização das crises e quaisquer outras avaliações volumétricas prévias. 

Os critérios de inclusão foram: idade entre 20 e 80 anos (exceto para tumor/displasia, 

onde a idade poderia ser inferior a 20 anos); diagnóstico de epilepsia do lobo temporal para os 

pacientes dos grupos ELTM e T/D; exame de RNM com volumetria hipocampal para o grupo 

ELTM; presença de tumor ou displasia na região temporal, independente de existência de 

esclerose hipocampal confirmada pelo SERPAT, para o grupo T/D. 

Os critérios de exclusão foram: EEG com paroxismos epileptiformes extra-temporais 

ou generalizados para todos os grupos; acentuado prejuízo cognitivo nos testes 

neuropsicológicos para os grupos ELTM e T/D; histórico de quaisquer problemas 

neurológicos ante-mortem para o grupo Ctrl; existência de patologia neurológica no exame 

post-mortem para o grupo Ctrl; tempo post-mortem superior a 10 horas para o grupo Ctrl. 

Secções do hipocampo de todos os grupos foram processadas para avaliação de: 1) 

densidade neuronal, utilizando imunohistoquímica para NeuN; 2) grau de astrogliose e 

microgliose, através de imunohistoquímicas para GFAP e HLA-DR, respectivamente; 3) 

alterações da MEC, através de imunohistoquímica para condroitin sulfato e histoquímica para 

ácido hialurônico; 4) expressão das proteínas MT-I/II e AQP4, através de imunohistoquímica.  

Estas avaliações foram correlacionadas com os dados volumétricos quantitativos de 

RNM, devidamente corrigidos para cada indivíduo, bem como a área média, em corte coronal, 

do corpo do hipocampo extraído, visando assim definir qual destes parâmetros correlacionar-

se-ia melhor com as alterações patológicas. 

 

3.4. Coleta e processamento do tecido 

Os cérebros dos pacientes do grupo controle foram coletados durante a necrópsia, removidos 

da caixa craniana e os lobos temporais e hipocampos foram dissecados. Todas as amostras de 

tecido foram obtidas em tempo post-mortem inferior a 10 horas. O tecido hipocampal 
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removido durante a cirurgia para tratamento da ELT foi recebido na sala operatória e 

imediatamente colocado em solução salina gelada, para subseqüente transporte ao laboratório. 

Os espécimens foram cortados em fatias de 2 mm de espessura utilizando navalha de corte 

histológico. Parte do tecido retirado na cirurgia foi enviado ao Serviço de Patologia 

(SERPAT), para emissão de laudo sobre a biópsia e parte foi processado e incorporado ao 

banco de tecido cerebral do Laboratório de Investigação em Epilepsia, sendo este último 

tecido o utilizado neste estudo. 

Um fragmento hipocampal foi fixado por imersão em formol 10% em PBS 0,1M 

durante sete dias e incluído em parafina. Para este último processo, o tecido foi desidratado, 

diafanisado e imerso em parafina. A inclusão foi concluída por esfriamento do tecido imerso 

em parafina a 4 °C. Os blocos foram cortados em seções com espessura de 8 µm que foram 

colocadas em lâminas previamente gelatinizadas. 

 

3.5. Histologia  

3.5.1. Imunohistoquímica / Histoquímica 

A gliose foi avaliada através da expressão de GFAP (astrocitose) e de HLA-DR (microgliose) 

e a população neuronal foi estudada pela expressão de NeuN. Foram também avaliadas a 

localização e expressão das proteínas MT-I/II e da AQP4. A matriz extracelular foi avaliada 

através pela expressão de CS-56 por imunohistoquímica e de ácido hialurônico (pela proteína 

HABP) por histoquímica. Segundo o protocolo de imunohistoquímica do laboratório 

(adaptado de Martins et al., 1999) as secções foram submetidas a bloqueio da peroxidase 

endógena com 4,5% de H2O2 em PBS 50mM pH 7,4 e à recuperação antigênica em 

microondas Brastemp DES com tampões citrato de sódio 10mM pH 6 (para GFAP e AQP4) 

ou Tris-HCL 50mM pH 9,6 (para NeuN, HLA-DR, MT-I/II e CS-56).  Após a recuperação as 

secções passaram por bloqueio de grupos aldeído livres com de Tris-glicina 0,1M pH 7,4 por 

45 minutos, seguido de tampão de bloqueio com leite desnatado e soro de cabra (#S-1000, 

Vector®) em tampão PBS-Triton por quatro horas. As secções foram incubadas com 

anticorpos primários em tampão de bloqueio por 16 horas. Foram utilizados anticorpos 

primários monoclonais produzidos em camundongo anti-GFAP humano (clone 6F2, #M0761, 
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Dako®), anti-NeuN murino (clone A60, #MAB377, Chemicon®), anti-HLA-DR humano 

(clone TAL.1B5, #M0746, Dako®), anti-MT-I/II eqüina (clone E9, #M0639, Dako®) e anti-

CS-56 galináceo (clone CS-56, #C8035, Sigma®) e o anticorpo policlonal produzido em 

coelhos anti-aquaporin-4 humana, (#sc-20812, Santa Cruz Biotechnology®), diluídos em 

tampão de bloqueio nas concentrações de 1:500, 1:500, 1:100, 1:500, 1:100 e 1:200, 

respectivamente. Em seguida, foi realizada incubação com anticorpos secundários também em 

tampão de bloqueio. Os anticorpos secundários biotinilados utilizados foram o anticorpo 

produzido em coelho anti-IgG murino (#E0354, Dako®) e produzido em porco anti-IgG 

cunicular (#E0353, Dako®), ambos na diluição 1:200. A visualização da proteína 

imunolocalizada foi realizada utilizando-se complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain 

Elite ABC kit, #PK6100, Vector®) e cromógeno 3,3”-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB, #34001, Pierce Biotechnology®). Os tempos de revelação em solução de DAB foram 

de 12’ para HLA-DR, 10’30” para NeuN, 8’ para MT-I/II e GFAP, 5’ para AQP4 e CS-56. 

Para a detecção de ácido hialurônico, foi realizada histoquímica utilizando-se proteína 

ligante de ácido hialurônico biotinilada (HABP, #385911, Calbiochem®). As etapas da 

histoquímica foram as mesmas das imunohistoquímicas, exceto pelo anticorpo secundário, 

não necessário para a reação. A recuperação antigênica foi realizada em citrato 10mM pH 6, a 

proteína ligante foi diluída em tampão de bloqueio na concentração 1:26 e a revelação durou 

12’. 

Para a avaliação qualitativa da co-localização de astrócitos com MT-I/II ou com AQP4 

foram utilizados anticorpos policlonal anti-GFAP (#AB5804, Chemicon®), para co-localizar 

astrócitos com MT-I/II, e monoclonal anti-GFAP (clone 6F2, #M0761, Dako®), para co-

localizar astrócitos com AQP4. Os anticorpos secundários utilizados para a visualização 

foram anticorpos caprinos conjugados com Texas Red contra IgG de coelho (#T2767, 

Molecular Probes®) e IgG de camundongo (#T862, Molecular Probes®) e conjugados com 

AlexaFluor 488 contra IgG de coelho (#A11008, Molecular Probes®) e de camundongo 

(#A11001, Molecular Probes®). A imunohistoquímica foi a mesma realizada para anticorpos 

biotinilados, exceto pelo bloqueio da peroxidade endógena, etapa desnecessária para 

imunofluorescência. 
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3.5.2. Análise da intensidade da marcação das imunohistoquímicas 

Para as medidas semi-quantitativas, as imagens da região de interesse, com aumento de 100x, 

foram coletadas por uma câmara monocromática CCD de alta resolução (modelo C2400-75H, 

Hamamatsu) instalada a um microscópio Olympus BX60 e convertidas em sinais digitais e 

alimentadas a um computador MacIntosh (Modelo G3) usando um programa de análise de 

imagem (NIH image, 1.62c). A iluminação foi mantida uniforme e estável durante todas as 

medidas e a intensidade de luz cuidadosamente ajustada entre cada avaliação, utilizando para 

isso padrões de densidade óptica (Kodak, Rochester, N.Y.). Imagens das áreas a serem 

analizadas foram salvas em formato TIF para análise em computador Windows com o 

software ImageJ 1.37c (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html, correspondente ao software 

NIH Image). Foram avaliadas as seguintes regiões: camada molecular externa, camada 

molecular interna, camada granular, camada subgranular, hilo e o estrato piramidal das 

regiões CA4, CA3, CA2, CA1, prosubículo e subículo (Figura 1). Para todas as regiões foram 

utilizadas 12 áreas de 50x50 µm2 para amostragem. As imagens foram processadas pela 

ferramenta de limiar, onde o software marca pixels que possuam cor cinza igual ou superior 

ao limiar de marcação em vermelho, calculando então a área marcada em vermelho em cada 

área amostral. Este limiar (Figura 2) foi estabelecido através dos padrões encontrados nas 

secções de pacientes do grupo controle, para estabelecer qual era a marcação padrão de cada 

proteína. Para evitar variações existentes entre os ensaios de um mesmo anticorpo, cada 

ensaio teve seu limiar baseados nos valores dos controles presentes no ensaio. Um ajuste mais 

fino dos limiares foi realizado através de secções consecutivas de um mesmo caso presentes 

em cada ensaio.  

 

Figura 1.  Regiões hipocampais. 1: alveus; 2: stratum 

oriens; 3: stratum piramidale; 3’: stratum lucidum; 4: 

stratum radiatum; 5: stratum lacunosum; 6: stratum 

moleculare; 7: sulco hipocampal; 8: stratum moleculare; 

9: stratum granulosum (camada granular); 10: camada 

polimórfica (subgranular). Adaptado de Duvernoy The 

Human Hippocampus (1988), p.20. 
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Figura 2. Imagens representativas das imunohistoquímicas de NeuN (A,G), GFAP (B,H), MT-I/II (C,I), AQP4 (D,J), 

HLA-DR (E,K) e CS-56 (F,L) com (G-L) e sem (A-F) o uso da função de limiar. A barra em L indica 200µm. 
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Os resultados foram apresentados como área marcada no texto e porcentagem de área 

marcada nos gráficos. Na imunohistoquímica de NeuN, nas mesmas amostras onde mediu-se 

a área marcada pelo anticorpo foram realizadas contagens neuronais, permitindo-se avaliar 

também a área celular média. Uma aproximação foi feita para a camada granular, uma vez 

que a avaliação da área foi feita em aumento de 100x e as contagens em aumento de 200x. 

Para a avaliação do ácido hialurônico, foi medido o nível de cinza das regiões no lugar 

de quantificação da área, devido à homogeneidade de expressão desta molécula. Este valor de 

cinza foi corrigido subtraindo-se o valor de cinza da camada granular dos valores das demais 

camadas. A camada granular foi escolhida para esta correção por ser a que apresentava menor 

marcação de AH nos casos Ctrl. 

Para a avaliação da co-localização, as imagens das imunofluorescências foram 

captadas em um microscópio confocal Leica TCS-SP5 AOBS acoplado à computador 

Windows, através do software Leica LAS-AF. Foram usados os lasers de Diodo, Argônio e 

Hélio/Neônio para excitar, respectivamente, o Hoechst 33342, AlexaFluor 488 e Texas Red. 

 

3.5.3. Contagem neuronal 

A contagem neuronal para cada região hipocampal foi realizada em seções de 8 µm de 

espessura marcadas com NeuN. A contagem foi realizada no programa livre ImageJ 1.37c 

com aumento de 200x para a camada granular e de 100x para o estrato piramidal das demais 

regiões hipocampais. Foi aplicando o fator de correção de Abercrombie (1946) para espessura 

do corte, permitindo-se definir a densidade neuronal, com os valores apresentados em 

milhares de células por milímetro cúbico. A análise dos dados foi semelhante à descrita para 

os outros procedimentos histológicos. 

 

3.6. Volumetria hipocampal 

Os pacientes do grupo ELTM foram redivididos em grupos menores de acordo com dados da 

volumetria hipocampal na RNM. Exames adquiridos em aparelho de 1.5T (Magneton Vision, 

Siemens AG, Erhlängen, Alemanha), com bobinas de gradiente de 25 mT, de polarização 

circular. Para a volumetria foi utilizada sequência gradiente echo 3D ponderada em T1 no 
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plano sagital, com 160 partições e espessura de corte de aproximadamente 0,9mm (TR: 

9,7ms; TE: 4,0ms; flip angle: 12 graus; matriz: 256x256; FOV: 256mm). A aquisição foi 

sagital visando-se reduzir o tempo de aquisição. As imagens foram reformatadas em plano 

coronal, por protocolo Multiplanar Reformatting (MPR), em console auxiliar. Os cortes 

reformatados foram transferidos para computador pessoal, plataforma Windows, em formato 

MNC, sendo então analisadas com uso do aplicativo livre Display, parte do pacote de MNC-

BIC desenvolvido pelo McConnell Brain Imaging Centre 

(http://www.bic.mni.mcgill.ca/software/distribution/, Universidade McGill, Mostreal, 

Canadá).  

Os limites da formação hipocampal (fascia dentata, hipocampo e subículo) foram 

definidos de acordo com protocolos de avaliação volumétrica utilizados pelos radiologistas do 

HCRP, baseados nos trabalhos de Pruessner e colaboradores (2000) e Bonilha e colaboradores 

(2004). A segmentação do hipocampo foi realizada manualmente, nos cortes coronais, com 

posteriores ajustes finos realizados em cortes sagitais e transversais. O hipocampo foi 

segmentado em cabeça, corpo e cauda e foram calculados o volume total do hipocampo (em 

cm3), a área coronal média das secções do corpo do hipocampo na RNM (em cm2) e o índice 

de atrofia (Hipsi/Hcontra). Parte da presente casuística foi previamente avaliada pelo Dr. David 

Araújo e, em comparação com a volumetria realizada para nosso estudo, os pacientes em 

comum obtiveram a mesma classificação. 

 

3.7. Análise estatística 

Todos os dados foram submetidos a teste para avaliar a normalidade e a igualdade de 

variâncias dos dados. Para as variáveis que cumpriram ambos os critérios foi utilizado teste 

paramétrico de analise de variância (ANOVA), com post hoc de Bonferroni. Quando pelo 

menos um dos critérios não foi cumprido, foi aplicado teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis e post hoc de Dunn. Foram realizados testes de correlações entre as variáveis 

estudadas, utilizando-se o teste de Pearson quando n≥30 e Spearman quando n<30. Foram 

também realizadas regressões lineares simples e múltiplas. Todas as análises foram realizadas 

no programa SigmaStat 3.1, e os resultados foram considerados como significativos com um 
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nível de confiança de p<0,05, sendo apresentados na forma média±EPM ou mediana, de 

acordo com sua distribuição. Além do valor de p<0,05, as correlações foram consideradas 

apenas se o coeficiente de correlação (r) fosse, em módulo, igual ou superior a 0,4. Todos os 

gráficos foram feitos utilizando-se o programa Minitab 14. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Dados Clínicos 

A idade média dos indivíduos foi de 42±4 anos no grupo Ctrl, 35±2 no grupo VN, 39±2 no 

grupo AL, 40±2 no grupo AG e 28±3 no grupo TD, com o grupo TD apresentando idade 

média menor que os grupos Ctrl, AL e AG (p=0,001). Nos grupos ELT, a duração da 

epilepsia foi de 23±2 anos no grupo VN, 27±2 no grupo AL, 26±2 no grupo AG e 16±3 no 

grupo TD, sendo que a duração do grupo TD foi menor do que a dos grupos AL e AG 

(p=0,005). A idade de início da epilepsia (i.e., idade de início das crises recorrentes 

espontâneas) foi de 12±1 anos no grupo VN, 12±2 no grupo AL, 14±2 no grupo AG e 12±2 

no grupo TD, sem diferença entre os grupos (p=0,865). A frequência mínima de crises foi de 

6 crises/mês no grupo VN, 7 no grupo AL, 5 no grupo AG e 11 no grupo TD, sem diferença 

entre os grupos (p=0,856). O tempo post mortem até a coleta dos hipocampos dos pacientes 

do grupo controle foram inferiores à 10hpm (Tabela 1). Dados das avaliações patológicas 

realizadas pelos médicos do SERPAT são apresentados resumidamente na Tabela 2. 
 

Tabela 1. Dados da necrópsia do grupo controle 

Grupo Idade na 
Morte 

Tempo 
post-mortem Causa mortis (Imediata) 

Ctrl 31 3h10m Broncopneumonia bilateral 
Ctrl 43 4h40m Edema Pulmonar Agudo 
Ctrl 50 6h40m Causa indeterminada 
Ctrl 21 9h Insuficiência Cardíaca Crônica 
Ctrl 24 6h30m Estado Toxi-infeccioso 
Ctrl 46 4h Broncopneumonia Confluente 
Ctrl 42 3h30m Choque Hipovolêmico 
Ctrl 47 4h50m Septicemia 
Ctrl 49 3h35m Choque Séptico 
Ctrl 23 5h Leucemia Linfóide Aguda 
Ctrl 55 3h45m Metástases Múltiplas (Adenocarcinoma gástrico) 
Ctrl 45 6h Cardiopatia Chagásica 
Ctrl 35 4h45m Desnutrição Grave 
Ctrl 26 5h52m Edema Agudo Pós-transplante Hepático 
Ctrl 56 6h Insuficiência Respiratória 
Ctrl 23 5h Pneumonia 
Ctrl 60 6h Febre, perda de peso, choque circulatório e cardiogênico 
Ctrl 86 6h15m Choque cardiogênico 
Ctrl 39 5h25m Hipertensão pulmonary 
Ctrl 46 3h18m Insuficiência respiratória 

h: horas; m: minutos 
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Tabela 2. Laudos das biópsias cirúrgicas, emitidos pelo SERPAT 

Grupo Idade Gliose População Neuronal (perda celular) 
VN 24 Sim CA1 (G), endfolium (M), FD (P&D) demais setores (N) 
VN 41 Sim PS (G), CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (D) 
VN 30 Sim PS (G), CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (P&D) 
VN 21 Sim CA (G), PS (G), FD (P) 
VN 28 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (L), FD (P&D) 
VN 41 Sim CA3 (G), CA4 (G), CA2 (N), FD (G&D) 
VN 44 Não CA1 (D), FD (DL) 
VN 35 Sim CA1 (P), CA3 (P), CA4 (P), CA2 (M), FD (P&D) 
VN 70 Não CA1 (L). 
VN 37 Sim CA1 (G), CA4 (G), FD (PL&D), demais setores (A) 
VN 40 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA2 (L), FD (P) 
VN 45 Sim CA1 (G), CA4 (M), CA3 (N), CA2 (N), FD (P) 
VN 49 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (L), FD (P&D) 
VN 20 Não CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (D) 
VN 19 Sim CA1 (L), endfolium (M), CA2 (N), FD (D) 
VN 39 Não CA1 (P) 
VN 43 Não CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (D) 
VN 32 Não CA1 (M), CA4 (M), CA2 (N) 
VN 35 Não CA1 (L) 
VN 40 Não CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (L) 
VN 32 Sim CA1 (M), CA3 (G), CA4 (G) 
VN 24 Não CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (N), FD (D) 
VN 21 Sim CA1 (G), CA4 (M), CA2 (L), FD (L&D), CA3 (A) 
VN 33 Sim CA1 (G), CA3 (L), CA4 (L), CA2 (N) FD (D) 
AL 33 Sim PS (G), CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), FD (P), CA2 (N) 
AL 55 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (P&D) 
AL 29 Sim CA4 (G), hilo (G), FD (P), demais setores (A) 
AL 39 Sim CA1 (G), demais setores (L), FD (D) 
AL 19 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (P&D) 
AL 39 Sim CA1 (G), CA4 (G), CA2 (N), CA3 (A), FD (P&D) 
AL 44 Sim CA1 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (P&D), CA3 (A) 
AL 29 Não CA1 (G), CA4 (M) CA2 (N), FD (L&D) 
AL 31 Sim PS (G), CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), FD (P&D), CA2 (N) 
AL 40 Sim CA1 (M), CA2 (M), CA3 (M), CA4 (M), FD (P&D) 
AL 33 Não CA4 (G), FD (PG&D), demais setores (A) 
AL 39 Sim CA1 (G), camada polimorfa dos demais setores (G), FD (D) 
AL 37 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (D) 
AL 43 Sim CA (G), CA2 (P), FD (P&D) 
AL 34 Sim CA1 (G), CA4 (M), CA2 (N), CA3 (N), FD (L&D) 
AL 45 Sim CA1 (G), PS (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (P) 
AL 37 Não CA1 (P), polimórfica (P), demais regiões (N), FD (D) 
AL 44 Não FD (P), CA1 (P), CA3 (P), CA4 (P), CA2 (N) 
AL 42 Sim CA1 (G), CA4 (G), CA3 (M), CA2 (N), FD (D) 
AL 36 Não CA1 (G), CA3 (G), CA4 (N), CA2 (G), FD (D) 
AL 52 Não CA1 (G), CA4 (G), CA2 (N), CA3 (N), FD (D) 
AL 39 Sim CA1 (G), demais regiões (N), FD (D) 
AL 44 Não CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (N) 
AL 57 Não CA1 (G), CA3 (G), CA2 (N), FD (D) 
AG 50 Sim CA1 (G), CA4 (M), FD (P&D), outros setores (N) 
AG 43 Sim PS (G), CA1 (G), CA4 (G), CA3 (M), CA2 (M), FD (G&D) 
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Tabela 2 (Continuação). Laudos das biópsias cirúrgicas, emitidos pelo SERPAT 

