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RESUMO

Alguns pacientes que apresentam epilepsia refrataria ao tratamento medicamentoso beneficiam-se da
remocao cirtrgica do foco epileptogénico. O estudo das alteragdes eletrofisioldgicas e neuropatoldgicas
no tecido epiléptico humano é fundamental para a compreensdo dos mecanismos fisiopatogénicos e
o desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas e outras modalidades terapéuticas. A esclerose
mesial temporal, lesdo responsavel por cerca de 65% das epilepsias do adulto, cursa com grau
elevado de intratabilidade. Nela as estruturas mediais do lobo temporal, principalmente o hipocampo,
participam ativamente na génese das descargas epileptiformes. No presente trabalho, abordaremos
algumas das técnicas que estdo sendo atualmente utilizadas para estudo da epileptogénese na
epilepsia do lobo temporal. O tecido epiléptico obtido no centro cirdrgico de seis pacientes foi transportado
ao laboratério onde foram realizados, além da andlise eletrofisiol6gica in vitro, estudos neuropatolégico
e imunocitoquimico. Essas técnicas permitiram a detec¢do de anormalidades nos registros eletro-
fisiolégicos sob a forma de descargas interictais e ictais in vitro. Foi verificada heterogeneidade das
anormalidades epileptiformes tendo sido possivel, ainda, a realizacdo de testes de resisténcia a
drogas antiepilépticas utilizadas no tratamento de um desses pacientes. Esses dados indicam que as
anormalidades epileptogénicas no tecido humano devem ser complexas e que as mesmas podem ser
avaliadas pela abordagem experimental. A compreensao das mesmas pode fornecer novas perspectivas
na avaliagdo pré-cirirgica e no tratamento dessa forma de epilepsia.
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INTRODUCAO

O estudo das bases eletrofisiol 6gicas e moleculares
dos processos associados a génese da atividade
bioel étrica anormal no tecido humano epiléptico € um
dos grandes avancos cientificos na epileptologia
moderna. A realidade atual mostraque um grande nimero
de pacientes epil épticos apresenta epilepsias refratarias
as drogas antiepilépticas. Em alguns casos, uma
avaliagdo eletroclinicaintegral e bem plangjadapodelevar
a identificacdo das éreas responsaveis pelas descargas
epilépticas e a remocgdo cirlrgica dessas areas permite
controle satisfatorio das crises. As causas da epilepto-
genicidade eintratabilidade sdo em parte desconhecidas,
porém, a resposta a muitas dessas questdes pode estar
naandlise do tecido epiléptico. A compreensao dafisio-
patogénese dos disturbios epil épticos no tecido humano
levara certamente ao desenvolvimento de alternativas
terapéuticas mais eficazes e racionais.

A abordagem eletrofisioldgica das redes neuronais
epilépticas do tecido humano tem sido mais difundida
nas Ultimas décadas'>, porém, desde a década de 1950,
foram realizados registros extracelulares in vivo aco-
plados ao EEG de superficie que mostraram descargas
anormais de neurbnios neocorticais em pacientes que
estavam sendo avaliados para a remoc&o cirdrgica da
&rea epileptogénical. Posteriormente, foi verificado que
os padrdes de descargas elétricas aconteciam em
“surtos”’ ou “salvas’ (burst) e que esse fenbmeno estava
presente no neocortex epileptogénico humano’. No
entanto, os autores observaram que esses padrdes nem
sempre acompanhavam ou se correlacionavam as
descargas observadas no registro de EEG e que existia
variabilidade nas propriedades elétricas entre os
diferentes tipos de células. Algumas pareciam mais
hiperexcitaveis do que outras, porém, existia uma
tendéncia maior a sincronizagdo delas no periodo que
antecedia o inicio das crises epilépticas’. De fato, essas
observagdes, in vivo no tecido humano, originaram as
duas grandes escolas que, baseadas na el etrofisiologia,
tentaram explicar a fisiopatogénese das descargas
epilépticas como sendo originadas em um grupo sus-
ceptivel de neurénios hiperexcitaveis (“teoriado neurdnio
epiléptico”) ou em redes neuronais epileptogénicas
(“teoria do agregado epiléptico”)®°. A primeira sugere
gue as alteragbes nas propriedades da membrana
transformam neurénios normais em neurénios “epilé-
pticos’ que geram, em resposta aos estimulos, em vez
de um Unico potencial de agdo, um grupo deles, sob a
formade surtos de potenciais de agdo funcionando como
marca-passo e sincronizando os outros neurénios da
rede neuronal promovendo um estado de hiperexci-
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tabilidade, originando as descargas epilépticas. A
segunda, chamada “teoria da rede neuronal epiléptica’
postula que para a formagdo da &rea epileptogénica ha
necessidade de alteracdes nos circuitos neuronais
(“circuitos epilépticos’) como, por exemplo, a ocor-
réncia de reorganizagdo estrutural com formacao de
circuitos recorrentes excitatorios (mediados por glu-
tamato), interconexdes sinapticas excitatdrias anormais
e defeito natransmissdo GABAérgica.