Grupo Idade Gliose População Neuronal (perda celular) 
AG 39 Sim CA1 (G), 4 (G) e FD. CA2 (A), CA3 (A) 
AG 36 Sim PS (G), CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (L), FD (D) 
AG 35 Sim CA1 (L), CA3 (L), CA4 (L), CA2 (N), FD (D) 
AG 37 - - 
AG 38 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (P&D) 
AG 49 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), FD (G) 
AG 34 Não CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), CA2 (N), FD (D) 
AG 32 - - 
AG 51 Sim Todos os setores hipocampais (G), FD (P), CA2 (N) 
AG 37 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (L), FD (L) 
AG 39 Sim CA (G), FD (P&D) 
AG 49 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA4 (L), CA2 (N), FD (D) 
AG 21 Sim CA1 (G), CA4 (A), CA3 (A), CA2 (A), FD (D) 
AG 46 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (N), FD (P) 
AG 25 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), FD (P), CA2 (N) 
AG 57 Não CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (M), FD (P) 
AG 39 - -  
AG 39 Não CA1 (G), CA4 (M), CA2 (N), FD (P&D) 
AG 44 Sim CA1 (G), CA3 (M), CA4 (M), FD (D) 
TD 45 Sim CA1 (P), outros setores (A) 
TD 38 Não CA1 (L), FD (D) 
TD 18 Não Preservação de estruturas 
TD 27 Não CA1 (L) 
TD 31 Não CA1 (L) 
TD 10 Sim Hilo (M), FD (P&D), CA (A) 
TD 23 Não FD (P), CA1 (A), CA3 (A), CA2 (N), CA4 (N) 
TD 34 Não CA1 (L), CA3 (A) 
TD 23 Não CA1 (L) 
TD 11 Não CA1 (N), CA4 (N), FD (N), CA2 (A), CA3 (A) 
TD 30 Não CA1 (L) 
TD 8 Não CA1 (L) 
TD 51 Sim CA1 (L) 
TD 39 Sim Hipocampo (N) 
TD 10 Sim CA1 (L) 
TD 34 - - 
TD 41 Sim CA1 (G), CA3 (G), CA4 (G), CA2 (N), FD (P&D) 
TD 21 - - 
TD 21 - - 
TD 41 Não CA1 (L) 
(L): perda neuronal leve; (M): perda neuronal moderada; (G): perda neuronal grave; (P): perda neuronal de 

gravidade não informada; (N): sem perda neuronal; (A): região ausente no tecido de biópsia; (D): dispersão 

neuronal; (P&D): perda neuronal sem graduação e dispersão neuronal; (L&D): perda neuronal leve e dispersão 

neuronal; (G&D): perda neuronal grave e dispersão neuronal. 
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4.2. Volume e área hipocampal 

Através da volumetria hipocampal pela RNM os pacientes com ELTM foram divididos em 

três grupos, com o hipocampo ipsilateral ao foco das crises epilépticas (Hipsi) apresentando 

mediana de 2,816 cm3 no grupo VN, 2,217 cm3 no grupo AL e 1,767 cm3 no grupo AG. O 

hipocampo contralateral ao foco (Hcontra) foi de 3,615 cm3 no grupo VN, 3,050 cm3 no grupo 

AL e 2,896 cm3 no grupo AG. O volume do corpo do Hipsi foi de 1,544 cm3 no grupo VN, 

1,191 cm3 no grupo AL e 0,877 cm3 no grupo AG, enquanto o corpo do Hcontra teve volume de 

1,737 cm3 no grupo VN, 1,520 cm3 no grupo AL e 1,440 cm3 no grupo AG. A área coronal 

média do Hipsi, medida na RNM, apresentou média de 0,764±0,019 cm2 no grupo VN, 

0,602±0,012 cm2 no grupo AL e 0,469±0,0150 cm2 no grupo AG, enquanto a área coronal 

média do Hcontra foi de 0,877±0,033 cm2 no grupo VN, 0,785±0,018 cm2 no grupo AL e 

0,739±0,028 cm2 no grupo AG. O corpo do Hipsi apresentou área coronal média de 0,809 cm2 

no grupo VN, 0,632 cm2 no grupo AL e 0,473 cm2 no grupo AG. A área coronal média do 

corpo do Hcontra foi de 0,962 cm2 no grupo VN, 0,845 cm2 no grupo AL e 0,759 cm2 no grupo 

AG. Houve diferença significativa entre os volumes total e do corpo e áreas total e do corpo 

nos Hipsi em todos os grupos (p<0,001), com valores do grupo VN maiores que os grupos AL 

e AG e valores do grupo AL maiores que o do grupo AG. Os valores do Hcontra do grupo VN 

foram maiores que os dos grupos AL e AG (p<0,005) exceto pela área coronal média do 

corpo, onde o grupo VN foi maior apenas do que o grupo AG (p=0,001). Houve ainda 

diferença significativa entre o índice de atrofia hipocampal (Hipsi/Hcontra) do grupo AG e os 

dos grupos VN e AL (p<0,001), com valores de 0,800 no grupo VN, 0,732 no grupo AL e 

0,612 no grupo AG. A área avaliada nas secções histológicas foi de 0,587±0,042 cm2 no 

grupo Ctrl, 0,512±003 cm2 no grupo VN, 0,5±0,03 cm2 no grupo AL, 0,439±0,024 cm2 no 

grupo AG e 0,617±0,043 cm2 no grupo TD, sendo que o grupo AG apresentou área da secção 

significativamente menor que a área dos grupos Ctrl e TD (p=0,007). 
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Figura 3. Volumetria total (gráficos superiores) e apenas do corpo (gráficos inferiores) do hipocampo ipsilateral (à esquerda) 

e contralateral ao foco das crises (à direita) em pacientes com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), 

atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro) e atrofia hipocampal grave (AG, Box preto). Médias são indicadas pelos 

círculos e os outliers pelos triângulos. b sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo VN; c indica 

diferença entre o grupo marcado e o grupo AL.  
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Figura 4. Área coronal total (gráficos superiores) e apenas do corpo (gráficos inferiores) do hipocampo ipsilateral (à 

esquerda) e contralateral ao foco das crises (à direita) em pacientes com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-

claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro) e atrofia hipocampal grave (AG, Box preto). Médias são indicadas 

pelos círculos e os outliers pelos triângulos. b sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo VN; c indica 

diferença entre o grupo marcado e o grupo AL. 
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4.3. População Neuronal 

Na avaliação da imunohistoquímica para detecção de NeuN, observou-se distribuição deste 

antígeno no núcleo e no citoplasma do soma neuronal, não estendendo-se, entretanto, para os 

prolongamentos neuronais (axônios e dendritos) (Figura 5). 

A análise da densidade neuronal, apresentada como milhares de células/mm3, revelou 

perda celular significativa em quase todas as regiões hipocampais nos grupos VN, AL e AG e 

em na região CA3 no grupo TD (Figuras 6-13). O subículo foi a única região preservada, em 

termos de densidade neuronal. Na camada granular, todos os grupos ELTM apresentaram 

menor densidade neuronal em relação aos grupos Ctrl e TD (Ctrl=375, VN=196, AL=188, 

AS=177, TD=312; mediana, p<0,001). Em CA4, todos os grupos ELTM apresentaram menor 

densidade de neurônios que o grupo Ctrl e os grupos VN e AG apresentaram menor densidade 

que o grupo TD (Ctrl=36±2, NV=12±2, AL=19±3, AG=10±2, TD=25±2; média±EPM, 

p<0,001). Em CA3, todos os grupos com epilepsia apresentaram menor densidade que o 

grupo Ctrl e os grupos VN e AG apresentaram menor densidade que o grupo TD (Ctrl=47±2, 

NV=18±2, AL=22±2, AG=17±3, TD=31±2; p<0,001). A região CA2 dos grupos ELTM 

apresentou menor densidade do que o grupo Ctrl (Ctrl=40, NV=30, AL=31, AG=26, TD=33; 

p<0,001). Em CA1, os grupos ELTM apresentaram menor densidade do que os grupos Ctrl e 

TD (Ctrl=42, NV=6, AL=1, AG=1, TD=37; p<0,001). No prosubículo, os grupos com atrofia 

na RNM apresentaram menor densidade do que os grupos Ctrl e TD (Ctrl=31, NV=22, 

AL=19, AG=13, TD=33; p<0,001). O subículo de todos os grupos com epilepsia teve 

densidade neuronal preservada (Ctrl=35±1, NV=31±1, AL=30±1, AG=31±2, TD=31±1; 

p=0,246). 

Todas as regiões avaliadas apresentaram alterações na área imunopositiva, 

principalmente redução da área expressando este antígeno. Na camada granular, todos os 

grupos ELTM apresentaram redução da área expressando NeuN em relação ao Ctrl e os 

grupos com atrofia na RNM apresentaram redução em relação ao grupo TD (Ctrl=1822±123, 

NV=1242±81, AL=1015±95, AG=1000±115, TD=1604±131; p<0,001). Em CA4 os grupos 

VN e AG apresentaram menor área marcada em relação aos grupos Ctrl e TD (Ctrl=534, 

NV=112, AL=237, AG=100, TD=573; p<0,001). Os grupos ELTM apresentaram menor área 
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marcada do que os grupos Ctrl e TD em CA3 (Ctrl=668±49, NV=319±54, AL=345±55, 

AG=239±46, TD=666±80; p<0,001). Na região CA2, apenas o grupo AG apresentou menor 

área marcada por NeuN do que o grupo TD (Ctrl=654±33, NV=566±62, AL=552±56, 

AG=411±50, TD=706±68; p=0,017). Em CA1 os grupos com atrofia na RNM apresentaram 

menor área marcada em relação à área dos grupos Ctrl e TD (Ctrl=474, NV=101, AL=32, 

AG=29, TD=615; p<0,001). No prosubículo do grupo AG foi observada redução da área 

marcada em relação ao grupo TD (Ctrl=334, NV=296, AL=313, AG=205, TD=504; p=0,007). 

No subículo, o grupo VN apresentou aumento da área marcada em relação ao grupo Ctrl 

(Ctrl=486, NV=639, AL=640, AG=542, TD=529; p=0,049). 

Em algumas das regiões avaliadas, os neurônios apresentaram alterações na área 

média (em µm2) de cada célula marcada por NeuN. Em CA3, os grupos com atrofia na RNM 

apresentaram menor área celular média do que o grupo TD (Ctrl=260±19, NV=313±26, 

AL=265±28, AG=246±23, TD=365±30; p=0,015). No subículo dos grupos VN e AL houve 

aumento da área celular média em relação ao grupo Ctrl (Ctrl=253±20, NV=403±29, 

AL=401±21, AG=336±21, TD=354±27; p=0,004). Não houve diferença nas áreas celulares 

médias entre os grupos na camada granular (Ctrl=121±10, NV=153±9, AL=132±10, 

AG=134±11, TD=134±7; p=0,263), em CA4 (Ctrl=312, NV=350, AL=278, AG=290, 

TD=396; p=0,071), CA2 (Ctrl=291, NV=338, AL=305, AG=284, TD=385; p=0,052), CA1 

(Ctrl=227, NV=297, AL=243, AG=233, TD=305; p=0,194) e prosubículo (Ctrl=209, 

NV=295, AL=314, AG=260, TD=269; p=0,078). 
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Figura 5. Imagens representativas da imunohistoquímica para NeuN na camada granular (A-C), CA2 (D-F) e CA1 (G-I) de 

pacientes dos grupos controle (A,D,G) e ELTM (B,C,E,F,H,I). Observar a marcação nuclear e citoplasmática nos neurônios, 

conforme descrito na literatura. Mesmo aparentando preservadas (B,E,H) todas as regiões nos grupos ELTM apresentaram 

perda neuronal. A camada CA2, apesar de descrita como preservada pela literatura, pode apresentar grave redução da 

densidade neuronal (F). A redução da densidade na camada granular, geralmente moderada, também pode ser grave (C). A 

barra em I indica 100µm. 
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Figura 6. Densidades neuronais (à esquerda) e porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-NeuN (à direita) 

em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal 

leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença 

entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD.  
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Figura 7. Densidades neuronais (à esquerda) e porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-NeuN (à direita) 

em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal 

leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença 

entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD.  
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Figura 8. Densidades neuronais (à esquerda) e porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-NeuN (à direita) 

em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal 

leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença 

entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD.  
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Figura 9. Secções hipocampais de casos do grupo 

controle marcadas com anticorpo anti-NeuN na fascia 

dentata (A), CA4 (B), CA3 (C), CA2 (D), CA1 (E), 

prosubículo (F) e subículo (G). A barra em G indica 

200µm. 
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Figura 10. Secções hipocampais de casos do grupo volume 

normal marcadas com anticorpo anti-NeuN na fascia dentata 

(A), CA4 (B), CA3 (C), CA2 (D), CA1 (E), prosubículo (F) 

e subículo (G). A barra em G indica 200µm. 
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Figura 11. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia 

leve marcadas com anticorpo anti-NeuN na fascia dentata 

(A), CA4 (B), CA3 (C), CA2 (D), CA1 (E), prosubículo (F) 

e subículo (G). A barra em G indica 200µm. 
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Figura 12. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia 

grave marcadas com anticorpo anti-NeuN na fascia dentata 

(A), CA4 (B), CA3 (C), CA2 (D), CA1 (E), prosubículo (F) 

e subículo (G). A barra em G indica 200µm. 
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Figura 13. Secções hipocampais de casos do grupo 

tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-NeuN na 

fascia dentata (A), CA4 (B), CA3 (C), CA2 (D), CA1 (E), 

prosubículo (F) e subículo (G). A barra em G indica 200µm. 
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4.4. Astrocitose 

O anticorpo anti-GFAP marcou principalmente células ricas em prolongamentos filiformes de 

disposição radial, em concordância com a morfologia de astrócitos (Figura 14). Como em 

muitos casos a expressão de GFAP foi muito intensa, e considerando-se que a espessura das 

secções é suficiente para permitir que corpos de astrócitos sobreponham-se, a avaliação da 

astrogliose foi realizada através da porcentagem de área marcada. 

A expressão da proteína GFAP, marcadora de astrócitos reativos, apresentou-se 

aumentada, em relação ao grupo Ctrl, em todas as regiões dos grupos ELTM e na fascia 

dentata, hilo e CA4 do grupo TD (Figuras 15-21). Houve aumento da área marcada em todos 

os grupos ELT nas camadas molecular externa (Ctrl=93, VN=1207, AL=1481, AG=1899, 

TD=916; p<0,001), molecular interna (Ctrl=152, VN=1384, AL=1451, AG=1802, TD=1382; 

p<0,001), granular (Ctrl=546±104, VN=1352±82, AL=1404±119, AG=1517±82, 

TD=1336±137; p<0,001), hilo (Ctrl=703, VN=2066, AL=2176, AG=2174, TD=2177; 

p<0,001) e CA4 (Ctrl=249, VN=1805, AL=1935, AG=2053, TD=1683; p<0,001). Os grupos 

ELTM apresentaram aumento significativo da expressão de GFAP, em relação ao Ctrl, em 

CA3 (Ctrl=154, VN=1501, AL=1425, AG=1587, TD=817; p<0,001), CA2 (Ctrl=115, 

VN=1209, AL=1380, AG=1370, TD=377; p<0,001) e subículo (Ctrl=4, VN=625, AL=526, 

AG=616, TD=237; p<0,001) e em relação aos grupos Ctrl e TD em CA1 (Ctrl=52, VN=2026, 

AL=2183, AG=2291, TD=234; p<0,001) e prosubículo (Ctrl=30, VN=1697, AL=2035, 

AG=2102, TD=499; p<0,001). Os grupos com atrofia na RNM (AL e AG) e o grupo TD 

apresentaram maior área marcada em relação ao grupo Ctrl na camada subgranular 

(Ctrl=1719, VN=2298, AL=2369, AG=2376, TD=2417; p<0,001). 
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Figura 14. Imagens representativas da imunohistoquímica para GFAP em secções hipocampais de pacientes com ELT. 

Observar a variação do tamanho dos astrócitos (A,C). Ainda, a reação astrocítica pode ser tão alta que a quantidade de 

prolongamentos dificulta a individualização das células, principalmente quando a marcação do soma apresenta mesmo nível 

de cinza dos prolongamentos (D). Em B é possível observar partes de um vaso envolto pelos prolongamentos perivasculares 

dos astrócitos. As regiões das fotos são camada granular (A), subículo (B), hilo (C) e prosubículo (D). A barra em D indica 

100µm. 
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Figura 15. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-GFAP em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com 

ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia 

hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são 

indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; 

e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 16. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo 

anti-GFAP em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e 

volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia 

hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave 

(AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o 

grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo 

marcado e o grupo TD. 

 

 



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II, AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT    
_____________________________________________________________________________________________________ 

_______________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 
 

43

Figura 17. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com anticorpo anti-GFAP na fascia dentata (A), hilo 

(B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 18. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com anticorpo anti-GFAP na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 19. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com anticorpo anti-GFAP na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 20. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com anticorpo anti-GFAP na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 21. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-GFAP na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 

E F

C D

G H

BA 



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II e AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT 
________________________________________________________________________________________________ 
 

________________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 

48

4.5. Microgliose 

O anticorpo contra HLA-DR marcou principalmente células pequenas, com muitas 

ramificações irregulares e soma variando de evidente a pouco distinguível dos 

prolongamentos (Figura 22 A,B,F). Apenas em um caso foram observadas células 

arredondadas e sem prolongamentos (Figura 22 C). Em ambos os casos, estas células eram 

menores do que as marcadas pelo anticorpo anti-GFAP. Apesar de o anticorpo utilizado 

apresentar a ressalva de marcar também vasos (Figura 22 E), estes foram pouco marcados e, 

quando existentes, não foram incluídos na área amostral. Nos casos ELT foram também 

observados alguns neurônios marcados pelo anticorpo, porém com uma marcação muito 

tênue, que nunca foi captada pelo limiar (Figura 22 D). Além de micróglias, este anticorpo 

também marca macrófagos. Nas avaliações, não foi possível separar por morfologia 

macrófagos de micróglias. Por convenção, entretanto, chamaremos as células marcadas pelo 

anticorpo de micróglias. 

A área imunopositiva para a proteína HLA-DR, marcadora de micróglias reativas, 

apresentou-se aumentada, em relação ao grupo Ctrl, em todas as regiões dos grupos ELTM e 

na camada molecular externa do grupo TD (Figuras 25-29). Houve aumento da área marcada 

(µm2) em todos os grupos ELT na camada molecular externa (Ctrl=7, VN=51, AL=53, 

AG=75, TD=39; p<0,001). Na camada molecular interna os grupos ELTM apresentaram 

maior área que o Ctrl e o grupo VN apresentou maior área positiva do que o grupo TD 

(Ctrl=10, VN=69, AL=60, AG=71, TD=28; p<0,001). Todos os grupos ELTM apresentaram 

maior área do que o grupo Ctrl na camada granular (Ctrl=14, VN=97, AL=96, AG=70, 

TD=63; p<0,001), CA4 (Ctrl=8, VN=55, AL=68, AG=61, TD=39; p<0,001), CA3 (Ctrl=12, 

VN=103, AL=88, AG=107, TD=35; p<0,001), CA2 (Ctrl=10, VN=97, AL=52, AG=82, 

TD=30; p<0,001) e prosubículo (Ctrl=3, VN=42, AL=45, AG=45, TD=20; p<0,001). Na 

camada subgranular apenas os grupos VN e AG apresentaram diferença em relação ao Ctrl 

(Ctrl=25, VN=134, AL=77, AG=150, TD=96; p=0,002). No hilo o grupo AL apresentou 

aumento comparado com o grupo Ctrl (Ctrl=18, VN=55, AL=76, AG=57, TD=61; p=0,042). 

Em CA1 todos os grupos ELTM apresentaram aumento em relação ao Ctrl e o grupo AG 

apresentou aumento em relação ao grupo TD (Ctrl=11, VN=63, AL=48, AG=81, TD=21; 
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p<0,001). No subículo apenas o grupo AG apresentou aumento em relação ao Ctrl (Ctrl=8, 

VN=24, AL=15, AG=39, TD=15; p=0,004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Imagens representativas da imunohistoquímica para HLA-DR em secções hipocampais de pacientes com ELT (A-

E) e do grupo Ctrl (F). Com exceção da região CA3 de um caso (C), onde as células marcadas apresentaram soma 

arredondado e não possuíam prolongamentos, todas as micróglias marcadas pelo anticorpo apresentaram soma mais afilado, 

muitas vezes da mesma espessura dos prolongamentos. Em D notam-se células com morfologia neuronal marcadas 

fracamente pelo anticorpo anti-HLA-DR (alguns indicados por setas). Em E notar que este anticorpo por vezes marca vasos. 

As micróglias raramente apresentam delimitação clara, como visto em F, sendo difícil definir os limites de cada célula. Nas 

imagens temos as regiões granular (A,D), CA4 (C) e CA3 (B). A barra em F indica 100µm. 

C D

A B

E F



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II e AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT 
________________________________________________________________________________________________ 
 

________________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 

50

CA4

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

aaa

Camada Subgranular

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

aa

Camada Granular

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

aaa

Hilo

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

a

Camada Molecular Externa

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

aaaa

Camada Molecular Interna

Po
rc

en
ta

ge
m

 d
e 

ár
ea

 m
ar

ca
da

TDAGALVNCtrl

40

30

20

10

0

aaa,e

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 23. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-HLA-DR em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e 

com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia 

hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são 

indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; 

e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 24. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo 

anti-HLA-DR em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT 

e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia 

hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave 

(AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o 

grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo 

marcado e o grupo TD. 
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Figura 25. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com anticorpo anti-HLA-DR na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 26. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com anticorpo anti-HLA-DR na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 27. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com anticorpo anti-HLA-DR na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 

E F

C D

G H

BA 



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II, AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT    
_____________________________________________________________________________________________________ 

_______________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 
 

55

Figura 28. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com anticorpo anti-HLA-DR na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 29. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-HLA-DR na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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4.6. Metalotioneínas I e II 

A imunohistoquímica para marcação das MT-I/II revelou marcação nuclear e citoplasmática 

homogênea da proteína principalmente em células com morfologia astroglial (Figura 30 A-F). 

A dupla marcação confirmou a expressão de MT-I/II em astrócitos (Figura 31). Encontramos 

células com morfologia neuronal com marcação tênue em dois casos do grupo controle 

(Figura 30 E,F). Além da marcação celular, foi observada marcação extracelular, 

principalmente ao redor de células com morfologia astroglial fortemente marcadas. 

Houve aumento da marcação, em relação ao grupo Ctrl, em várias regiões dos grupos 

com ELT, com um padrão de aumento apenas em regiões naturalmente sem neurônios 

(camadas molecular externa, interna e subgranular) nos grupos ELT e nos estratos piramidais 

dos grupos ELTM (Figuras 32-38). Na camada molecular externa houve aumento da área 

marcada nos grupos VN, AG e TD em relação ao Ctrl (Ctrl=550±139, VN=1347±151, 

AL=1036±155, AG=1333±188, TD=1238±175; p=0,004). Na camada molecular interna do 

grupo TD houve maior área marcada em relação ao Ctrl (Ctrl=625, VN=1650, AL=1346, 

AG=1527, TD=2099; p=0,019). Não houve alteração na área expressando MT-I/II na camada 

granular (Ctrl=699±146, VN=1204±130, AL=1033±129, AG=1230±163, TD=1180±168; 

p=0,076). Todos os grupos ELT apresentaram aumento da área marcada em relação ao grupo 

Ctrl na camada subgranular (Ctrl=277, VN=2217, AL=1611, AG=2162, TD=2136; p<0,001). 

Os grupos ELTM apresentaram aumento da área marcada em relação ao grupo Ctrl no hilo 

(Ctrl=180, VN=869, AL=558, AG=1064, TD=956; p=0,002). Em CA4, o grupo AG 

apresentou aumento da área marcada em relação ao Ctrl (Ctrl=287, VN=851, AL=679, 

AG=1159, TD=405; p=0,03). Os grupos com atrofia apresentaram maior área expressando 

MT do que o grupo controle em CA3 (Ctrl=675±159, VN=1300±185, AL=1395±165, 

AG=1431±218, TD=1008±242; p=0,03) e CA2 (Ctrl=478, VN=1602, AL=1754, AG=1850, 

TD=872; p=0,005). Em CA1, todos os grupos ELTM apresentaram maior área marcada do 

que o grupo Ctrl e o grupo VN apresentou maior área em relação ao grupo TD 

(Ctrl=777±180, VN=1778±140, AL=1455±150, AG=1742±163, TD=1050±213; p<0,001) No 

prosubículo o grupo VN apresentou maior marcação do que o Ctrl (Ctrl=842±189, 

VN=1656±180, AL=1580±162, AG=1593±164, TD=1141±202; p=0,005). No subículo, o 
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grupo AG apresentou maior área marcada do que o grupo Ctrl (Ctrl=780±135, 

VN=1384±181, AL=1434±164, AG=1823±154, TD=1143±212; p=0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Imagens representativas da imunohistoquímica para MT-I/II em secções hipocampais de pacientes com ELT (A-

D) e do grupo Ctrl (E-F). Observar que as células marcadas apresentam formas e tamanhos compatíveis com astrócitos. Em 

raros casos, apenas dentro do grupo controle, observam-se células maiores, com morfologia de neurônios piramidais (E) ou 

internerônios hilares (F) levemente marcados pelo anticorpo. Ainda, o meio extracelular pode apresentar diferentes níveis de 

marcação, como visto nas imagens de CA1 de diferente pacientes (C e D). Esta marcação é compatível com a liberação de 

metalotioneínas no meio por astrócitos. Nas imagens temos camada molecular interna (A), subículo (B,E), CA1 (C,D) e hilo 

(F). A barra em F indica 100µm. 
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Figura 31. Colocalização de MT-I/II (verde) com GFAP (vermelho) no grupo Ctrl (A) e ELT (B). Observar que no grupo 

ELT há aumento da marcação para MT-I/II nos astrócitos do grupo ELT comparados com os do grupo Ctrl. Assim como na 

peroxidase, a marcação para MT-I/II, além do soma, também é visível dentro do núcleo das células (azul), assim como nos 

prolongamentos proximais. A barra em B indica 50 µm. 
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Figura 32. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-MT-I/II em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e 

com ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia 

hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são 

indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; 

e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 33. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo 

anti-MT-I/II em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e 

volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal 

leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, Box 

preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box 

hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os outliers pelos 

triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o 

grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 34. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com anticorpo anti-MT-I/II na fascia dentata (A), hilo 

(B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 35. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com anticorpo anti-MT-I/II na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 36. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com anticorpo anti-MT-I/II na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 37. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com anticorpo anti-MT-I/II na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 38. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-MT-I/II na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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4.7. Aquaporina 4 

A imunohistoquímica para detecção de AQP4 revelou diferenças de padrão de expressão entre 

o grupo Ctrl e os demais grupos (Figuras 39). No Ctrl, a AQP4 encontra-se principalmente 

nos pés perivasculares dos astrócitos (Figura 39 A), dando ao vaso pouca definição (Figura 39 

C). Ainda, houve algumas células com morfologia astroglial com soma marcado, 

principalmente no estrato piramidal do subículo e no hilo e camadas moleculares (Figura 39 

E). Nos grupos ELT, o endotélio dos vasos estava mais marcado (Figura 39 D), sendo raro 

encontrar pés perivasculares marcados. Em poucos casos encontrou-se soma de astrócitos 

marcados, sendo que nestes casos encontrou-se menor quantidade de astrócitos na secção 

(Figura 39 F). A marcação de fundo também se encontra mais homogênea nos grupos ELT 

(Figura 39 B,D,F). A dupla marcação mostrou maior definição da marcação endotelial no 

grupo ELT (Figura 40 B) e presença de AQP4 em astrócitos (Figura 40 A). 

Não houve diferença na área marcada por AQP4 entre os grupos na camada molecular 

externa (Ctrl=98, VN=56, AL=114, AG=68, TD=71; p=0,452), camada molecular interna 

(Ctrl=86, VN=56, AL=73, AG=69, TD=76; p=0,430), camada granular (Ctrl=183, VN=123, 

AL=195, AG=184, TD=214; p=0,344), CA3 (Ctrl=224, VN=108, AL=234, AG=156, 

TD=173; p=0,671), CA2 (Ctrl=159, VN=125, AL=149, AG=208, TD=222; p=0,714), 

prosubículo (Ctrl=261, VN=257, AL=136, AG=176, TD=234; p=0,391) e subículo (Ctrl=253, 

VN=221, AL=148, AG=137, TD=161; p=0,074). Houve redução da área marcada na camada 

subgranular dos grupos VN e AG em relação ao Ctrl (Ctrl=319, VN=81, AL=127, AG=89, 

TD=161; p=0,011). No hilo dos grupos VN e AL houve redução da marcação em comparação 

com o Ctrl (Ctrl=179, VN=62, AL=78, AG=62, TD=135; p=0,002). Em CA4 dos grupos VN, 

AG e TD houve menor área marcada do que o Ctrl (Ctrl=194, VN=63, AL=97, AG=75, 

TD=88; p=0,001). Em CA1 do grupo AG houve redução da área marcada em relação ao Ctrl 

(Ctrl=176, VN=70, AL=89, AG=67, TD=249; p=0,009). 
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Figura 39. Imagens representativas da imunohistoquímica para AQP4 em secções hipocampais de pacientes com ELT 

(B,D,F) e do grupo Ctrl (A,C,E). Em vista geral, nota-se o contraste entre a marcação heterogênea no grupo Ctrl (A) e a 

marcação mais homogênea e forte do grupo ELT (B). Os vasos, que aparecem bem definidos nos grupos ELT (D), são mais 

claros e menos distintos no grupo Ctrl (C). A marcação nos corpos dos astrócitos é comum no grupo controle, onde estas 

células apresentam marcação dispersa em todos os prolongamentos, definindo o formato dos astrócitos protoplasmáticos 

ainda melhor do que o GFAP (E). Nos grupos ELT, os astrócitos são mais raramente observados e a marcação revela formato 

que lembra os astrócitos fibrosos da substância branca (F). Nas imagens temos camada granular (A,B), CA1 (C), CA2 (D) e 

subículo (E,F). A barra em F indica 100µm. 
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Figura 40. Colocalização de AQP4 (vermelho) com GFAP (verde) no hilo do grupo Ctrl (A) e na camada granular do grupo 

ELT (B). Observar que no grupo ELT há maior marcação perivascular (setas em B) quando comparados com o grupo Ctrl 

(seta pequena em A). Pode-se observar que em vasos de maior calibre (seta grande em A) a marcação é bem mais tênue do 

que nos capilares e vasos menores (seta pequena em A). Comparando-se ELT (B) e Ctrl (A) pode-se observar que a marcação 

de fundo de AQP4 em B é mais homogênea e fracamente marcada, enquanto em A observam-se pontos vermelhos mais 

intensos no fundo. 
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Figura 41. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-AQP4 em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com 

ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia 

hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são 

indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; 

e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 42. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo 

anti-AQP4 em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e 

volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia 

hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave 

(AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o 

grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo 

marcado e o grupo TD. 
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Figura 43. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com anticorpo anti-AQP4 na fascia dentata (A), hilo 

(B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 44. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com anticorpo anti-AQP4 na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 45. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com anticorpo anti-AQP4 na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 46. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com anticorpo anti-AQP4 na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 47. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-AQP4 na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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4.8. Condroitin Sulfato 

O anticorpo para condroitin sulfato marcou principalmente o meio extracelular, mas também 

o citoplasma de algumas células com morfologia de neurônios e astrócitos (Figura 48). No 

meio extracelular, o anticorpo revelou a presença de fibras finas de condroitin sulfato em 

todas as regiões, com grande concentração em regiões ricas em fibras (Figura 48 A-C,E). Em 

geral, estas fibras são pouco visíveis nos controles e bem definidas e mais espessas nos 

pacientes com ELT. Ainda, em ambos há maior concentração de fibras nas regiões axonais, 

notadamente nas fibras mielínicas que originarão o fórnix e nas fibras da via perfurante 

(Figura 48 F). Quanto às células, os neurônios apresentam marcação tênue em todos os 

grupos, principalmente nos neurônios piramidais de CA1, prosubículo e parte dos neurônios 

do subículo (Figura 48 A-C). As células astrogliais marcadas aparecem principalmente em 

CA1 dos pacientes com ELT, sendo raras em outras regiões (Figura 48 D). O limiar definido 

para a avaliação do anticorpo anti-CS-56 excluiu a maioria da marcação neuronal, que era 

demasiadamente tênue e muitas vezes confundia-se com a marcação de fundo. Este limiar 

incluiu os neurônios com marcação mais forte, todas as células astrogliais marcadas (cuja 

marcação é normalmente mais forte que a neuronal) e as fibras do meio extracelular. 

Houve aumento da área imunopositiva para CS-56 em várias regiões dos grupos 

ELTM em relação aos grupos Ctrl e TD (Figuras 49-55). Na camada molecular externa o 

grupo VN apresentou área imunopositiva maior que o grupo Ctrl (Ctrl=27, VN=142, AL=94, 

AG=157, TD=33; p=0,005). Na camada molecular interna o grupo VN apresentou maior área 

que os grupos Ctrl e TD (Ctrl=38, VN=121, AL=78, AG=91, TD=20; p=0,012). Na camada 

granular, o grupo VN apresentou área maior que o grupo TD (Ctrl=40, VN=148, AL=58, 

AG=78, TD=31; p=0,017). O grupo AL apresentou maior área imunopositiva que o grupo 

Ctrl em CA4 (Ctrl=46, VN=271, AL=491, AG=322, TD=309; p=0,029) e CA3 (Ctrl=81, 

VN=429, AL=579, AG=270, TD=147; p=0,024). O grupo VN apresentou maior área do que 

os grupos Ctrl e TD em CA2 (Ctrl=102, VN=443, AL=264, AG=207, TD=60; p<0,001) e 

CA1 (Ctrl=81, VN=402, AL=228, AG=204, TD=66; p<0,001). No prosubículo, todos os 

grupos ELTM apresentaram áreas imunopositivas maiores que o grupo Ctrl e o grupo VN 

apresentou área maior que o grupo TD (Ctrl=40, VN=325, AL=210, AG=328, TD=85; 
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p<0,001). Os grupos VN e AL apresentaram maior área que os grupos Ctrl e TD no subículo 

(Ctrl=62, VN=791, AL=1054, AG=1595, TD=173; p<0,001). Não houve diferença entre os 

grupos na camada subgranular (Ctrl=90, VN=289, AL=126, AG=150, TD=103; p=0,114) e 

hilo (Ctrl=72, VN=283, AL=177, AG=268, TD=203; p=0,137). 
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Figura 48. Imagens representativas da imunohistoquímica para CS em secções hipocampais de pacientes com ELT. Os 

neurônios, quando marcados, apresentam tênue marcação (A), embora por vezes possam ser fortemente marcados (B,C). A 

marcação neuronal concentra-se principalmente no soma, mas não são raras marcações em dendritos apicais (A,B) ou basais 

(C). Os astrócitos apresentam marcação estritamente somática (D) e em nenhum caso foi observada marcação no núcleo ou 

prolongamentos destas células. Na região CA4 (E) é comum encontrar grande emaranhado de fibras positivas para CS-56, 

sendo que estas seguem o padrão da via camada granular-CA3. Em F, nota-se a grande marcação da via perfurante (seta). Nas 

imagens temos subículo (A), prosubículo (B), hilo (C), CA1 (D), CA4 (E) e CA2 (F). A barra em E indica 100µm e vale para 

as figuras A-E e em F indica 200µm. 
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Figura 49. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo anti-CS-56 em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com 

ELT e volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia 

hipocampal grave (AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são 

indicadas pelos círculos e os outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; 

e indica diferença entre o grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 50. Porcentagem de área amostral marcada pelo anticorpo 

anti-CS-56 em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e 

volume hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia 

hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave 

(AG, Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia 

(TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o 

grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o grupo 

marcado e o grupo TD. 
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Figura 51. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com anticorpo anti-CS-56 na fascia dentata (A), hilo 

(B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 52. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com anticorpo anti-CS-56 na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 53. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com anticorpo anti-CS-56 na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 54. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com anticorpo anti-CS-56 na fascia dentata (A), 

hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 55. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com anticorpo anti-CS-56 na fascia dentata 

(A), hilo (B), CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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4.9. Ácido Hialurônico 

A proteína ligante de ácido hialurônico marcou apenas o meio extracelular, de forma não-

homogênea (Figura 56). No hilo, foi freqüentemente observado um padrão com algumas 

regiões mais escuras e outras mais claras. O nível de cinza foi o mesmo em quase todas as 

camadas, exceto pela camada granular e subículo, que apresentaram níveis de cinza menores 

que as demais. Como a camada granular apresentou o menor nível de cinza no grupo Ctrl, o 

valor desta foi subtraído das demais, caso a caso, visando excluir inespecificidades entre os 

ensaios histoquímicos. 

A avaliação do nível de cinza de HABP (Figuras 57-63) revelou redução na camada 

subgranular do grupo AG em relação ao grupo controle (Ctrl=26±4; VN=18±2; AL=18±1; 

AG=11±2; TD=19±5; p=0,021). Não foram observadas diferenças entre nenhum grupo na 

camada molecular externa (Ctrl=20±5, VN=18±4, AL=16±2, AG=17±3, TD=22±5; p=0,863), 

camada molecular interna (Ctrl=14±4, VN=7±2, AL=7±1, AG=5±1, TD=11±4; p=0,092), 

hilo (Ctrl=16±3, VN=14±2, AL=10±2, AG=7±3, TD=13±4; p=0,242), CA4 (Ctrl=9±4, 

VN=14±4, AL=13±2, AG=10±1, TD=13±6; p=0,7), CA3 (Ctrl=4±2, VN=13±5, AL=24±9, 

AG=6±9, TD=8±5; p=0,086), CA2 (Ctrl=3, VN=11, AL=17, AG=5, TD=3; p=0,395), CA1 

(Ctrl=10±5, VN=28±8, AL=22±4, AG=15±5, TD=14±5; p=0,171), prosubículo (Ctrl=4, 

VN=11, AL=8, AG=10, TD=5; p=0,536) e subículo (Ctrl=0, VN=1, AL=-2, AG=-4, TD=6; 

p=0,056). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Imagens representativas da histoquímica com HABP em secções hipocampais de pacientes com ELT. Em A 

observar o padrão disperso do ácido hialurônico na matriz. Apesar de o padrão de expressão ser disperso, muitas vezes há 

heterogeneidade, com concentração em alguns pontos dentro de uma região (B). Nas imagens temos fascia dentata (A) e hilo 

(B). A barra em B indica 100µm e vale para as figuras A-E e em F indica 100µm. 

A B



Estudo do padrão de gliose, da expressão de MT-I/II e AQP4 e da MEC no hipocampo de pacientes com ELT 
________________________________________________________________________________________________ 
 

________________________________________________________________ Dissertação - José Eduardo Peixoto-Santos 

88

Hilo

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

CA4

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

CA3

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

CA3

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

Camada Subgranular

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

a

Hilo

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

Camada Molecular Externa

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

Camada Molecular Interna

N
ív

el
 d

e 
C

in
za

TDAGALVNCtrl

80

60

40

20

0

-20

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57. Nível de cinza da marcação da proteína HABP em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e volume 

hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, 

Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. a sobre os Box indica diferença entre o grupo marcado e o grupo Ctrl; e indica diferença entre o 

grupo marcado e o grupo TD. 
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Figura 58. Nível de cinza da marcação da proteína HABP em pacientes controle (Ctrl, Box branco) e com ELT e volume 

hipocampal normal (VN, Box cinza-claro), atrofia hipocampal leve (AL, Box cinza-escuro), atrofia hipocampal grave (AG, 

Box preto) ou com tumor ou displasia associados à epilepsia (TD, Box hachurado). Médias são indicadas pelos círculos e os 

outliers pelos triângulos. 
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Figura 59. Secções hipocampais de casos do grupo controle marcadas com HABP na fascia dentata (A), hilo (B), CA4 (C), 

CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm.  
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Figura 60. Secções hipocampais de casos do grupo volume normal marcadas com HABP na fascia dentata (A), hilo (B), 

CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 61. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia leve marcadas com HABP na fascia dentata (A), hilo (B), CA4 

(C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 62. Secções hipocampais de casos do grupo atrofia grave marcadas com HABP na fascia dentata (A), hilo (B), CA4 

(C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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Figura 63. Secções hipocampais de casos do grupo tumor/displasia marcadas com HABP na fascia dentata (A), hilo (B), 

CA4 (C), CA3 (D), CA2 (E), CA1 (F), prosubículo (G) e subículo (H). A barra em H indica 200µm. 
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4.10. Correlações 

Visto que não houve diferenças entre os grupos VN, AL e AG, estes grupos foram agrupados 

em um grupo único (ELTM) para avaliação das correlações entre as variáveis estudadas. Uma 

exceção foi feita para a avaliação morfométrica, que por ser o grande foco do estudo foi 

avaliada no agrupamento maior (ELTM) e em cada um dos grupos que o constituiu (i.e., VN, 

AL e AG). 

 

4.10.1. Morfometria, populações celulares e demais proteínas avaliadas 

Grupo ELTM: observaram-se correlações positivas entre o volume total do hipocampo 

ipsilateral e densidade neuronal (r=0,405, p=0,000673, n=67) e a área amostral imunopositiva 

pelo anticorpo anti-NeuN (r=0,451, p=0,000126, n=67) na região CA1. Em relação à área 

hipocampal média vista na RNM, tanto total como apenas do corpo hipocampal, não houve 

correlação entre esta e a densidade neuronal ou a área marcada por NeuN. Não houve 

correlações significativas entre a área da secção e a densidade ou área marcada por NeuN no 

grupo ELTM. 

O volume do corpo do hipocampo ipsilateral correlacionou-se positivamente com o 

nível de cinza de HABP no prosubículo (r=0,501; p=0,04; n=17). A área total do hipocampo 

correlacionou-se positivamente com os níveis de cinza de HABP na camada subgranular 

(r=0,587; p=0,00646; n=20). A área do corpo hipocampal correlacionou-se positivamente 

com o nível de cinza na camada subgranular (r=0,545; p=0,0128; n=20), hilo (r=0,462; 

p=0,0459; n=19) e prosubículo (r=0,547; p=0,0228; n=17).  

Não foram observadas correlações entre os parâmetros morfométricos e as áreas 

imunopositivas para GFAP, MT, AQP4, HLA-DR e CS. 

Grupo VN: houve correlação positiva entre o índice de atrofia e a densidade neuronal 

na camada granular (r=0,442; p=0,0306; n=24) e negativa entre o índice de atrofia e a área 

imunopositiva para NeuN no subículo (r=-0,53; p=0,0136; n=21). A densidade neuronal em 

CA2 correlacionou-se positivamente com o volume do hipocampo ipsilateral (r=0,432; 

p=0,0443; n=22). 

A área imunopositiva para GFAP correlacionou-se negativamente em CA1 com o 

índice de atrofia (r=-0,426; p=0,0377; n=24), positivamente na camada molecular interna com 
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o volume do hipocampo ipsilateral (r=0,415; p=0,0436; n=24) e no prosubículo com a área do 

corpo do hipocampo ipsilateral (r=0,549; p=0,049; n=13). 

A área imunopositiva para HLA-DR correlacionou-se negativamente com o índice de 

atrofia em CA2 (r=-0,594; p=0,0149; n=16), CA1 (r=-0,501; p=0,0244; n=20) e no 

prosubículo (r=-0,673; p=0,029; n=10). A área do corpo do hipocampo ipsilateral 

correlacionou-se negativamente com a área de HLA-DR no subículo (r=-0,7; p=0,0301; n=9) 

e a área do hipocampo ipsilateral correlacionou-se negativamente com a área de HLA-DR no 

hilo (r=-0,574; p=0,0306; n=14). 

Houve correlação negativa entre o volume do hipocampo ipsilateral e a área 

imunopositiva para CS-56 no prosubículo (r=-0,529; p=0,0283; n=17) e no subículo (r=-

0,509; p=0,0358; n=17) e entre o volume do corpo do hipocampo ipsilateral e a área 

imunopositiva para CS-56 no subículo (r=-0,648; p=0,0377; n=10). 

O índice de atrofia correlacionou-se negativamente com o nível de cinza de HABP em 

CA1 (r=-0,7; p=0,0145; n=11). O volume do hipocampo ipsilateral correlacionou-se 

negativamente com o nível de cinza de HABP em CA2 (r=-0,786; p=0,0149; n=8). Houve 

correlação positiva entre a área do hipocampo ipsilateral e o nível de cinza de HABP na 

camada subgranular (r=0,821; p=0,0145; n=7). 

Não houve correlações entre a morfometria e as áreas imunopositivas para MT e 

AQP4. 

Grupo AL: observou-se correlação negativa entre o volume do corpo do hipocampo 

ipsilateral e a densidade neuronal (r=-0,715; p=0; n=20) e área imunopositiva para NeuN (r=-

0,445; p=0,0485; n=20) na camada granular. Houve correlação positiva entre a densidade 

neuronal em CA4 e o índice de atrofia (r=0,568; p=0,0111; n=19). A área imunopositiva para 

NeuN na camada granular correlacionou-se positivamente com a área do hipocampo 

ipsilateral (r=0,546; p=0,0128n=20). 

O volume do hipocampo ipsilateral correlacionou-se positivamente com a área 

imunopositiva para GFAP em CA3 (r=0,549; p=0,049; n=13) e a área do corpo do hipocampo 

ipsilateral correlacionou-se com a área de GFAP em CA1 (r=0,48; p=0,032; n=20). 
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Houve correlação negativa entre o índice de atrofia e a área imunopositiva para MT 

em CA2 (r=-0,697; p=0,00507; n=14) e no prosubículo (r=-0,451; p=0,0399; n=21) e positiva 

entre o volume do corpo do hipocampo ipsilateral e a área de MT em CA3 (r=0,629; 

p=0,0263; n=12). 

A área do hipocampo ipsilateral correlacionou-se positivamente com as áreas 

imunopositivas para AQP4 em CA4 (r=0,733; p=0,0131; n=10) e CA3 (r=0,762; p=0,0212; 

n=8). 

Observaram-se correlações positivas entre o volume do hipocampo ipsilateral e as 

áreas imunopositivas para HLA-DR na camada subgranular (r=0,455; p=0,0381; n=21), hilo 

(r=0,589; p=0,00792; n=19), CA4 (r=0,646; p=0,00882; n=15) e CA3 (r=0,685; p=0,0252; 

n=10). 

A área imunopositiva para CS-56 em CA3 correlacionou-se positivamente com a área 

do corpo do hipocampo ipsilateral (r=0,75; p=0,0158; n=9). 

O nível de cinza de HABP no subículo correlacionou-se negativamente com o índice 

de atrofia (r=-0,615; p=0,0389; n=11). A área do corpo do hipocampo ipsilateral 

correlacionou-se positivamente com os níveis de cinza de HABP na camada subgranular 

(r=0,705; p=0,0186; n=10) e hilo (r=0,787; p=0,00897; n=9). 

Grupo AG: observaram-se correlações negativas entre o volume do corpo do 

hipocampo ipsilateral e a densidade neuronal no prosubículo (r=-0,681; p=0,0252; n=10), 

entre o volume do hipocampo ipsilateral e a densidade neuronal em CA1 (r=-0,451; 

p=0,0452; n=20) e entre a área do hipocampo ipsilateral e a densidade neuronal (r=-0,782; 

p=0,00523; n=10) e área imunopositiva para NeuN (r=-0,636; p=0,0427; n=10) no subículo. 

Houve correlação positiva entre a área de GFAP em CA2 e a área do hipocampo 

ipsilateral (r=0,673; p=0,029; n=10). 

Observaram-se correlações negativas entre a área de AQP4 na camada molecular 

interna e a área do corpo (r=-0,587; p=0,0416; n=12) e total (r=-0,706; p=0,00903; n=12) do 

hipocampo ipsilateral. O índice de atrofia correlacionou-se negativamente com a área 

imunopositiva para AQP4 na camada granular (r=-0,46; p=0,0407; n=20) e em CA3 (r=-

0,608; p=0,0333; n=12). A área imunopositiva na camada subgranular correlacionou-se 
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negativamente com o volume (r=-0,597; p=0,00551; n=20) e a área (r=-0,615; p=0,0308; 

n=12) do hipocampo ipsilateral. 

A área imunopositiva para HLA-DR em CA2 correlacionou-se positivamente com o 

índice de atrofia (r=0,657; p=0,0186; n=12). 

Houve correlação negativa entre a área de CS-56 na camada subgranular e o volume 

do hipocampo ipsilateral (r=-0,485; p=0,0471; n=17) e positiva entre a área de CS-56 em CA1 

e o volume do corpo do hipocampo ipsilateral (r=0,673; p=0,029; n=10). 

Não houve correlação entre o nível de cinza de HABP e as características 

morfométricas. 

 

4.10.2. Populações celulares 

Grupo Ctrl: Observaram-se correlações negativas entre a densidade neuronal em CA4 e a área 

de GFAP em CA2 (r=-0,678; p=0,0361; n=9) e entre a área de NeuN no subículo e a área de 

GFAP no prosubículo (r=-0,731; p=0,0287; n=8) e positivas entre densidade neuronal no 

prosubículo e as áreas imunopositivas para GFAP em CA1 (r=0,829; p=0,0145; n=7) e no 

subículo (r=0,928; p=0,0167; n=6) e entre a área de NeuN em CA4 e as áreas de GFAP na 

camada molecular interna (r=0,817; p=0,00393; n=9) e no subículo (r=0,678; p=0,0361; n=9). 

 Observaram-se correlações positivas entre a densidade neuronal em CA2 e a área de 

HLA-DR no subículo (r=0,762; p=0,0121; n=9) e entre a densidade neuronal no subículo e a 

área de HLA-DR na camada molecular interna (r=0,84; p=0,00199; n=9), camada granular 

(r=0,723; p=0,0248; n=9) e CA1 (r=0,672; p=0,0428; n=9). A área imunopositiva para NeuN 

em CA3 correlacionou-se positivamente com a área de HLA-DR na camada subgranular 

(r=0,667; p=0,0428; n=9). 

A área imunopositiva para HLA-DR em CA4 correlacionou-se positivamente com a 

área de GFAP no hilo (r=0,574; p=0,0158; n=17). Observaram-se correlações positivas entre 

a área de HLA-DR em CA3 e as áreas de GFAP na camada molecular externa (r=0,59; 

p=0,0124; n=17), camada molecular interna (r=0,587; p=0,0128; n=17), camada granular 

(r=0,53; p=0,0283; n=17), camada subgranular (r=0,668; p=0,00313; n=17), hilo (r=0,58; 

p=0,0182; n=16) e CA4 (r=0,492; p=0,0434; n=17). A área de GFAP no hilo correlacionou-se 
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positivamente com a área de HLA-DR em CA2 (r=0,617; p=0,0105; n=16). A área 

imunopositiva para HLA-DR no prosubículo correlacionou-se com as áreas de GFAP na 

camada molecular externa (r=0,689; p=0,00292; p=16), camada molecular interna (r=0,614; 

p=0,011; n=16), hilo (r=0,633; p=0,00834; n=16) e CA2 (r=0,577; p=0,0231; n=15). 

Grupo ELTM: Observamos correlação negativa entre a área imunopositiva para GFAP 

em CA1 e a densidade neuronal na camada granular (r=-0,408, p=0,000668, n=66) e em CA1 

(r=-0,586, p=0,000000239, n=66).  Na região CA1, houve correlação entre a área de NeuN e a 

área de GFAP (r=-0,595, p=0,000000136, n=66). 

Observaram-se correlações negativas entre a área de HLA-DR em CA2 e as áreas de 

NeuN na camada granular (r=-0,55; p=0,000287; n=39), CA4 (r=-0,453; p=0,00431; n=38) e 

CA3 (r=-0,438; p=0,00962; n=34) e entre a área de HLA-DR no hilo e a área de NeuN no 

subículo (r=-0,418; p=0,00168; n=54). 

Observou-se correlação entre as áreas de GFAP e HLA-DR em CA3 (r=0,536; 

p=0,000523; n=38) 

Grupo TD: A densidade neuronal da região granular correlacionou-se negativamente 

com as áreas imunopositivas para GFAP em CA1 (r=-0,589, p=0,0063, n=20) e no 

prosubículo (r=-0,748, p=0, n=17). A densidade da região CA4 correlacionou-se 

negativamente com a área de GFAP no prosubículo (r=-747, p=0, n=16). Houve correlação 

negativa entre a densidade neuronal em CA2 e a área de GFAP em CA3 (r=-0,515, p=0,048, 

n=15) e CA1 (r=-0,637, p=0,00794, n=16). A densidade em CA1 correlacionou-se 

negativamente com a área imunopositiva para GFAP nas camadas molecular externa (r=-

0,464, p=0,045, n=19), molecular interna (r=-0,478, p=0,0382, n=19) e granular (r=-0,563, 

p=0,012, n=19). Observamos correlações negativas entre a densidade neuronal no prosubículo 

e a área de GFAP em CA3 (r=-0,627, p=0,0158, n=14), CA2 (r=-0,645, p=0,00882, n=15) e 

CA1 (r=-0,495, p=0,0423, n=17). Houve correlação negativa entre a densidade neuronal no 

subículo e a área de GFAP em CA3 (r=-0,648, p=0,0115, n=14) e CA2 (r=-0,704, p=0,00302, 

n=15). A área imunopositiva para NeuN na camada granular correlacionou-se negativamente 

com a área de GFAP no prosubículo (r=-0,566, p=0,0175, n=17). Observamos correlação 

negativa entre a área de NeuN em CA3 e a área de GFAP em CA2 (r=-0,632, p=0,011, n=15). 
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A área de NeuN no subículo correlacionou-se com a área de GFAP em CA4 (r=-0,509, 

p=0,0428, n=16). 

Observou-se correlação positiva entre área de NeuN no prosubículo e área de HLA-

DR em CA4 (r=0,539; p=0,0367; n=15). 

A área imunopositiva para GFAP na camada granular correlacionou-se negativamente 

com as áreas de HLA-DR na camada molecular externa (r=-0,493; p=0,0316; n=19), camada 

granular (r=-0,472; p=0,0407; n=19), CA2 (r=-0,562; p=0,023; n=16) e CA1 (r=-0,458; 

p=0,0478; n=19). A área de GFAP na camada subgranular correlacionou-se negativamente 

com as áreas de HLA-DR na camada molecular externa (r=-0,511; p=0,0253; n=19) e CA2 

(r=-0,509; p=0,0428; n=16). Observaram-se correlações negativas entre a área de GFAP no 

hilo e as áreas de HLA-DR na camada molecular externa (r=-0,549; p=0,0149; n=19), camada 

granular (r=-0,489; p=0,033; n=19) e CA2 (r=-0,556; p=0,0247; n=16).  A área de GFAP em 

CA2 correlacionou-se positivamente com a área de HLA-DR em CA1 (r=0,646; p=0,00882; 

n=15). A área imunopositiva para GFAP em CA1 correlacionou-se positivamente com as 

áreas imunopositivas para HLA-DR em CA1 (r=0,542; p=0,0164; n=19) e no prosubículo 

(r=0,623; p=0,0167; n=14). Houve correlação positiva entre a área de GFAP no prosubículo e 

a área de HLA-DR na camada molecular interna (r=0,519; p=0,0376; n=16). 

 

4.10.3. Metalotioneínas I/II e populações celulares 

Grupo Ctrl: Observaram-se correlações positivas entre a densidade neuronal em CA4 e as 

áreas de MT em CA1 (r=0,712; p=0,0248; n=9) e no prosubículo (r=0,83; p=0,00526; n=8) e 

entre a área imunopositiva para NeuN em CA2 e as áreas de MT na camada granular 

(r=0,667; p=0,0428; n=9), no hilo (r=0,81; p=0,0096; n=8) e no subículo (r=0,8; p=0,00625; 

n=9). A densidade neuronal em CA1 correlacionou-se negativamente com a área de MT no 

subículo (r=-0,781; p=0,0149; n=8). 

Não houve correlação entre as áreas de GFAP e HLA-DR com as áreas de MT. 

Grupo ELTM: Não foram observadas correlações entre a área de MT e as áreas de GFAP, 

HLA-DR, NeuN ou a densidade neuronal neste grupo. 
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Grupo TD: Observou-se correlação positiva entre a densidade neuronal em CA3 e a 

área imunopositiva para MT na camada molecular externa (r=0,55, p=0,0325, n=15), no hilo 

(r=0,531, p=0,034, n=16), em CA4 (r=0,507, p=0,0442, n=16), CA2 (r=0,516, p=0,048, 

n=15), CA1 (r=0,562, p=0,023, n=16) e no prosubículo (r=0,547, p=0,0339, n=15). A área 

imunopositiva para NeuN em CA4 correlacionou-se positivamente com as áreas de MT na 

camada molecular externa (r=0,505, p=0,0378, n=17), granular (r=0,618, p=0,00811, n=17), 

subgranular (r=0,706, p=0,0013, n=17), hilo (r=0,641, p=0,00408, n=18), CA4 (r=0,6, 

p=0,0107, n=17), CA3 (r=0,638, p=0,00756, n=16), CA2 (r=0,543, p=0,0353, n=15), CA1 

(r=0,488, p=0,0391, n=18) e no prosubículo (r=0,538, p=0,0449, n=14). Houve correlação 

positiva entre a área de NeuN em CA3 e a área de MT nas camadas molecular externa 

(r=0,586, p=0,0211, n=15), molecular interna (r=0,65, p=0,00832, n=15), granular (r=0,614, 

p=0,0143, n=15) e subgranular (r=0,6, p=0,0175, n=15). A área marcada por NeuN no 

prosubículo correlacionou-se positivamente com a área marcada por MT na camada molecular 

interna (r=0,529, p=0,034, n=16), camada granular (r=0,506, p=0,0442, n=16), camada 

subgranular (r=0,638, p=0,00756, n=16), hilo (r=0,586, p=0,0133, n=17) e em CA3 (r=0,556, 

p=0,0373, n=14). Observamos correlação positiva entre a área de NeuN no subículo e as áreas 

de MT em CA1 (r=0,564, p=0,0146, n=18) e no subículo (r=0,532, p=0,0274, n=17). 

Quanto à área imunopositiva para GFAP, apenas no subículo ela correlacionou-se 

positivamente com a área de MT na camada granular (r=0,559, p=0,0238, n=16). 

A área imunopositiva para MT na camada molecular interna correlacionou-se 

negativamente com a área imunopositiva para HLA-DR em CA1 (r=-0,47; p=0,0483; n=18). 

 

4.10.4. Aquaporina 4 e populações celulares. 

Grupo Ctrl: observou-se correlação negativa entre a área de AQP4 na camada molecular 

interna e a densidade neuronal no subículo (r=-0,74; p=0,02; n=9). A área imunopositiva para 

AQP4 em CA3 correlacionou-se positivamente com as áreas de NeuN em CA3 (r=0,75; 

p=0,0158; n=9), CA2 (r=0,683; p=0,0361; n=9) e CA1 (r=0,786; p=0,0149; n=8). A área 

imunopositiva para NeuN em CA1 correlacionou-se positivamente com a área para AQP4 na 

camada granular (r=0,717; p=0,0248; n=9) e no prosubículo (r=0,738; p=0,0287; n=8). A área 
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de NeuN no prosubículo correlacionou-se positivamente com a área de AQP4 na camada 

molecular externa (r=0,75; p=0,0384; n=7). 

A área de GFAP na camada molecular externa correlacionou-se negativamente com as 

áreas de AQP4 na camada molecular externa (r=-0,456; p=0,0429; n=20), hilo (r=-0,525; 

p=0,0175; n=20) e CA4 (r=-0,533; p=0,0186; n=19). A área de GFAP na camada molecular 

interna correlacionou-se negativamente com a área de AQP4 na camada molecular externa 

(r=-0,504; p=0,0234; n=20), camada subgranular (r=-0,463; p=0,0392; n=20), hilo (r=-0,636; 

p=0,00256; n=20), CA4 (r=-0,796; p=0; n=19) e subículo (r=-0,498; p=0,0296; n=19). A área 

de GFAP na camada granular correlacionou-se negativamente com a área para AQP4 no hilo 

(r=-0,457; p=0,0421; n=20) e em CA4 (r=-0,486; p=0,0344; n=19). A área de GFAP na 

camada subgranular correlacionou-se negativamente com as áreas de AQP4 na camada 

granular (r=-0,624; p=0,00328; n=20), camada subgranular (r=-0,481; p=0,0314; n=20), hilo 

(r=-0,635; p=0,00264; n=20), CA4 (r=-0,535; p=0,0181; n=19) e no subículo (r=-0,677; 

p=0,00134; n=19). No hilo, houve correlação negativa entre as áreas de GFAP e AQP4 (r=-

0,461; p=0,0459; n=19). A área imunopositiva para GFAP em CA4 correlacionou-se com as 

áreas de HLA-DR no hilo (r=-0,465; p=0,0441; n=19) e CA4 (r=-0,519; p=0,0225; n=19). A 

área de AQP4 em CA1 correlacionou-se negativamente com as áreas de GFAP em CA3 (r=-

0,678; p=0,00184; n=18) e CA2 (r=-0,682; p=0,00167; n=18). A área de GFAP em CA1 

correlacionou-se negativamente com a área de HLA-DR em CA4 (r=-0,533; p=0,0186; n=19). 

Grupo ELTM: A densidade neuronal em CA3 correlacionou-se positivamente com a 

área imunopositiva para AQP em CA4 (r=0,405, p=0,0105, n=39) e CA3 (r=0,439, p=0,0084, 

n=35). A densidade neuronal em CA2 correlacionou-se positivamente com a área de AQP na 

camada subgranular (r=0,414, p=0,00231, n=52), hilo (r=0,49, p=0,00023, n=52), CA4 

(r=0,54, p=0,00022, n=42), CA3 (r=0,457, p=0,00451, n=37) e CA2 (r=0,418, p=0,00385, 

n=46). A área imunopositiva para NeuN na camada granular correlacionou-se positivamente 

com a área de AQP em CA3 (r=0,435, p=0,00636, n=38). Houve correlação positiva entre a 

área de NeuN em CA3 e a área de AQP no hilo (r=0,407, p=0,00499, n=46) e em CA4 

(r=0,413, p=0,00894, n=39). A área de NeuN em CA2 correlacionou-se positivamente com a 

área de AQP em CA4 (r=0,429, p=0,00457, n=42). 
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Não foram observadas correlações entre a área de AQP e a área de GFAP neste grupo. 

Grupo TD: a única correlação observada no grupo TD foi entra a densidade neuronal 

em CA3 e a área imunopositiva para AQP no prosubículo (r=0,774, p=0,00368, n=11). 

 

4.10.5. Condroitin sulfato e populações celulares 

Grupo Ctrl: observaram-se correlações positivas entre a densidade neuronal na camada 

granular e a área de CS-56 na camada molecular interna (r=0,69; p=0,0474; n=8) e entre a 

área de NeuN na camada granular e a área de CS-56 no hilo (r=0,905; p=0; n=8) e em CA4 

(r=0,75; p=0,0384; n=7). A área de NeuN em CA4 correlacionou-se positivamente com a área 

de CS-56 na camada subgranular (r=0,786; p=0,0251; n=7). A área de NeuN em CA3 

correlacionou-se positivamente com a área de CS-56 em CA1 (r=0,821; p=0,0145; n=7). A 

área de NeuN no subículo correlacionou-se positivamente com a área de CS-56 em CA1 

(r=0,821; p=0,0145; n=7). A densidade neuronal em CA4 correlacionou-se negativamente 

com a área de CS-56 no hilo (r=-0,793; p=0,0251; n=7). Observou-se correlação negativa 

entre a densidade neuronal em CA1 e a área de CS-56 em CA4 (r=-0,841; p=0,0333; n=6) 

A área de GFAP em CA3 correlacionou-se positivamente com as áreas de CS-56 na 

camada molecular externa (r=0,556; p=0,02; n=17), camada molecular interna (r=0,537; 

p=0,0258; n=17), CA2 (r=0,575; p=0,0241; n=15) e subículo (r=0,579; p=0,0182; n=16). A 

área de GFAP em CA2 correlacionou-se positivamente com a área de CS-56 na camada 

molecular externa (r=0,527; p=0,0291; n=17). A área de GFAP no subículo correlacionou-se 

positivamente com a área de CS-56 no prosubículo (r=0,592; p=0,0387; n=12). 

A área imunopositiva para HLA-DR na camada granular correlacionou-se 

negativamente com a área de CS n hilo (r=-0,478; p=0,044; n=18). Observou-se correlação 

positiva entre a área de HLA-DR em CA4 e a área de CS-56 na camada subgranular (r=0,532; 

p=0,0329; n=16). A área de HLA-DR em Ca3 correlacionou-se positivamente com a área de 

CS-56 no prosubículo (r=0,756; p=0,00565; n=11). A área de HLA-DR em CA2 

correlacionou-se positivamente com as áreas de CS-56 na camada molecular interna (r=0,501; 

p=0,0457; n=16), camada subgranular (r=0,634; p=0,00794; n=16), CA1 (r=0,525; p=0,0352; 

n=16) e prosubículo (r=0,715; p=0,011; n=11). A área de HLA-DR em CA1 correlacionou-se 
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positivamente com as áreas de CS-56 na camada subgranular (r=0,48; p=0,0497; n=17) e no 

prosubículo (r=0,615; p=0,0308; n=12). 

Grupo ELTM: observaram-se correlações entre a área de HLA-DR no hilo e as áreas 

de CS-56 na camada molecular externa (r=0,431; p=0,00199; n=49), camada molecular 

interna (r=0,549; p=0,0000439; n=49), camada granular (r=0,482; p=0,000453; n=49), 

camada subgranular (r=0,405; p=0,00392; n=49), hilo (r=0,406; p=0,00379; n=49), CA4 

(r=0,537; p=0,00154; n=32), CA3 (r=0,538; p=0,00216; n=30) e CA2 (r=0,479; p=0,00859; 

n=29). A área imunopositiva para HLA-DR em CA3 correlacionou-se positivamente com as 

áreas de CS-56 na camada molecular externa (r=0,597; p=0,000155; n=35), camada molecular 

interna (r=0,559; p=0,000484; n=35), camada granular (r=0,552; p=0,000588; n=35), camada 

subgranular (r=0,526; p=0,00119; n=35), hilo (r=0,639; p=0,0000207; n=37), CA4 (r=0,627; 

p=0,000211; n=30), CA3 (r=0,558; p=0,00201; n=28), CA2 (r=0,571; p=0,00234; n=26) e 

prosubículo (r=0,43; p=0,0225; n=28). A área de HLA-DR em CA2 correlacionou-se 

positivamente com as áreas de CS-56 na camada molecular externa (r= 0,701; p=0,00000775; 

n=32), camada molecular interna (r=0,54; p=0,00141; n=32), camada granular (r=0,563; 

p=0,000797; n=32), camada subgranular (r=0,64; p=0,0000801; n=32), hilo (r=0,572; 

p=0,000504; n=33), CA4 (r=0,588; p=0,0025; n=24), CA3 (r=0,598; p=0,0033; n=22) e CA2 

(r=0,556; p=0,00589; n=23). A área de HLA-DR em CA1 correlacionou-se positivamente 

com as áreas de CS-56 na camada molecular interna (r=0,533; p=0,0000682; n=50), camada 

granular (r=0,502; p=0,000203; n=50), camada subgranular (r=0,415; p=0,00271; n=50), hilo 

(r=0,5; p=0,000184; n=51), CA4 (r=0,6; p=0,000227; n=33), CA3 (r=0,42; p=0,0185; n=31) e 

CA2 (r=0,473; p=0,00833; n=30). A área de HLA-DR no prosubículo correlacionou-se 

positivamente com a área de CS-56 em CA4 (r=0,417; p=0,0476; n=23) e CA3 (r=0,454; 

p=0,0296; n=23). A área de HLA-DR no subículo correlacionou-se positivamente com a área 

de CS-56 em CA4 (r=0,455; p=0,0149; n=28) e CA3 (r=0,607; p=0,00101; n=26). 

Não foram observadas correlações entre a área de CS-56 e as áreas de GFAP e NeuN, 

nem em relação à densidade neuronal. 

Grupo TD: Observaram-se correlações positivas entre a densidade neuronal em CA3 e 

as áreas de CS-45 na camada molecular externa (r=0,586; p=0,0262; n=14) camada molecular 
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interna (r=0,623; p=0,0167; n=14), camada granular (r=0,725; p=0,00289; n=14), camada 

subgranular (r=0,551; p=0,0391; n=14), CA3 (r=0,551; p=0,049; n=13), CA2 (r=0,702; 

p=0,0145; n=11) e CA1 (r=0,575; p=0,0306; n=14). A área imunopositiva para NeuN 

correlacionou-se com as áreas de CS-56 na camada molecular interna (r=0,697; p=0,00239; 

n=16), camada granular (r=0,615; p=0,011; n=16) e hilo (r=0,706; p=0,00193; n=16). A área 

de NeuN em CA3 correlacionou-se positivamente com as áreas de CS-56 na camada granular 

(r=0,582; p=0,0276; n=14), camada subgranular (r=0,565; p=0,0338; n=14) e prosubículo 

(r=0,608; p=0,0333; n=12). A área de NeuN em CA2 correlacionou-se positivamente com a 

área de CS-56 no prosubículo (r=0,608; p=0,0333; n=12). 

Observou-se correlação negativa entre a área de GFAP em CA4 e a área de CS-56 em 

CA2 (r=-0,6; p=0,0467; n=11). A área de GFAP em CA1 correlacionou-se positivamente com 

a área de CS-56 na camada molecular externa (r=0,472; p=0,0472; n=18). A área de GFAP no 

prosubículo correlacionou-se positivamente com as áreas de CS-56 na camada molecular 

externa (r=0,55; p=0,0325; n=15) e no subículo (r=0,521; p=0,0446; n=15). 

Observaram-se correlações positivas entre a área de HLA-DR em CA4 e as áreas de 

CS-56 na camada molecular interna (r=0,534; p=0,047; n=14) e na camada subgranular 

(r=0,56; p=0,0355; n=14). No prosubículo, a área de HLA-DR correlacionou-se positivamente 

com a área de CS-56 (r=0,733; p=0,00807; n=11). 

 

4.10.6. Ácido hialurônico e populações celulares 

Grupo Ctrl: observaram-se correlações positivas entre a área imunopositiva para NeuN em 

CA3 e os níveis de cinza de HABP em CA4 (r=0,975; p=0,0167; n=5) e CA3 (r=0,975; 

p=0,0167; n=5). A área de NeuN no subículo correlacionou-se positivamente com o nível de 

cinza de HABP no hilo (r=0,928; p=0,0167; n=6). 

A área de GFAP na camada molecular externa correlacionou-se negativamente com os 

níveis de cinza de HABP na camada subgranular (r=-0,673; p=0,029; n=10), hilo (r=-0,659; 

p=0,0332; n=10) e subículo (r=-0,669; p=0,029; n=10). O nível de cinza de HABP no hilo 

correlacionou-se negativamente com a área de GFAP na camada molecular interna (r=-0,64; 

p=0,0427; n=10) e camada granular (r=-0,628; p=0,048; n=10). A área de GFAP em CA4 
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correlacionou-se negativamente com o nível de cinza de HABP em CA3 (r=-0,703; p=0,0301; 

n=9). A área imunopositiva para GFAP em CA3 correlacionou-se negativamente com os 

níveis de cinza de HABP na camada molecular externa (r=-0,667; p=0,0428; n=9), camada 

molecular interna (r=-0,795; p=0,00625; n=9), camada subgranular (r=-0,733; p=0,02; n=9) e 

CA4 (r=-0,748; p=0,0158; n=9). A área de GFAP em CA2 correlacionou-se negativamente 

com os níveis de cinza de HABP na camada molecular interna (r=-0,695; p=0,0301; n=9) e 

camada subgranular (r=-0,717; p=0,0248; n=9). A área de GFAP em CA1 correlacionou-se 

negativamente com os níveis de cinza de HABP na camada subgranular (r=-0,709; p=0,0186; 

n=10), hilo (r=-0,829; p=0; n=10) e CA4 (r=-0,672; p=0,0428; n=9). Observaram-se 

correlações negativas entre a área de GFAP no prosubículo e os níveis de cinza de HABP na 

camada molecular externa (r=-0,778; p=0,0149; n=8), camada molecular interna (r=-0,892; 

p=0; n=8), camada subgranular (r=-0,946; p=0; n=8), hilo (r=-0,897; p=0; n=8) e CA4 (r=-

0,703; p=0,0374; n=8). A área de GFAP no subículo correlacionou-se negativamente com o 

nível de cinza de HABP na camada subgranular (r=-0,7; p=0,0301; n=9). 

Observaram-se correlações positivas entre a área de HLA-DR na camada subgranular 

e os níveis de cinza de HABP em CA3 (r=0,762; p=0,0121; n=9) e CA1 (r=0,709; p=0,0186; 

n=10). 

Grupo ELTM: observaram-se correlações positivas entre a área de HABP na camada 

subgranular e as áreas de NeuN em CA4 (r=0,483; p=0,011n=27), CA3 (r=0,468; p=0,0371; 

n=20) e CA2 (r=0,437; p=0,0329; n=24). A área de NeuN em CA2 correlacionou-se 

positivamente com o nível de cinza de HABP no hilo (r=0,416; p=0,0479; n=23). A área de 

HABP no prosubículo correlacionou-se positivamente com a área de NeuN na camada 

granular (r=0,406; p=0,0396; n=26). 

Observaram-se correlações negativas entre a área de GFAP na camada molecular 

externa e os níveis de cinza de HABP no prosubículo (r=-0,413; p=0,04; n=25) e subículo (r=-

0,607; p=0,00105; n=26). A área de GFAP na camada molecular interna correlacionou-se 

negativamente com os níveis de cinza de HABP em CA2 (r=-0,518; p=0,0389; n=16), 

prosubículo (r=-0,452; p=0,0233; n=25) e subículo (r=-0,511; p=0,00783; n=26). A área de 

GFAP na camada granular correlacionou-se positivamente com os níveis de cinza de HABP 
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no subículo (r=-0,492; p=0,0109; n=26). A área de GFAP em CA4 correlacionou-se 

negativamente com os níveis de cinza de HABP no hilo (r=-0,462; p=0,0232; n=24). A área 

de GFAP em CA1 correlacionou-se negativamente com o nível de cinza de HABP no 

subículo (r=-0,421; p=0,0323; n=26). Observou-se correlação positiva entre a área de GFAP 

no prosubículo e a área de HABP em CA3 (r=0,597; p=0,0467; n=11). Houve correlação 

negativa entre as áreas de GFAP e nível de cinza de HABP no subículo (r=-0,514; p=0,00746; 

n=26). 

A área de HLA-DR na camada molecular externa correlacionou-se negativamente com 

os níveis de cinza de HABP na camada molecular externa (r=-0,607; p=0; n=28) e camada 

molecular interna (r=-0,451; p=0,0162; n=28). A área de HLA-DR na camada molecular 

interna correlacionou-se negativamente com os níveis de cinza de HABP na camada 

molecular externa (r=-0,434; p=0,0214; n=28) e positivamente com o nível de cinza em CA4 

(r=0,513; p=0,0347; n=17). A camada granular correlacionou-se positivamente com o nível de 

cinza em CA4 (r=0,589; p=0,0128; n=17). Observaram-se correlações negativas entre a área 

de HLA-DR na camada subgranular e os níveis de cinza de HABP na camada molecular 

externa (r=-0,423; p=0,025; n=28). A área de HLA-DR no hilo correlacionou-se 

negativamente com o nível de cinza de HABP no subículo (r=-0,449; p=0,0313; n=23). A 

área de HLA-DR em CA4 correlacionou-se negativamente com o nível de cinza no 

prosubículo (r=-0,635; p=0,00606; n=17). A área de HLA em CA3 correlacionou-se 

positivamente com os níveis de cinza de HABP em CA4 (r=0,594; p=0,0192; n=15). A área 

imunopositiva para HLA-DR em CA2 correlacionou-se positivamente com o nível de cinza 

de HABP em CA4 (r=0,602; p=0,0359; n=12). 

Grupo TD: observaram-se correlações positivas entre a densidade neuronal da camada 

granular e os níveis de cinza de HABP na camada molecular externa (r=0,833; p=0,00526; 

n=8), camada molecular interna (r=0,857; p=0,00178; n=8), camada subgranular (r=0,83; 

p=0,00526; n=8), hilo (r=0,831; p=0,00526; n=8) e subículo (r=0,739; p=0,0384; n=7). A 

densidade neuronal em CA4 correlacionou-se negativamente com o nível de cinza de HABP 

no prosubículo (r=-0,883; p=0,0333; n=6). A densidade neuronal de CA1 correlacionou-se 

negativamente com o nível de cinza de HABP no prosubículo (r=-0,755; p=0,0384; n=7). A 
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densidade neuronal do prosubículo correlacionou-se positivamente com o nível de cinza de 

HABP do hilo (r=0,775; p=0,0251; n=7) e negativamente com o nível de cinza no prosubículo 

(r=-0,757; p=0,0384; n=7). A área de NeuN na camada granular correlacionou-se 

positivamente com os níveis de cinza de HABP na camada molecular externa (r=0,833; 

p=0,00526; p=8), camada molecular interna (r=0,81; p=0,0096; n=8), camada subgranular 

(r=0,805; p=0,0096; n=8) e hilo (r=0,892; p=0; n=8). A área de NeuN em CA4 correlacionou-

se positivamente com o nível de cinza do hilo (r=0,764; p=0,0384; n=7) e negativamente com 

o nível de cinza de HABP do subículo (r=-0,886; p=0,0333; n=6). Observaram-se correlações 

positivas entre a área de NeuN no prosubículo e os níveis de cinza de HABP na camada 

subgranular (r=0,741; p=0,0384; n=7) e hilo (r=0,811; p=0,0145; n=7). 

A área de GFAP em CA2 correlacionou-se negativamente com o nível de cinza de 

HABP em CA1 (r=-0,886; p=0,0333; n=6). Observaram-se correlações negativas entre a área 

de GFAP em CA1 e os níveis de cinza de HABP na camada molecular interna (r=-0,881; p=0; 

n=8), camada subgranular (r=-0,903; p=0; n=8), hilo (r=-0,759; p=0,0212; n=8) e CA1 (r=-

0,714; p=0,0374; n=8). A área de GFAP no subículo correlacionou-se negativamente com o 

nível de cinza de HABP no prosubículo (r=-0,928; p=0,0167; n=6). 

A área de HLA-DR na camada molecular externa correlacionou-se positivamente com 

o nível de cinza de HABP em CA1 (r= 0,75; p=0,0384; n=7). A área de HLA-DR em CA4 

correlacionou-se positivamente com o nível de cinza de HABP na camada molecular externa 

(r=1; p=0,0167; n=5). Observaram-se correlações negativas entre a área de HLA-DR em CA1 

e os níveis de cinza de HABP na camada molecular interna (r=-0,929; p=0; n=7), camada 

subgranular (r=-0,852; p=0,00609; n=7), hilo (r=-0,775; p=0,0251; n=7) e CA1 (r=-0,75; 

p=0,0384; n=7). A área de HLA-DR no subículo correlacionou-se negativamente com os 

níveis de cinza de HABP na camada molecular externa (r=-0,893; p=0; n=7) e CA1 (r=-0,786; 

p=0,0251; n=7).  
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4.11. Regressões 

A região CA1, que é uma das mais afetadas pela esclerose hipocampal e ocupa grande parte 

do hipocampo, apresentou correlações entre o volume hipocampal total e os neurônios, 

astrócitos reativos e condroitin sulfato no grupo ELTM. No item Correlações foram citadas 

apenas as correlações da população neuronal com o volume, uma vez que as correlações entre 

o volume hipocampal e os astrócitos reativos ou condroitin sulfato ficaram abaixo do critério 

de inclusão das correlações (i.e., seus valores dos coeficientes de correlação foram, em 

módulo, menor que 0,4). Para as regressões múltiplas, entretanto, estas correlações serão 

consideradas. 

Por regressão linear, a densidade neuronal (r=0,405; p<0,001) e as áreas 

imunopositivas para NeuN (r=0,451; p<0,001), GFAP (r=-0,275; p=0,023) e CS-56 (r=0,295; 

p=0,024) explicaram parcialmente o volume hipocampal (Figuras 64 e 65). 

Como as medidas densidade neuronal e área imunopositiva para NeuN são duas 

formas de avaliar a mesma característica (i.e., a população neuronal), serão construídos 

modelos separados para cada uma delas. Se colocadas juntas, a interação entre elas é tão forte 

que ambas deixam de ter qualquer efeito sobre o volume hipocampal (com VIF de 22,359 

para densidade neuronal e 24,3 para área de NeuN). 

Combinando-se área de GFAP, área de CS-56 e área de NeuN ou densidade neuronal, 

o efeito dos astrócitos reativos sobre o volume torna-se não significativo em comparação com 

o efeito da população neuronal e do condroitin sulfato. A combinação das áreas (GFAP, 

NeuN e CS-56) predisse 37% do volume hipocampal (R2=0,374; p<0,001), com p<0,001 para 

NeuN, p=0,841 para GFAP e p=0,020 para CS-56. A combinação da densidade neuronal com 

as áreas de GFAP e CS-56 predisse 36% do volume hipocampal (R2=0,358; p<0,001), com 

p<0,001 para densidade neuronal, p=0,843 para GFAP e p=0,018 para CS-56.  

As equações destas regressões foram: 

Vt = 2,021 + (0,00186 * ANeuNCA1) + (0,0000224 * AGFAPCA1) + (0,000340 * ACS-56CA1) 

Vt = 2,099 + (0,0299 * dneuronalCA1) - (0,0000216 * AGFAPCA1) + (0,000351 * ACS-56CA1) 

Onde Vt: volume total do hipocampo ipsilateral; ANeuNCA1 = área imunopositiva para NeuN em CA1; dneuronalCA1: 

densidade neuronal em CA1; AGFAP = área imunopositiva para GFAP em CA1; ACS-56CA1: área imunopositiva para CS-56 

em CA1. 
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Retirando-se a área imunopositiva para GFAP destes modelos, o valor preditivo de 

ambos não é significativamente alterado. As áreas imunopositivas para CS-56 e NeuN 

predisseram 37% do volume hipocampal (R2=0,372; p<0,001), com p<0,001 para NeuN e 

p=0,02 para CS-56. A densidade neuronal e a área imunopositiva para CS-56 em CA1 

explicam aproximadamente 36% do volume hipocampal total (R2=0,357; p<0,001), com 

p<0,001 para NeuN e p=0,018 para CS-56. 

No modelo final as equações das regressões foram: 

Vt = 2,067 + (0,00182 * ANeuNCA1) + (0,000334 * ACS-56CA1) 

Vt = 2,050 + (0,0309 * dneuronalCA1) + (0,000343 * ACS-56CA1) 

Onde Vt: volume total do hipocampo ipsilateral; ANeuNCA1 = área imunopositiva para NeuN em CA1; dneuronalCA1: 

densidade neuronal em CA1; ACS-56CA1: área imunopositiva para CS-56 em CA1. 
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Vt=2,195 + (0,0234 * dneuronalCA1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vt=2,191 + (0,00160 * ANeuNCA1) 

 

 

 

Figura 64. Regressão linear (gráfico e equação de reta) entre densidade neuronal em CA1 e volume hipocampal (A) e entre 

área imunopositiva para NeuN em CA1 e volume hipocampal (B). Vt: volume total do hipocampo ipsilateral; dneuronalCA1: 

densidade neuronal em CA1; ANeuNCA1: área imunopositiva para NeuN em CA1. 
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Vt=2,191 + (0,000388 * ACS-56CA1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Vt=2,782 - (0,000231 * AGFAPCA1) 

 

Figura 65. Regressão linear (gráfico e equação de reta) entre entre área imunopositiva para CS-56 em CA1 e volume 

hipocampal (A) e entre área imunopositiva para GFAP e volume hipocampal (B). Vt: volume total do hipocampo ipsilateral; 

ACS-56CA1: área imunopositiva para CS-56 em CA1; AGFAP = área imunopositiva para GFAP em CA1. 
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5. DISCUSSÃO 

Tabela 3. Resumo das alterações observadas em relação ao grupo Ctrl. 

Região 

Marcador Grupo M Ex M In CG CSG Hilo CA4 CA3 CA2 CA1 Pros Sub 

             

VN ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ ↓ ↓ ↓ ↓ Ø Ø 

AL ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ Ø 

AG  ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ Ø 

NeuN 

Densidade 

  

  TD ▬ ▬ Ø ▬ ▬ Ø ↓ Ø Ø Ø Ø 

             

VN ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ ↓ ↓ Ø Ø Ø ↑ 

AL ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ Ø ↓ Ø ↓ Ø Ø 

AG  ▬ ▬ ↓ ▬ ▬ ↓ ↓ Ø ↓ Ø Ø 

NeuN 

Área 

TD ▬ ▬ Ø ▬ ▬ Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

             

VN ↑ ↑ ↑ Ø ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

AL ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

AG  ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 

GFAP 

Área 

  

TD ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ Ø Ø Ø Ø Ø 

             

VN ↑ Ø Ø ↑ ↑ Ø Ø Ø ↑ ↑ Ø 

AL Ø Ø Ø ↑ ↑ Ø ↑ ↑ ↑ Ø Ø 

AG  ↑ Ø Ø ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ Ø ↑ 

MT 

Área 

  

  TD ↑ ↑ Ø ↑ Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

             

VN Ø Ø Ø ↓ ↓ ↓ Ø Ø Ø Ø Ø 

AL Ø Ø Ø Ø ↓ Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

AG  Ø Ø Ø ↓ Ø ↓ Ø Ø ↓ Ø Ø 

AQP 

Área 

  

  TD Ø Ø Ø Ø Ø ↓ Ø Ø Ø Ø Ø 

             

VN ↑ ↑ Ø Ø Ø Ø Ø ↑ ↑ ↑ ↑ 

AL Ø Ø Ø Ø Ø ↑ ↑ Ø Ø ↑ ↑ 

AG  Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø ↓ ↑ Ø 

CS 

Área 

  

  TD Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

             

VN Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

AL Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

AG  Ø Ø Ø ↓ Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

HÁBP 

Área 

  

  TD Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø Ø 

↑: aumento; ↓: redução; ∅: inalterado; ─: dado não coletado. M Ex: camada molecular externa; M In: camada 

molecular interna; CG: camada granular; CSG: camada subgranular; Pros: prosubículo; Sub: subiculum. 
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5.1. Alterações Neuronais 

A análise através da avaliação da densidade neuronal revelou perda em quase todas as regiões 

hipocampais no grupo ELTM, sem diferenças de densidade quanto aos perfis de volume 

hipocampal. A única exceção foi o subículo, que não apresentou alterações significativas na 

densidade neuronal. A redução de densidade foi mais grave nas regiões CA1, CA3 CA4, que 

apresentaram densidades, em relação ao grupo controle, de 6%, 40% e 38%, respectivamente. 

Houve também perda celular grave na camada granular, com densidade de 50% dos valores 

do controle, e no prosubículo, com 58% da densidade do controle. A região CA2 apresentou 

menor redução da densidade neuronal, com 72% dos valores do grupo controle. Em geral, os 

padrões de perda encontrados nesta casuística estão dentro dos relatados na literatura 

(Margerison e Corsellis, 1966; Babb et al., 1984; Babb et al., 1991; Mathern et al., 1996; 

Nadler, 2003) com as regiões CA1, CA4 e prosubículo mais vulneráveis à morte neuronal, 

CA3 e a camada granular com níveis intermediários de perda e as regiões CA2 e subículo 

preservadas. Apesar de descrita como preservada, a região CA2 apresentou perda neuronal 

significativa, concordando com estudos de Dam (1980), Van Paesschen e colaboradores 

(1997) e Leite e colaboradores (2000). Mathern e colaboradores (1997) observaram dispersão 

das células granulares. Em grupos de ELT com esclerose hipocampal, além da redução da 

densidade há redução do número absoluto de neurônios, indicando que a redução da 

densidade, em ELTM, não é mero efeito da dispersão das células (Mathern et al., 1997). 

O grupo TD apresentou preservação de densidade neuronal em todas as áreas 

hipocampais, exceto pela região CA3. Pacientes com ELT extrahipocampal apresentam 

preservação da densidade neuronal hipocampal (Babb et al., 1984; Kim et al., 1990). Quando 

apresentam perda neuronal, esta é sempre em menor grau, quando comparada ao grau de 

perda em pacientes com ELTM e esclerose hipocampal (Mathern et al., 1997; Diehl et al., 

2002; Diehl et al., 2004). Kim e colaboradores (1990) observaram preservação da densidade 

neuronal em todas as regiões do hipocampo em casos com tumor. De todas as regiões 

avaliadas, a região CA3 apresentou a menor densidade em relação aos valores do controle, 

com 75% da densidade do grupo controle (Kim et al., 1990). Em nosso estudo, esta foi a 

única região com redução significativa da densidade neuronal, para 66% dos valores do nosso 

grupo controle. Diehl e colaboradores (2002) observaram que, apesar de o grupo com apenas 

esclerose hipocampal apresentar maior perda do que o grupo com displasia cortical associada 

à esclerose, a perda na região CA3 ocorreu no mesmo grau nestes dois grupos. Estes estudos 
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indicam que, em casos de lesões extrahipocampais, associadas ou não à esclerose hipocampal, 

a região CA3 é mais vulnerável que as demais. 

A análise da área positiva para o antígeno NeuN revelou concordância com os dados 

de densidade neuronal, com redução da área imunorreativa nos grupos com ELTM em relação 

ao grupo Ctrl ou TD. Uma exceção foi o subículo, onde a área imunorreativa foi maior no 

grupo de pacientes com volume hipocampal normal do que no grupo controle. Este aumento 

na área imunorreativa ocorreu por aumento na área celular média imunorreativa ao NeuN e 

não por aumento na densidade neuronal, revelando que outras alterações patológicas, além da 

redução de densidade neuronal, podem afetar a população neuronal no hipocampo ligado às 

crises. Apesar de encontrarmos redução na área celular média imunorreativa para NeuN em 

CA3 dos grupos AL e AG e  na área imunopositiva em CA2 e no prosubículo do grupo AG, 

estas alterações foram em relação aos níveis do grupo TD. Os níveis do grupo TD, apesar de 

não serem estatisticamente diferentes, eram um pouco superiores aos níveis do grupo Ctrl. 

Assim, não podemos descartar a possibilidade de que estas diferenças sejam um artefato 

criado pelo leve aumento no grupo TD. Collombert e colaboradores (2006) demostraram, em 

ratos submetidos a envenenamento por Soman, que a imuno-reatividade de NeuN pode ser 

reduzida sem alteração nos níveis de expressão desta proteína. Notaram, ainda, que neurônios 

imunonegativos para NeuN eram positivos para marcadores de degeneração celular. 

Acreditamos que a alteração que observamos em relação à área imunopositiva decorre das 

alterações na densidade neuronal, nas medidas de área imunorreativa total e celular do que por 

perda de antigenicidade, uma vez que excluímos todos os casos com células que tivessem 

morfologia neuronal e fossem imunonegativas para NeuN e que todas as células contadas 

apresentavam imuno-marcação consistente com a marcação padrão desta proteína (1996). 

Vários trabalhos evidenciam correlação entre alterações no volume hipocampal, 

avaliado na RNM, e alterações patológicas, principalmente grau de perda neuronal no Corno 

de Amon, no hipocampo de pacientes com ELT (Jackson et al., 1990; Cascino et al., 1991; 

Lencz et al., 1992; Garcia et al., 1994; Van Paesschen et al., 1997; Bronen et al., 1997; 

Lehericy et al., 1997; Vossler et al., 1998; Kuzniecky et al., 2001; Diehl et al., 2002; Diehl et 

al., 2004; Goncalves Pereira et al., 2006). Destes, apenas poucos fazem avaliação quantitativa 

tanto na RNM quanto na patologia. Van Paeschen e colaboradores (1997) apontaram 

correlação entre alterações do Corno de Amon e hilo com a volumetria hipocampal, sendo que 

CA1 apresentou a melhor correlação (r=-0,59). Kuzniecky e colaboradores (2001) observaram 

correlação entre o volume hipocampal e a alterações patológicas no Corno de Amon 
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(r=0,465). Tanto Van Paeschen e colaboradores (1997) quanto Kuzniecky e colaboradores 

(2001) utilizaram razões entre a densidade neuronal e a densidade glial. Porém, este método 

atribui mesmo peso às densidades neuronal e glial em relação a alterações no volume 

hipocampal, desconsiderando a diferença de volumes destes dois tipos celulares. Um valor de 

correlação similar ao de Van Paeschen e colaboradores (1997) foi observado por Vossler e 

colaboradores (1998), com correlação entre a gravidade da esclerose hipocampal e o grau de 

assimetria hipocampal (r=-0,57). Diehl e colaboradores (2002, 2004) observaram associação 

entre volume hipocampal e a porcentagem de perda neuronal, relativa aos valores normais, 

principalmente em CA1 (r=-0,677) e na camada granular (r=-0,52) (2002) e que ocorria 

menor densidade em CA1 nos casos com menor volume hipocampal (2004). Briellman e 

colaboradores (2002) também observaram correlação entre o volume hipocampal e a 

densidade neuronal da camada granular (r=0,4), mas não entre volume e a densidade de CA1. 

Em nosso trabalho, considerando-se a casuística de ELTM total, apenas a área 

marcada por NeuN e a densidade neuronal na região CA1 correlacionaram-se com o volume 

total do hipocampo ipsilateral, com coeficientes de correlação moderados, semelhante ao 

observado entre a densidade neuronal e o volume hipocampal por Kuzniecky e colaboradores 

(2001). Quando observadas as correlações grupo a grupo, houveram tanto correlações 

positivas quanto negativas entre a morfometria e a população neuronal. Enquanto no grupo 

VN a densidade da camada granular correlacionou-se positivamente com o índice de atrofia, 

no grupo AL tanto a densidade como a área de NeuN correlacionaram-se positivamente com o 

volume hipocampal e a área de NeuN com a área hipocampal coronal. Apesar de outros 

trabalhos terem evidenciado correlações entre a população granular e a volumetria 

hipocampal (Briellmann et al., 2002; Diehl et al., 2002), esta camada ocupa pouca área 

hipocampal ao nível do corpo do hipocampo e, assim, sua correlação pode não ser realmente 

significativa. O mesmo pode ser dito sobre a correlação observada em CA2 no grupo VN, 

uma das menores subregiões hipocampais, e no prosubículo do corpo do hipocampo no grupo 

AG, também uma região pequena. Ainda, a densidade neuronal na camada granular pode ser 

reduzida não apenas pela perda neuronal, mas também pela dispersão das células granulares 

(Mathern et al., 1997). O subículo apresentou correlações negativas com a volumetria 

hipocampal tanto no grupo VN quanto no grupo AG. Esta região, apesar de ser a maior da 

formação hipocampal, apresentou pouca alteração na densidade neuronal e, portanto, sua 

correlação também pode ser não significativa para o volume hipocampal. Em duas outras 

regiões com peso sobre o volume hipocampal, CA4 e CA1, encontramos correlações nos 
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grupos AL e AG, respectivamente. No grupo AL, CA4 correlacionou-se positivamente com o 

índice de atrofia. Já na região CA1 do grupo AG houve correlação negativa da população 

neuronal com o volume hipocampal, contrário aos achados dos outros estudos (Van Paesschen 

et al., 1997; Diehl et al., 2002; Diehl et al., 2004). Uma explicação para esta correlação 

negativa pode ser o encolhimento tecidual com a atrofia, que pode ter aumentado 

artificialmente a densidade neuronal neste grupo. 

Apesar das correlações entre a população neuronal e características morfométricas 

hipocampais, não foi observada diferença significativa entre o grupo com volume normal e os 

com algum grau de atrofia. Alguns trabalhos observaram pacientes sem atrofia na RNM que, 

entretanto, apresentavam esclerose hipocampal. Jackson e colaboradores (1994) reportaram 

seis pacientes sem atrofia hipocampal na RNM, tanto em avaliação qualitativa quanto 

quantitativa. Todos apresentavam perda neuronal, definida qualitativamente, que poderia 

chegar a até 50% em CA1 e CA3, além de gliose. Kuzniecky e colaboradores (1997) 

observaram esclerose hipocampal em pacientes com volume normal na RNM, sendo que 

volume hipocampal normal foi observado mais na avaliação quantitativa (14% dos casos) do 

que no diagnóstico visual (3%). Lamusuo e colaboradores (2001) observaram, em sua 

casuística, 31% de pacientes sem alterações na RNM, tanto na volumetria nas sequências 

ponderadas em T1 quanto na relaxometria em T2. Em todos estes pacientes com RNM normal 

foi observado algum grau de atrofia na avaliação histológica qualitativa. Garcia e 

colaboradores (1994) observaram volume normal na avaliação visual de RNM em 39% de sua 

casuística, todos com esclerose hipocampal na avaliação patológica. Esta esclerose foi, 

entretanto, mais leve quando comparada a esclerose de pacientes com atrofia vista na RNM. 

Salanova e colaboradores (1999) observaram que, de nove pacientes jovens com esclerose 

hipocampal na histologia, apenas seis foram diagnosticados com atrofia hipocampal em 

imagens ponderadas em T2. Estes dados e os nossos indicam que pacientes com epilepsia do 

lobo temporal com volume hipocampal normal podem apresentar perda neuronal, tão grave 

quanto pacientes com atrofia hipocampal na RNM. Ademais, os dados da avaliação 

patológica por profissionais do Serviço de Patologia do HC de Ribeirão Preto corroboram a 

homogeneidade que observamos em relação à perda neuronal na ELTM. 

 

5.2. População Glial 

A astrogliose, avaliada pela área imunopositiva para a proteína GFAP, foi um achado 

observado em todas as regiões do hipocampo dos pacientes com ELTM, e na fascia dentata e 
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CA4 em pacientes com epilepsia extratemporal (TD). A gliose é uma resposta padrão a danos, 

de várias naturezas, que atinjam o sistema nervoso central. Em sua gênese, após perda 

neuronal, astrócitos sofrem hipertrofia e finalmente hiperplasia, ocupando a região injuriada 

(Fawcett e Asher, 1999). Nesta região, forma-se uma rede altamente emaranhada de 

prolongamentos interligados por junções comunicantes. Esta reação pode ser importante para 

conter a reação inflamatória causada pela degeneração tecidual (Silver e Miller, 2004; Yiu e 

He, 2006). Em pacientes com ELT, a gliose é um achado frequentemente associado à morte 

neuronal hipocampal, definindo, junto da última, o quadro de esclerose hipocampal (Proper et 

al., 2001; Swartz et al., 2006; Prayson e Yoder, 2007). Assim como na gliose vista em 

injúrias do sistema nervoso, na esclerose hipocampal a gliose é caracterizada por um 

emaranhado de fibras (Martinian et al., 2009) e, em casos com displasia cortical, até mesmo 

as células baloniformes são de difícil delimitação neste emaranhado. Esta dificuldade em 

delimitar as células pela grande sobreposição de prolongamentos GFAP+ nos estimulou a 

avaliar a gliose pela quantificação do GFAP ao invés de contagens de corpos celulares. Ainda, 

a densidade apenas refletiria a hiperplasia associada à reação glial. Uma vez que a hipertrofia 

é o principal componente desta reação (Khurgel e Ivy, 1996; Menet et al., 2003; Silver e 

Miller, 2004) e que a densidade apenas avaliaria a hiperplasia astrocitária, a quantificação é o 

método mais ideal de análise. Van Paeschen e colaboradores (1997) comentam que a 

quantificação de GFAP deve correlacionar-se melhor com o grau de gliose do que a densidade 

astroglial. 

Alguns trabalhos indicam que os astrócitos teriam ação na gênese das crises. Vessal e 

colaboradores (2005) observaram, em modelo de abrasamento, redução de crises 

comportamentais em animais tratados com astrotoxina L-α-aminoadipato. Dentre os 

mecanismos pelos quais os astrócitos poderiam participar da gênese das crises temos a 

alteração da homeostase do potássio (McNamara, 1994; Borges et al., 2003), no ciclo de 

recaptação do glutamato (Khurgel e Ivy, 1996; Drage et al., 2002; Wong et al., 2003; Binder e 

Steinhauser, 2006; Chakir et al., 2006), pelo aumento da expressão de adenosina kinase 

(Fedele et al., 2005). Além destas alterações, o fato de os astrócitos formarem grandes redes 

conectadas por junções comunicantes parece ser importante para a gênese das crises (Wong, 

2009). Contrapondo-se a estes efeitos deletérios dos astrócitos por meio das crises, animais 

knockout para a proteína acídica fibrilar glial submetidos a status por ácido caínico 

apresentam crises mais graves e maiores danos neuronais do que os animais com expressão 

normal (Otani et al., 2006). Esta proteína é importante para o processo de ativação dos 
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astrócitos (Menet et al., 2003) e os animais animais knockout parecem ter mais defeitos na 

barreira hematoencefálica, prolongamentos mais curtos e falhas no funcionamento normal 

(Otani et al., 2006).  

A maioria dos trabalhos sobre astrocitose em epilepsia focam principalmente 

correlações com a morte neuronal ou com excitabilidade tecidual. Nos trabalhos que avaliam 

sua correlação com neuroimagem, a astrogliose é correlacionada a alterações em imagens 

ponderadas em T2. Sua contribuição sobre a volumetria hipocampal, entretanto, é pouco 

estudada. Van Paeschen e colaboradores (1997) e Kuzniecky e colaboradores (2001) 

imputaram contribuição da gliose na volumetria. Porém, como esta contribuição estava 

associada à contribuição de neurônios, pode-se argumentar que esta última população, e não 

os astrócitos, possuia real peso sobre a volumetria. Erickson e colaboradores (2009) não 

conseguiram correlacionar a população de astrócitos reativos com valores de MBV de córtex 

de pacientes com ELT. Em um estudo com metodologia de avaliação e análise mais 

semelhante ao nosso, Briellman e colaboradores (2002) avaliaram imagens em volumetria e 

relaxometria em T2 com quantificações de neurônios e glias, porém observaram correlação 

apenas entre a população glial na camada granular e imagens em T2. Nossos dados apenas 

revelaram correlação negativa fraca entre a população de astrócitos reativos e o volume 

hipocampal no grupo ELTM, indicando que a população astroglial é mais ativada quanto mais 

grave for a perda volumétrica. 

Encontramos correlações indicativas de que o grau de reação astroglial é proporcional 

ao grau de perda neuronal. Estas correlações são semelhantes aos achados de Crespel e 

colaboradores (2002), onde a gliose foi grave em CA1, região de perda neuronal grave, e 

ocorreu na camada subgranular e hilo dos pacientes que apresentavam perda neuronal em 

CA4. Khurgel e Ivy (1996) discutem que danos neuronais promovem a gliose. A 

homogeneidade da morte neuronal deve ser o fator que explica tanto a homogeneidade da 

resposta glial quanto a estreita ligação entre seu grau e o grau da perda neuronal. 

Uma das regiões com maior grau de astrogliose foi a região subgranular. Nesta região, 

Kralic e colaboradores (2005) observaram, em modelos de crise por ácido caínico, 

proliferação astroglial no lado onde ocorreu a gênese das crises e Kang e colaboradores 

(2006) descreveram aumento de vimentina, marcador de astrócitos imaturos. Por esta região 

ser constituída por células progenitoras (Gould et al., 1997; Gould et al., 1999), o aumento de 

GFAP nesta área poderia ser resultado de divisão celular promovida pelas crises, como 

descrito por Kang e colaboradores (2006). No subículo, apesar de não ser observada perda 
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neuronal, houve aumento de astrócitos reativos. Esta alteração deve ser fruto das crises 

epilépticas, que podem promover reação glial mesmo sem ocorrência de morte neuronal 

(Khurgel e Ivy, 1996; Drage et al., 2002). 

A avaliação da população de micróglias ativadas, pela expressão do antígeno 

leucocitário humano HLA-DR, mostrou que os casos ELTM (VN, AL e AG) apresentam 

ativação microglial em todas as regiões da formação hipocampal avaliadas, exceto no hilo, 

onde apenas o grupo AL apresentou aumento, e no subículo, onde o aumento foi observado no 

grupo AG. De acordo com a literatura (Drage et al., 2002; Bonde et al., 2006) as micróglias, 

ao serem ativadas, passam de um estado com pouca ramificação para um estado hiper-

ramificado, tornando-se finalmente amebóides. Não observamos, entretanto, micróglias com 

este formato final exceto em uma única região de um único caso. Wirenfeldt e colaboradores 

(2009) observaram, em casos de encefalite de Rasmussen, micróglias morfologicamente 

semelhantes às encontradas neste estudo, sem a presença de fagócitos no tecido. Boer e 

colaboradores (2006) também observaram que, em casos de ELT com displasia cortical, as 

micróglias reativas raramente eram fagócitos. Um possível motivo para esta ausência de 

fagócitos é o fato de a patologia estar na sua etapa crônica, onde a morte neuronal já não é 

mais detectada. Durante a avaliação da marcação para HLA-DR foram observados alguns 

neurônios levemente marcados pelo anticorpo em vários dos casos de ELT avaliados, mas não 

em casos do grupo Ctrl. Hollister e colaboradores (1997) observaram presença do antígeno 

HLA-DR em neurônios em CA1 e no córtex entorrinal de 14% dos casos de Doença de Pick 

que avaliaram. Estes neurônios, ao contrário dos observados neste trabalho, apresentavam 

marcação tão forte quanto a microglial. Ainda não se sabe, entretanto, qual seria a função 

desta expressão neuronal. Quanto ao grupo TD, apenas na camada molecular externa houve 

ativação significativa, em relação ao grupo Ctrl, em concordância com achados de Wirenfeldt 

e colaboradores (2009), que mostraram que a ativação microglial na displasia é menos 

evidente do que em casos de encefalite de Rasmussen, e de Hildebrandt e colaboradores 

(2005), que não encontraram aumento na ativação microglial em casos de displasia. 

O fato de a ativação microglial manter-se em uma condição onde praticamente não há 

mais morte celular aponta para uma ação das micróglias sobre a excitabilidade tecidual. Ao 

serem ativadas, as micróglias aumentam a produção de várias moléculas proinflamatórias, 
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antiinflamatórias e receptores (Lee et al., 2002), e vários trabalhos indicam ligação entre 

citocinas produzidas pelas micróglias e as características das crises em epilepsia. 

Notadamente, a interleucina-1β (IL-1β) é ligada à redução da latência para crises e à 

freqüência destas em vários modelos animais (Vezzani et al., 2000; Ravizza et al., 2006; Patel 

et al., 2006). Outra interleucina importante, IL-6, apresenta efeitos contraditórios sobre as 

crises, sendo ligada à proteção de danos e redução da suceptibilidade a crises com cainato 

(Penkowa et al., 2001) ou ao aumento da mortalidade e severidade de crises em status por 

PTZ (Kalueff et al., 2004). Em pacientes com epilepsia, trabalhos correlacionaram a duração 

da epilesia e frequência das crises com ativação microglial em casos de tumor e displasia 

(Boer et al., 2006; Choi e Koh, 2008; Choi et al., 2009). Wirenfeldt e colaboradores (2009), 

entretanto, demonstraram que a quantidade de micróglias ativadas não é um mero efeito da 

duração da epilepsia ou da severidade das crises, o que indica que podem ser parte importante 

no processo epileptogênico. 

Em modelos de ELT, a ativação microglial inicia-se imediatamente após um insulto 

(Jansson et al., 2009), precedendo a morte neuronal e a reação astroglial, e é apontada como 

importante para ativar os astrócitos (Choi e Koh, 2008). Embora Benkovic e colaboradores 

(2006) mostrarem que a população microglial ativada volta rapidamente ao estado basal, 

outros trabalhos indicam que elas podem permanecer ativadas, mesmo em menor quantidade, 

por tempo mais prolongado (Jansson et al., 2009; Kirkman et al., 2009; Yang et al., 2010). 

Ainda, micróglias ativas são encontradas em hipocampos de pacientes farmacorresistentes 

submetidos à cirurgia para controle das crises e também são vistas em vários processos 

cerebrais crônicos (Beach et al., 1995; Boer et al., 2006; Chakir et al., 2006; Block et al., 

2007; Choi et al., 2009). 

Uma vez que modelos experimentais mostram que a microgliose dissipam-se após o 

status (i.e., logo após a IPI), é provável que as micróglias reativas encontradas no tecido 

epileptogênico crônico sejam um produto dos insultos promovidos pelas crises recorrentes 

(por insultos entendam-se alterações na homeostase do tecido, independente da ocorrência de 

morte neuronal). Em concordância com esta ideia, Kauppinen e colaboradores (2008) 

mostraram que baixas concentrações de Zn são capazes de ativar micróglias. Como as 
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concentrações utilizadas neste estudo são 10 vezes inferiores às postuladamente liberadas 

durante as crises (Frederickson et al., 2004), as crises epilépticas são um provável motivo para 

a presença de micróglias ativadas no tecido crônico. Ainda, nesta situação crônica, a presença 

de micróglias reativas pode ser mais relacionada à excitabilidade encontrada no tecido 

epileptogênico do que à fagocitose de neurônios mortos, uma vez que o período onde ocorre a 

maioria da morte neuronal já passou. 

Dos trabalhos com imagem, o estudo da micróglia geralmente é feito com tomografia 

por emissão de pósitrons (PET) com 11C-PK11195, um marcador de micróglia ativada. Em 

encefalopatia, Kumar e colaboradores (2008) observaram microgliose e astrogliose em 

regiões marcadas no PET, enquanto a RNM não revelou quaisquer alterações teciduais. 

Banati e colaboradores (1999) observaram aumento de marcação em pacientes com encefalite 

de Rasmussen, mas não em esclerose hipocampal. Ainda, o padrão de marcação no PET só 

coincidiu parcialmente com as alterações vistas na RNM. Na histologia, havia micróglias 

ativadas nas regiões com marcação no PET. Wolf e colaboradores (2002), em trabalho com 

volumetria em RNM feita em ratos Sprague-Dawley submetidos a status por cainato, 

observaram que os dados da patologia, principalmente densidade neuronal, correlacionam-se 

bem com a volumetria. Como eles viram que a ativação microglial foi mais intensa onde 

houve perda mais severa, seria esperada correlação negativa entre microgliose e volumetria. 

Estes autores, porém, não realizaram teste estatístico de correlação, portanto não é possível 

afirmar com segurança que a aparente associação entre as variáveis por eles estudadas seja 

observada estatisticamente. Ainda observaram hipersinal na RNM não acompanhada de 

astrogliose, apontando como causa para este hipersinal a ativação microglial. Na atual 

casuística, a área de HLA-DR correlacionou-se negativamente com características 

morfométricas no grupo com manutenção do volume hipocampal e positivamente nos grupos 

com perda de volume hipocampal. Algumas destas associações foram vistas em subcampos 

que ocupam grande parte do hipocampo (i.e., CA4, CA1, subículo). Como tanto a ativação 

micróglial como a astroglial podem ser afetados pelas crises, esta heterogeneidade vista em 

ambos pode ser resultante do efeito da freqüência de crises sobre a ativação das glias, o que 
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confundiria qualquer efeito destas populações sobre a volumetria hipocampal nos pacientes 

com ELT. 

No grupo controle e no grupo TD, onde não há preservação da densidade neuronal em 

praticamente todo o hipocampo, observamos correlações positivas entre as populações 

neuronal e microglial, o que indica que estas correlações são as esperadas no tecido 

inalterado. Em contrapartida, nos grupos ELTM, estas populações apresentaram correlações 

negativas, indicando que a reação microglial é mais intensa quanto maior for a morte 

neuronal. Esta correlação negativa em casos com morte neuronal é semelhante à observação 

de Wolf e colaboradores (2002). O mesmo balanço positivo foi encontrado entre as 

populações microglial e astroglial nos grupos Ctrl e TD. No grupo ELTM, onde houve maior 

ativação astroglial, estas correlações positivas reduzem-se à apenas uma região, indicando que 

as glias perdem as relações observadas no tecido inalterado. Apoiando esta conclusão, no 

grupo TD, foram observadas correlações negativas apenas em regiões onde a marcação de 

GFAP era significantemente maior que a do grupo controle. 

 

5.3. Metalotioneínas I/II 

Nos grupos ELTM, observamos aumento significativo da área imunorreativa para 

metalotioneínas I/II em relação aos valores do grupo controle. O número de regiões onde 

ocorreu aumento da área foi maior de acordo com o grau de atrofia hipocampal, sendo 8 das 

11 regiões avaliadas apresentando alteração no grupo com atrofia grave, 5 das 11 no grupo 

atrofia leve e 5 das 11 no grupo com volume normal. A camada subgranular, o hilo e a região 

CA1 foram as regiões onde o aumento foi observado nestes três grupos. As camadas granular 

e molecular interna não apresentaram alterações em nenhum destes grupos. As regiões que 

possuem neurônios piramidais (Corno de Amon, prosubículo e subículo) dos grupos com 

algum grau de atrofia hipocampal foram mais afetadas do que as do grupo com volume 

hipocampal normal (6 de 6 nos grupos com atrofia e 3 de 6 nos grupos com volume normal). 

No grupo TD, o aumento desta proteína foi restrito às camadas moleculares e subgranular da 

fascia dentata. 

As MT-I/II são expressas em conjunto, principalmente em astrócitos e, segundo alguns 

trabalhos, em menor proporção em neurônios. Elas correspondem à mais de 60% das MT no 

cérebro (Chung e West, 2004). A marcação de MT-I/II de nosso trabalho corroborou ambas as 
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localizações, porém apenas pudemos detectar MT em neurônios de alguns poucos pacientes 

do grupo Ctrl. Chung e colaboradores (2008) mostraram que as MT-I/II são primariamente 

produzidas em astrócitos, que as liberam no meio extracelular, de onde podem, através do 

receptor megalina, entrar em neurônios. Deste modo, não podemos garantir que a marcação 

existente nos neurônios seja endógena deste tipo celular. Como as MT podem ser secretadas 

no meio extracelular (Chung e West, 2004; Chung et al., 2008) decidimos realizar a avaliação 

desta proteína por área imunorreativa ao invés de contagem de células positivamente 

marcadas pelo anticorpo anti-MT. 

A expressão das MT pode ser induzida por vários fatores, como metais (Ebadi et al., 

1995; Penkowa et al., 2001; Takeda, 2001), agentes oxidativos (Andrews, 2000), moléculas 

inflamatórias (Ebadi et al., 1995; Penkowa et al., 2001; Takeda, 2001) e glicocorticóides 

(Ebadi et al., 1995; Takeda, 2001). Sua principal função é o controle dos níveis de Zn livres 

nas células (Aschner et al., 1997), seja captando o excesso ou transportando-o para as 

mitocôndrias (Colvin et al., 2003). Além desta função, podem ajudar na detoxificação de 

metais pesados (Goering e Klaassen, 1983; Goering e Klaassen, 1984), na proteção contra 

estresse oxidativo (Dunn et al., 1987; Hidalgo, 2004), na proteção contra a carcinogênese 

(Cherian et al., 1993; Cherian et al., 1994). Muitos trabalhos indicam que os aumentos das 

MT em diversos modelos de trauma do SNC são transitórios, durando de horas a dias após o 

insulto inicial (Pazdernik et al., 2001; Kim et al., 2004; Chung e West, 2004). Estudos em 

modelos experimentais de epilepsia focam as alterações nas MT-I/II no período logo após a 

injúria precipitante inicial, no início do processo de epileptogênese (Penkowa et al., 2001; 

Pazdernik et al., 2001; Lee et al., 2003). Porém, alterações dos níveis basais de MT foram 

observadas em várias patologias crônicas do sistema nervoso central, como mal de Alzheimer 

(Carrasco et al., 2006; Hidalgo et al., 2006), doença de Pick (Hidalgo, 2004), mal de 

Parkinson (Ebadi et al., 2005), isquemia cerebral focal (van Lookeren et al., 1999), esclerose 

lateral amiotrófica (Ebadi et al., 2005) e em encefalopatia espongiforme bovina (Hanlon et 

al., 2002). Aplicação de MT-I/II promoveu melhoras em modelos de esclerose múltipla, 

encefalite auto-imune e trauma cerebral (Hidalgo, 2004). Em modelos crônicos de epilepsia 

ou em pacientes não há, até o momento, nenhum trabalho investigando alterações na 

expressão das MT. 

Os estudos em modelos experimentais de epilepsia indicam aumento das MT-I/II após 

crises, mostrando ainda um papel protetor destas quanto ao dano celular. Modelos de status 

induzido por ácido caínico em camundongos knockout para MT-I/II (Carrasco et al., 2000) e 
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animais que apresentam redução dos níveis de MT-I/II em decorrência de falta de produção 

de IL-6 (Penkowa et al., 2001) demonstraram aumento da apoptose e de danos neuronais, 

redução da ativação microglial e astroglial e aumento de marcadores de estresse oxidativo, 

comparados com animais com expressão normal desta proteína. De modo complementar, 

Penkowa e colaboradores (2005) observaram que animais com sobre-expressão de MT-I/II 

submetidos ao status por ácido caínico apresentam menor ativação microglial, produção de 

interleucinas, redução dos danos inflamatórios e de agentes antioxidantes, redução de 

apoptose e aumento da ativação astroglial e de fatores de crescimento em comparação com 

animais com expressão normal submetidos ao mesmo tratamento. Em status induzido por 

Soman em ratos (Pazdernik et al., 2001) foram observados aumento dos níveis de mRNA e de 

proteína MT-I/II, principalmente nas regiões que sofreram mais danos, o que indica que estas 

proteínas podem refletir o grau de injúria sofrida pelo tecido. Do mesmo modo, Montpied e 

colaboradores (1998) observaram aumento de MT-II no hipocampo após crises por injeção de 

ácido caínico na amígdala. Ainda em epilepsia, a expressão de MT-I/II seria importante na 

regulação do gene PTZ17, ligado a crises induzidas quimicamente (Miura e Naganuma, 

2000). 

Nossos dados indicam aumento das MT em várias regiões em pacientes com ELTM 

farmacorresistente, corroborando a participação das MT em processos crônicos. Os estudos 

sobre as isoformas I e II são consensuais em ligar o aumento destas à maior proteção de danos 

no tecido. A ausência de aumento que observamos nas camadas granular e molecular interna 

pode ser pelos melhores mecanismos de controle do Zn que as células granulares possuem, 

uma vez que devem lidar com altas concentrações de Zn, estocando-o em vesículas 

glutamatérgicas de seus terminais sinápticos (Wenzel et al., 1997; Cole et al., 1999). Os danos 

observados em CA3 podem ser resultado da liberação de Zn das fibras musgosas com as 

crises (Frederickson et al., 1989; Perez-Clausell, 1996; Frederickson et al., 2000), que podem 

rapidamente depletar os estoques vesiculares neuronais (Frederickson et al., 2004). Outras 

fibras na formação hipocampal também apresentam vesículas de Zn, mesmo que em 

concentração inferior à apresentada pelas fibras musgosas. Takeda e colaboradores (2006) 

indica que até 45% das colaterais de Schaeffer possuem vesículas de Zn. Fibras do córtex 

entorrinal, que, em menor grau, aferentam quase todas as regiões da formação hipocampal, 

também possuem Zn em suas sinapses (Amaral e Lavenex, 2006). Mesmo sem o zinco 

vesicular, o aumento das MT-I/II pode estar ligado ao controle das outras fontes de Zn celular, 

que também podem ser responsáveis por dano celular (Frederickson et al., 2004). Neste 
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grupo, entretanto, não observamos correlações entre os níveis de MT e a densidade neuronal 

ou área imunopositiva para NeuN, GFAP e HLA-DR. Uma provável razão para esta falta de 

ligação é a grande homogeneidade da perda, independente do volume hipocampal, bem como 

a grande homogeneidade da reação glial. Concordante com estes resultados, apenas o grupo 

AL apresentou correlações negativas entre a área de MT em CA2 e prosubículo e o índice de 

atrofia e positiva entre o volume do corpo do hipocampo e a área de MT em CA3. Estas 

correlações ocorreram em regiões de pouco peso sobre o volume hipocampal e por serem 

vistas correlações apenas em um grupo de ELTM indicam que não há correlação entre a 

volumetria hipocampal e os níveis de MT. Novamente, a grande homogeneidade de alterações 

patológicas no grupo ELTM pode ser o principal fator para esta falta de correlação. 

Especificamente no grupo TD, as alterações nas MT restringiram-se às camadas 

moleculares e subgranular da fascia dentata. Este aumento significativo da expressão ocorreu 

em áreas ligadas à principal via aferente do hipocampo, a via perfurante. Em macacos, esta 

via faz sinapses nas camadas moleculares e possui Zn em suas sinapses (Amaral e Lavenex, 

2006). Com a evolução da epilepsia, ocorre a reorganização dos axônios das células 

granulares, que passam a realizar sinapses principalmente com axônios apicais das células 

granulares na camada molecular interna (Babb et al., 1984; Sutula et al., 1989; Babb et al., 

1991), mas também em partes da camada molecular externa (Babb et al., 1996) e em 

dendritos basais na camada subgranular e mesmo no hilo (Shapiro et al., 2008). Apesar de o 

aumento ser detectado apenas nestas poucas áreas hipocampais, foram observadas correlações 

positivas entre o aumento dos níveis das MT e a densidade neuronal neste grupo. O maior 

número de correlações foi entre a área de NeuN em CA4 e os níveis de MT em várias outras 

regiões hipocampais. Como em CA4, uma região vulnerável à perda neuronal, a população 

neuronal foi preservada, esta proteção pode ser um efeito dos níveis de MT, principalmente 

nas regiões subgranular e hilo. Apenas neste grupo foram observadas correlações entre as 

populações gliais e as MT, indicando pouca ligação entre a quantidade de células e a 

produtividade de MT. Como nos grupos Ctrl e ELTM não foram observadas correlações entre 

estas populações e as MT, a despeito da grande alteração em todas as populações celulares no 

último agrupamento, pode-se postular que aumento da expressão de MT é mais um evento 

funcional que estrutural (i.e. está mais ligado à produtividade celular do que à quantidade de 

células produzindo). A contagem das células imunopositivas para MT seria um modo de 

tentar corroborar esta possibilidade. 
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Além de sua importância na homeostase do zinco, alguns trabalhos ligam as MT ao 

controle de radicais livres, participando de processos de controle do estresse oxidativo 

(Chubatsu e Meneghini, 1993; Andrews, 2000; Maret, 2000; Formigari et al., 2007).  

Entretanto, ainda é debatido se a atuação das MT como antioxidantes ocorre diretamente ou 

pela liberação de Zn em condições de estresse oxidativo (Maret, 2000; Formigari et al., 2007). 

Chubatsu e Meneghini (1993) discutem que as MT tem maior eficiência na proteção de danos 

ao DNA do que no controle do estresse oxidativo geral, impedindo, com uma eficiência até 

800 vezes maior que a glutationa, a ligação de radicais hidroxila ao DNA. Além de possuírem 

regiões estimuladas por metais, a região promotora dos genes da MT apresenta sítios sensíveis 

a agentes oxidantes (Andrews, 2000), o que fortalece a ligação desta proteína ao controle do 

estresse oxidativo. Devido ao seu papel no controle do estresse oxidativo, podemos esperar 

que pelo menos parte da proteção conferida pelas MT ocorra pelo controle de radicais 

oxidativos. 

Alguns estudos com outra isoforma exitente no SNC indicou efeitos deletérios para o 

aumento de MT. Estudos em camundongos knockout para MT-III mostram que a ausência 

desta proteína torna a região CA1 mais protegida de morte neuronal causada por crises 

induzidas com ácido caínico (Cole et al., 2000; Lee et al., 2003), indicando que esta proteína 

poderia contribuir com danos causados pelas crises epilépticas. Palumaa e colaboradores 

(2005) observaram que as isoformar I e II tem maior afinidade por Zn, enquanto a III é mais 

plástica e possui ligação mais fraca e maleável a este metal. Esta ligação mais fraca com o Zn 

deve ser o principal motivo para sua liberação da MT-III durante crises. Como a ligação com 

as MT-I/II é mais estável, o aumento da imunorreatividade observada em nosso estudo deve 

estar ligada à proteção de danos celulares, tanto controlando o Zn como estresse oxidativo, 

antes do que desempenhando um papel de agravamento destes danos. 

 

5.4. Aquaporina 4 

Observamos redução da área imunopositiva para AQP4 na camada subgranular, hilo, CA4 e 

CA1 dos pacientes com ELT. Esta redução, todavia, não foi homogênea em todos os grupos. 

Esta alteração ocorreu principalmente na AQP4 perivascular, uma vez que o endotélio dos 

vasos nos casos de ELT apresentou definição ainda maior de sua marcação em relação ao 

grupo Ctrl. Observamos, ainda, uma tendência ao maior escurecimento de toda a área tecidual 

nos grupos ELT, indicando que, com a perda de polarização, a AQP4 passou a ocorrer em 

toda a membrana astrocítica. Este padrão de alteração foi observado por Amiry-Moghaddam e 
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colaboradores (2003), em animais knockout para α-sintrofina, proteína responsável pela 

polarização da AQP4 na membrana astrocítica perivascular. Nestes animais, a AQP4 perde 

sua localização perivascular e passa a ocupar toda a superfície astrocítica, enquanto a AQP4 

endotelial mantém seu padrão. Quanto à maior definição de AQP4 endotelial, Kim e 

colaboradores (2009) observaram, em ratos Sprague-Dawley submetidos a crises por 

pilocarpina, maior imunoreatividade em vasos sem a colocalização com GFAP, indicando 

aumento da AQP4 vascular na ELT. 

Em pacientes com ELT e esclerose hipocampal foi observado aumento dos níveis de 

AQP4, na avaliação por Western Blot (Lee et al., 2004; Eid et al., 2005). Apesar deste 

aumento, Eid e colaboradores (2005) observaram redução da imunomarcação, vista em 

microscopia eletrônica, nos processos astrocíticos perivasculares nestes pacientes. Esta 

redução, observada em CA1, foi de 44% dos valores do grupo controle. Observamos redução 

de 58% da concentração de AQP4 perivascular nesta região de pacientes com atrofia 

hipocampal grave. Além deste achado, também observamos redução de área imunopositiva 

em outras regiões dos outros grupos. Entretanto, a redução observada na presente casuística 

foi apenas em relação ao grupo controle, não ao grupo TD, que é semelhante ao controle 

utilizado nesses dois trabalhos. É possível que estes trabalhos encontrassem ainda mais 

alterações se a comparação fosse com pacientes sem quaisquer alterações neurológicas. 

A despeito de sua importância na homeostase da água, que poderia influenciar no grau 

de hidratação tecidual e, por isto, no volume hipocampal, nenhum trabalho até o momento 

tentou avaliar a influência desta proteína no volume hipocampal. Os trabalhos com animais 

focam principalmente na sua ligação com a excitabilidade tecidual, por seu acoplamento à 

homeostase de íons presentes no EEC, principalmente K+ (Amiry-Moghaddam et al., 2003; 

Binder et al., 2006). Não conseguimos, entretanto, correlacionar a área perivascular 

imunopositiva para AQP4 a quaisquer das características morfométricas hipocampais 

avaliadas.  

A importância desta redução para a preservação ou degradação tecidual depende do 

tipo de edema associado à epilepsia, uma vez que estudos mostraram que a AQP4 piora o 

edema citotóxico mas ajuda na dissipação do edema vasogênico (Papadopoulos et al., 2004; 

Papadopoulos e Verkman, 2005; Wang et al., 2006). Van Vliet e colaboradores (2007) 

observaram quebra da barreira hematoencefálica em humanos com ELT e ratos após status 

por estimulação elétrica. Nos ratos crônicos, a abertura da barreira correlacionou-se 

positivamente com a freqüência de crises. Estes dados indicam que o edema vasogênico é um 
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componente importante na ELT e que a perda de polaridade da AQP4 deixaria o tecido mais 

vulnerável aos danos causados por este tipo de edema. Segundo dados de Binder e 

colaboradores (2004), após a aplicação de glutamato e após crises induzidas por PTZ, ocorre 

redução do coeficiente de difusão aparente (ADC), semelhante ao ocorrido em intoxicação 

por água, indicando que o edema citotóxico também pode ocorrer nas crises. Modelos de 

isquemia mostram que logo no período inicial ocorre edema citotóxico, porém mais 

tardiamente o edema vasogênico apareceria (Papadopoulos e Verkman, 2007). Camundongos 

knockout para α-sintrofina, proteína importante para a polarização da AQP4, submetidos a 

intoxicação por água apresentam redução do ADC mais lenta do que nos animais selvagens, 

porém a amplitude final da redução é a mesma (Amiry-Moghaddam et al., 2003). Deste 

modo, mesmo sendo postulado que a redução de AQP4 protege mais os animais deste tipo de 

edema, é possível que ela apenas retarde os danos. 

Em suma, a redução perivascular da AQP4 poderia piorar os danos teciduais, tanto por 

não conseguir conter o edema citotóxico quando mantendo por mais tempo o edema 

vasogênico. Em concordância, observamos que, em pacientes com ELT, quanto mais próximo 

dos níveis do grupo controle for a área perivascular imunopositiva para AQP4 maior é a 

densidade neuronal, sugerindo que a manutenção da polaridade é importante para a 

preservação tecidual em ELT. 

 

5.5. Moléculas de matriz extracelular 

A área imunopositiva para condroitin sulfato estava aumentada em várias regiões nos grupos 

ELTM em comparação com o grupo controle. Este aumento esteve quase exclusivamente 

dentro dos grupos com volume inalterado ou pouco alterado, com aumento em 7 das 11 

regiões no grupo VN e 4 das 11 no grupo AL, em comparação com apenas uma área 

apresentando aumento significativo no grupo AG. Outra alteração observada foi a marcação 

de CS em astrócitos, que só foi observada nos grupos ELTM, principalmente na região CA1, 

enquanto a marcação neuronal foi observada em todos os grupos analisados. A literatura 

descreve a expressão de CS tanto principalmente por neurônios e astrócitos, mas também por 

micróglias e células precursoras de oligodendrócitos (Sykova, 2004; Crespo et al., 2007; 

Pantazopoulos et al., 2010), confirmando nossos achados. O anticorpo contra CS-56 é 

descrito como reconhecedor de epítopo que ocorre em algumas, mas não todas as cadeias de 

CS (Fawcett e Asher, 1999) e até o momento não se sabe exatamente quais tipos de CSPG são 
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reconhecidas por ele. Mesmo assim, este anticorpo é amplamente utilizado em estudos sobre 

CS no SNC (Roitbak e Sykova, 1999; Huang et al., 2006; Liu et al., 2008; Yin et al., 2009). 

Os proteoglicanos de condroitin sulfato (CSPG) são glicoproteínas compostas por 

núcleo protéico ao qual se ligam cadeias de polissacarídeos sulfatados covalentemente nos 

resíduos de serina (Crespo et al., 2007). Os polissacarídeos, por sua vez, são compostos por 

uma base de tetrassacarídeo de ligação à proteína, seguida por uma cadeia repetida de 

dissacarídeo de ácido glicurônico (GluA) e N-acetil-galactosamina (GalNAc) sulfatados. De 

acordo com a posição do sulfato no açúcar define-se o tipo de cadeias de CS, sendo que os 

condroitin sulfato tipo A apresentam sulfatação no carbono 4 da GalNAc, os tipo C no 

carbono 6 da GalNAc, os tipo D nos carbonos 6 de GalNAc e 2 de GluA e os tipo E nos 

carbonos 4 e 6 de GalNAc (Crespo et al., 2007). Estas cadeias são importantes por ligarem-se 

a várias moléculas, como fatores de crescimento e moléculas reguladoras dos neuritos 

(Shimazaki et al., 2005; Crespo et al., 2007) e, segundo alguns autores, elas são as 

responsáveis pelas características inibitórias ao crescimento axonal de alguns CSPG (Smith e 

Strunz, 2005; Huang et al., 2006; Crespo et al., 2007).  

. Várias moléculas de diferentes categorias podem estimular a produção de CSPG no 

SNC, dentre elas os neurotransmissores glutamato e GABA (Pantazopoulos et al., 2010), IL-

1β (Smith e Strunz, 2005) e fatores de crescimento como EGF e TGF-β1 (Stichel et al., 1995; 

Smith e Strunz, 2005; Yin et al., 2009). Yin e colaboradores (2009) indicam que tanto EGF 

quanto TGF-β1, mas não IL-1β, estimulam as enzimas CS Sintase-1 e C6ST-1, que atuam na 

síntese de CS. Observaram ainda que TGF-β1 é mais eficiente que EGF e, in vivo, há aumento 

de TGF-β1 e bFGF, mas não de EGF após injúria cortical. Segundo Smith e Strunz (2005), o 

efeito de EGF sobre a produção de CS é maior se este for combinado com outros fatores de 

crescimento e EGF estimula principalmente a produção de fosfocan enquanto TGF-β1 

estimula neurocan, que são os principais CSPG no SNC (Okamoto et al., 2003; Crespo et al., 

2007). As principais células ligadas ao aumento de produção de CSPG após alguma injúria 

são os astrócitos e micróglias (Fawcett e Asher, 1999; Yin et al., 2009). Segundo Yin e 

colaboradores (2009), o bFGF que é produzido após injúria cortical estimularia a ativação de 

astrócitos, que por sua vez produziriam TGF-β1, que estimularia as micróglias a produzirem 
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CSPG e mais bFGF, criando um via de feedback entre estes tipos celulares. Na injúria, o 

aumento destes dois tipos celulares correlaciona-se com o aumento de CSPG (Yin et al., 

2009). 

Nossas avaliações indicaram que tanto a população microglial como a astroglial 

correlacionam-se positivamente com os níveis de CSPG tanto no grupo Ctrl quanto no grupo 

TD. Entretanto, no grupo ELTM não foram observadas correlações fortes entre a população 

astroglial ativada e a área de CS, enquanto houve grande número de correlações entre a 

população microglial ativada e a área de CS. Como foi observado um grande aumento no 

número de correlações entre micróglias e CS no grupo ELTM, podemos imaginar que há um 

fortalecimento das relações já observadas nos casos Ctrl e TD, onde há menos alterações 

patológicas no hipocampo. Apesar da falta de correlações fortes entre GFAP e CS, 

observamos algumas correlações positivas fracas entre estas populações nos grupos ELTM, 

sendo que estas correlações não foram relatadas por estarem dentro de nossos parâmetros de 

corte (i.e., | r |<0,4). Quando observadas dentro dos grupos ELTM (VN, AL e AG), foram 

observadas algumas correlações positivas fortes entre GFAP e CS (dados não exibidos). É 

possível que isto ocorra por as correlações ocorrerem entre regiões diferentes em cada grupo, 

impedindo a existência de correlações fortes no agrupamento. Pantazopoulos e colaboradores 

(2010) observaram, no córtex entorrinal e amígdala de pacientes com esquizofrenia, aumento 

de células gliais marcadas para CS sem aumento de astrócitos reativos, indicando que a 

ativação astroglial não é crucial para aumento da expressão de CS. Porém, em culturas de 

astrócitos a aplicação de metilprednisona (que inibe a ativação de astrócitos) antes de 

estimulação destes por AMPA inibe a produção de CS tipo fosfocan e neurocan (Liu et al., 

2008), indicando assim que a ativação de astrócitos é importante para alterações nos níveis de 

CSPG. No grupo TD, foram observadas correlações positivas entre a população microglial e a 

área de CS, e correlações positivas entre GFAP e CS em regiões onde os níveis de GFAP 

eram normais e negativa onde havia aumento de GFAP em relação aos valores do grupo Ctrl. 

Apesar das correlações negativas, não houve alteração significativa da área de CSPG em 

nenhuma região no grupo TD, o que pode indicar que a correlação negativa observada não 

apresente grande significado. 
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Por inspeção visual, não observamos células com morfologia microglial expressando 

CS, mas apenas células compatíveis com neurônios e astrócitos. Esta observação pode 

significar que as micróglias estão ligadas ao aumento da expressão do CS fibroso encontrado 

na MEC, uma vez que houve fortes correlações entre estas variáveis. As moléculas de 

neurocan, por exemplo, não ficam presas nas células, sendo depositadas no MEC, enquanto o 

fosfocan pode ficar preso na membrana celular via RPTP-β (Fawcett e Asher, 1999). Outra 

possível explicação para este aumento nas correlações pode ser que os mesmos processos que 

estimulam o aumento da produção de CS no hipocampo também estimulam a ativação 

microglial. De fato, as próprias crises podem estimular tanto a ativação microglial (Boer et 

al., 2006; Choi e Koh, 2008; Choi et al., 2009) como a expressão de CS (Schwarzacher et al., 

2006). É possível, ainda, que a associação é mais por ação indireta das micróglias sobre a 

produção de CSPG por outros tipos celulares, como os astrócitos. 

Quanto a correlações entre a população neuronal e a expressão de CS, observamos 

correlações positivas entre estes parâmetros nos grupos Ctrl e TD, enquanto do grupo ELTM 

não houve correlação. Observando os subgrupos de ELTM, vimos que havia correlações 

negativas entre CS e a população neuronal nas regiões onde havia aumento significativo de 

CS, observado pela comparação entre os grupos, indício de que, quando há aumento de CS, 

este é proporcional ao grau da perda neuronal. Em concordância com estas correlações, Liu e 

colaboradores (2008) comentaram que o aumento da expressão de CSPG é associado à perda 

neuronal. 

Grande parte dos estudos de alteração dos CSPG no SNC foca a ligação entre estas 

moléculas e a plasticidade tecidual (Silver e Miller, 2004; Smith e Strunz, 2005; Huang et al., 

2006; Yiu e He, 2006; Lin et al., 2008; Liu et al., 2008). Estudos de danos na medula (Silver e 

Miller, 2004; Yiu e He, 2006; Liu et al., 2008) ou no encéfalo (Lin et al., 2008; Smith e 

Strunz, 2005; Huang et al., 2006) mostram que as moléculas de CSPG produzidas tem efeitos 

inibitórios sobre o crescimento axonal e que a digestão do CS permite a extensão axonal. 

Crespo e colaboradores (2007) discutem que a condroitinase, enzima responsável pela 

digestão de CS, estimula o crescimento de neuritos e permite a mobilidade das espinhas 

dendríticas. Segundo Shimazaki e colaboradores (2005) o CS é importante para a migração e 
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maturação das células de Purkinje e para a diferenciação das glias de Bergmann. Em outra 

linha de estudo, Chekenya e colaboradores (2002) mostraram que o CSPG NG2 estimula a 

neovascularização em tumores. 

Estudos investigando os efeitos da excitabilidade sobre a expressão de CSPG mostram 

que astrócitos estimulados por neurotransmissores aumentam a expressão de CS (Liu et al., 

2008) e que estimulação pode afetar a composição de CS da matriz (Okamoto et al., 2003; 

Schwarzacher et al., 2006). Schwarzacher e colaboradores (2006) mostraram, com 

estimulação da via perfurante, expressão temporária de neurocan em astrócitos, mesmo sem 

morte neuronal, nos alvos da via perfurante. Okamoto e colaboradores (2003) observaram, em 

ratos submetidos a crises por cainato, a redução de fosfocan ao redor de neurônios, 

coincidindo com a gravidade da perda neuronal, e a expressão de neurocan neonatal (de 

cadeia longo) e neurocan C ao redor de astrócitos, coincidindo com astrogliose. Estas 

alterações foram observadas nas regiões de contatos sinápticos (estratos de fibras e hilo) e 

tornam a matriz semelhante à existente durante o desenvolvimento hipocampal, no período de 

organização sináptica. Apesar de considerado inibitório, o neurocan estimula axônios que 

expressam L1, dentre os quais estão alguns neurônios hipocampais. Ainda, as crises 

recorrentes ocorrem assim que a matriz volta a expressar os CS presentes no hipocampo 

adulto (Okamoto et al., 2003). Estes dados indicam que os CSPG podem ter influência crucial 

sobre a reorganização sináptica que ocorre com a morte neuronal e que, acredita-se 

(McNamara, 1994), pode ser responsável pelo surgimento de crises recorrentes. 

A relação entre CSPG e o volume tecidual no tecido nervoso é ainda pouco estudada. 

Roitbak e Syková (1999) observaram aumento da fração de MEC e na tortuosidade do EEC 

após dano cortical. A linha temporal desta alteração nas características de difusão do tecido 

coincidiu com as alterações na população de astrócitos e na quantidade de CSPG, indicando 

ligação entre a alteração da MEC e na homeostase da água. Vorisek e colaboradores (2002) 

observaram que, neste mesmo modelo de injúria, ocorre aumento de GFAP no local da injúria 

e de CSPG em todo o hemisfério ipsilateral. O coeficiente de difusão aparente de água 

(ADCW) encontra-se reduzido em todo o hemisfério ipsilateral, coincidindo com o aumento 

de CSPG e com o coeficiente de difusão de tetrametilamônio (TMA+). Em um estudo com 
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espectroscopia por RNM, Takahashi e colaboradores (2001) mostraram, em pacientes com 

mucopolissacaridose, que a espectroscopia pode quantificar alterações nos níveis de CSPG 

mesmo em regiões sem lesão evidente. Nenhum estudo, entretanto, tentou avaliar a 

contribuição dos CSPG sobre a volumetria de regiões do SNC. No grupo ELTM, observamos 

correlação positiva fraca entre o nível de CS em CA1 e o volume hipocampal. Nos grupos 

com atrofia (AL e AG), também foram observadas correlações positivas. No grupo VN, 

houve correlações negativas entre características morfométricas e níveis de CS no prosubículo 

e subículo, e no grupo AG houve correlação negativa entre CS na camada subgranular e o 

volume hipocampal. Devemos destacar, entretanto, que estas correlações negativas ocorreram 

ou em regiões pequenas demais e, portanto, pouco significantes sobre o volume hipocampal 

(i.e. camada subgranular e prosubículo) ou em regiões praticamente inalteradas (i.e. subículo) 

quanto à densidade neuronal, que é o principal fator sobre o volume hipocampal. Deste modo, 

observamos que a área de CS correlaciona-se positivamente com a morfometria hipocampal. 

A quantificação de ácido hialurônico (AH), realizada através do nível de cinza 

corrigido, demonstrou que não há significante alteração na quantidade de ácido hialurônico 

nos grupos ELTM e TD quando comparados ao Ctrl. Apenas na camada subgranular do grupo 

AG foi observada redução significativa no nível de cinza de AH. Em linhas gerais, a 

marcação para AH concordou com a observada por Costa e colaboradores (2007) em 

camundongos CD1, sendo uma marcação difusa por toda a matriz extracelular e sem 

marcação citoplasmática ou nuclear em nenhum tipo celular. Esta marcação difusa ocorreu em 

todo o hipocampo e não foi mais tênue nas camadas moleculares da fascia dentata e CA, no 

hilo e no estrato lúcido de CA3, como observaram Costa e colaboradores (2007). 

O AH é um polissacarídeo composto por repetições dos dissacarídeos GluA e 

GalNAc, os mesmos presentes na cadeia de polissacarídeos dos CSPG (Crespo et al., 2007). 

Ao contrário dos CSPG, as cadeias de AH não ficam ligadas covalentemente a uma proteína-

núcleo e não são sulfatadas (Crespo et al., 2007). A biossíntese de AH ocorre no exterior da 

membrana celular, por vários tipos de sintases de ácido hialurônico (Frischknecht e 

Seidenbecher, 2008). Esta síntese extracelular explica a ausência de marcação intracelular 

para AH.  
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Estudos no SNC ligam ao ácido hialurônico à migração celular, tumorogênese, 

cicatrização, balanço de água no tecido e interação com sistema imune (Laurent e Fraser, 

1992; Bourguignon et al., 2007; Lin et al., 2009). Poucos trabalhos estudam ligações entre o 

AH e a epilepsia (Perosa et al., 2002; Bausch, 2006; Borges et al., 2004). Perosa e 

colaboradores (2002) mostraram que os níveis de AH são aumentados no hipocampo de 

pacientes com ELT. Encontramos aumento nos níveis de AH apenas na camada subgranular 

do grupo AG. O aumento nesta região pode ter relação com a ocorrência e gravidade do 

brotamento axonal, uma vez que, em culturas submetidas à cainato, a digestão do AH reduz o 

brotamento axonal (Bausch, 2006). Borges e colaboradores (2004) ligaram o brotamento 

axonal promovido em ratos por status por pilocarpina ao aumento de CD44, uma das 

principais proteínas ligantes de AH, na camada molecular interna. Entretanto, Bausch (2006), 

com bloqueio funcional de CD44, não encontrou alteração sobre o grau do brotamento axonal. 

Com exceção da alteração na camada subgranular, houve homogeneidade na marcação 

de AH. Mesmo nos grupos ELTM, onde há grande perda neuronal e reação glial, as 

correlações entre o AH e as populações celulares manteve os mesmos padrões de correlação 

encontrados nos grupos TD e Ctrl, com correlações positivas entre a população neuronal e os 

níveis de HABP e negativas entre a população astroglial e HABP. Quanto à população 

microglial, houve alteração no padrão observado no Ctrl, com apenas correlações positivas 

entre HLA-DR e HABP no grupo Ctrl e tanto positivas quanto negativas nos grupos ELTM e 

TD. É provável que tanto a manutenção quanto as alterações nestas correlações sofram mais 

os pesos das alterações encontradas nas populações celulares, uma vez que não houve 

diferença nos níveis de HABP. O fato de ser o arcabouço da matriz (Knudson e Knudson, 

1993; Sim et al., 2009) provavelmente explica a manutenção dos níveis de AH. Reforçando 

esta ideia, a degradação de AH foi ligada à redução da excitabilidade em CA1, porém 

rapidamente esta redução volta ao normal, o que indica que rapidamente a digestão é revertida 

(Frischknecht e Seidenbecher, 2008). 

Alguns indícios apontam o AH como um fator importante sobre o volume tecidual. 

Em condições inflamatórias, este açúcar acumula-se e promove a formação de edema 

(Laurent e Fraser, 1992) e sua redução na MEC está associada ao estreitamento do espaço 
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extracelular (Knudson e Knudson, 1993). Sadeghi e colaboradores (2003) encontraram 

correlações positivas entre ADCw de gliomas e sua quantidade de AH. Corroborando estes 

indícios, encontramos algumas correlações, positivas e negativas, entre várias regiões sem 

grande efeito sobre o volume hipocampal. Dentre as correlações encontradas destacam-se 

correlações positivas entre a área do corpo do hipocampo e os níveis de cinza de HABP no 

hilo dos grupos ELTM e AL e negativa entre o índice de atrofia e o nível de HABP em CA1 

do grupo VN. De qualquer modo, devido ao menor número de casos avaliados para HABP, 

todos os resultados encontrados devem ser vistos com reservas. 

 

5.6. Características teciduais e volume hipocampal 

Classicamente, os trabalhos com volumetria em RNM apontam a população neuronal como a 

principal responsável pelo volume hipocampal (Bronen et al., 1997; Cascino et al., 1991; 

Diehl et al., 2002; Diehl et al., 2004; Garcia et al., 1994; Goncalves Pereira et al., 2006; 

Jackson et al., 1990; Kuzniecky et al., 2001; Lehericy et al., 1997; Lencz et al., 1992; Van 

Paesschen et al., 1997; Vossler et al., 1998). Muitos trabalhos evidenciaram esta ligação de 

forma quantitativa (Van Paesschen et al., 1997; Vossler et al., 1998; Kuzniecky et al., 2001; 

Briellmann et al., 2002). A região CA1 é apontada como a mais relacionada ao volume do 

hipocampo (Van Paesschen et al., 1997; Diehl et al., 2002). A região CA1 é a maior região do 

hipocampo e a mais afetada na esclerose hipocampal humana (Van Paesschen, 2004; 

Bouilleret et al., 2000). Em trabalhos com ratos Sprague-Dawley submetidos a crises por 

cainato, Wolf e colaboradores (2002) observaram que, no hipocampo ventral a região mais 

afetada foi a CA1 e houve redução volumétrica significativa nesta porção do hipocampo. 

Observando a correlação entre a população neuronal em CA1 e a volumetria 

hipocampal e sua concordância com a literatura, foram realizadas regressões múltiplas para 

avaliar quais outras das características avaliadas poderiam contribuir para a manutenção ou 

perda do volume hipocampal em pacientes com ELT. Observamos que as combinações entre 

a densidade neuronal ou medida da área imunopositiva para NeuN e a área imunopositiva 

para CS-56 explicam o volume hipocampal. Enquanto a densidade neuronal, a área de NeuN 

ou de CS-56 explicam, respectivamente, 16%, 20% e 9% do volume hipocampal, a 
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combinação entre a densidade neuronal e a área de CS-56 explicam 36% do volume e as áreas 

de NeuN e CS-56 explicam 37% do volume. Com a combinação, aumenta-se a relação entre a 

região CA1 e o volume hipocampal em 44% para a combinação entre densidade neuronal e 

área de CS-56 e em 28% para a combinação entre áreas de NeuN e CS-56. Estes achados 

fortalecem a importância da região CA1 sobre o volume hipocampal, uma vez que duas 

características de uma única região são responsáveis por quase 40% do volume de toda a 

formação hipocampal, e indicam que outras características teciduais além da população 

neuronal afetam o volume hipocampal. 

 

6. CONCLUSÕES 

1. Independente do volume hipocampal medido na RNM, a perda neuronal e a gliose 

(astro/microgliose) são homogêneas no grupo ELTM. 

2. Todas as alterações observadas foram mais graves no grupo ELTM do que no grupo 

TD, provavelmente por causa da esclerose hipocampal, que não é observada no grupo TD. 

3. Mesmo no subículo, uma região preservada de morte neuronal no grupo ELTM, há 

alterações nas características destes neurônios, bem como alterações nas populações gliais, 

indicando que todas as regiões da formação hipocampal são alteradas na ELTM. 

4. A expressão de MT-I/II apresentou dois perfis interessantes: no grupo TD, onde 

quase não há perda neuronal e alteração glial, esta proteína foi ligada à preservação da 

densidade neuronal; no grupo ELTM, onde a perda é grave independente do volume 

hipocampal, houve aumento significativo dos níveis de MT-I/II, ligando-a assim a processos 

crônicos teciduais da ELT.  

5. A expressão de AQP4 perivascular foi reduzida no grupo ELTM e houve aumento 

qualitativo da AQP4 endotelial, indicando que esta proteína está alterada na ELT e pode afetar 

a homeostase da água. Entretanto, não houve correlação significativa entre AQP4 e a 

volumetria do grupo ELTM, o que indica que seu efeito sobre a volumetria poderia ser apenas 

observado em situações agudas de edema. 

6. Das moléculas de matriz avaliadas apenas o condroitin sulfato apresentou aumento 

de marcação no grupo ELTM, sendo que o aumento ocorreu em mais áreas no grupo com 

volume normal do que nos grupos com atrofia na RNM, indicando que esta proteína é 

associada à manutenção do volume hipocampal observado na RNM, o que foi confirmado 

pela correlação encontrada entre o volume e a área de CS-56 em CA1 neste agrupamento. 
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7. De todas as variáveis teciduais estudadas, a população neuronal em CA1 foi a que 

melhor correlacionou-se com o volume hipocampal no grupo ELTM, seguida da área 

imunopositiva para condroitin sulfato, indicando que não tanto a população celular como a 

matriz extracelular são importantes para a manutenção ou perda de volume hipocampal 

medido na RNM. 
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