Estudos posteriores do grupo de Babb et al.°, uti-
lizando metodol ogia similar, mostraram que uma pequena
proporcao de células disparava durante as descargas
interictais no EEG de superficie e que um ndmero cres-
cente de células erarecrutado nos periodos de transi¢ao
para crises epilépticas.

Foi ainda caracterizado o correlato intracelular da
descarga interictal sob a forma de surtos de potenciais
de acdo em uma determinada populagdo neuronal'-13,
Essas descargas foram descritas como PDS (paroxysmal
depolarization shift), grafoelemento caracteristico dos
agregados neuronais hiperexcitaveis no foco epilep-
togénico’4.

Estudo do tecido epiléptico humano

O estudo do tecido humano espel ha-se nos trabal hos
pioneiros deWard et al.b. A atividade epileptiforme pode
ser avaliada in vivo por registro video-EEG, eletrocor-
ticografia, estereoEEG ou por registros extracelulares
unitarios ou de campo el étrico'®1°. A andlise das proprie-
dades in vivo do tecido epiléptico apresenta vantagens
e limitagBes. Em primeiro lugar, o registro da atividade
eletrofisiologica do tecido epiléptico conectado na
complexacircuitariado cérebro como um todo, permite-
nos ter indicios para definir se essa area é realmente a
zona epileptogénicaou coincidentementeictogénica. Da
mesma maneira, nos auxilia na caracterizacdo dos
padrdes interictais ou ictais de determinados tipos de
patologias ou de lesbes epileptogénicas. No entanto, os
aspectos el etrofisiol 6gicos e mol ecul ares que determinam
a expressao de hiperexcitabilidade por uma regiéo
cerebral e que, consequientemente, participem dagénese
das descargas anormais, so podem ser apropriadamente
estudados ex-vivo ou seja, fora do cérebro. Essa abor-
dagem experimental pode ser realizada com vérias
metodologias descritas a seguir.

Apesar da diversidade das lesbes potencialmente
epileptogénicas, 0 neuropatol ogista conta com técnicas
sofi sticadas de imunocitogquimica e de biologia molecular
(hibridizagdo in situ, PCR, etc.), microscopiaeletrénica
e tragadores de vias neuroanatémicas. O estudo neuro-
patologico permite a caracterizacdo macro e micros-
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copicado tecido, aavaliagéo do grau de perda neuronal
e reorganizacdo estrutural e os fendmenos associados
ao processo de neuroplasticidade crénica pos-lesional.
O intuito desse tipo de avaliagéo é definir marcadores
moleculares ou estruturais de epileptogenicidade. Os
dados obtidos podem ser entdo correlacionados com as
informag0es clinicas e eletrofisioldgicas obtidas na
avaliagdo pré-cirlrgica dos pacientes epil épticos.

Apdbsaremocao, o tecido deve ser mantido vivo para
ser estudado por técnicas microfisioldgicas. A viabilidade
do tecido é garantida pela utilizacéo de meios artificiais
gue contém os principais componentes do liquido
cefalorraguiano (L CRa) e este é oxigenado e transportado
em temperatura baixa até o laboratério onde é fatiado
em espessura de 400 pm a 600 pm, sendo entdo
processada aanalise eletrofisioldgicain vivo pelatécnica
deregistro em fatias cerebrais. Essasfatias permanecem
viaveis por até 16 horas.

MATERIAL E METODOS

Estudamos os tecidos hipocampais de seis pacientes
com epilepsia do lobo temporal por esclerose mesial
temporal (EMT) refratariaa DAE. O diagnésticode EMT
e de intratabilidade medicamentosa foi definido apds
avaliacdo clinica e dados de exames complementares
estruturais como ressonancia magnética do encéfalo e
funcionais como EEG interictal e ictal e estudos ictais
por tomografia por emissdo de féton Unico como parte
da avaliagdo pré-cirargica de epilepsia. A congruéncia
desses dados permitiu aidentificagdo topograficadazona
epileptogénica em todos os casos. Os dados clinicos dos
pacientes encontram-se representados na tabela 1. Estes
foram correl acionados com os padrdes el etrofisiol 6gicos
in vivo e anormalidades neuropatol 6gicas (ver diagrama
de procedimentos e correlagdo no gréfico 1). Todos os
pacientes foram submetidos a lobectomia temporal com
amigdal o-hipocampectomia “em bloco” . Parte do tecido
removido foi encaminhada ao setor de neuropatologia
visando a identificagdo de alguns tipos de lesBes ou
alteracOes teciduais como perda neuronal e gliose.

Neuropatologia

Os hipocampos foram corados pela técnica de Nissl,
destinada a colorac&o das neurofibrilas especificas dos
neurdnios pelatécnicado cresil violeta (0,5%) e/ou azul
de toluidina associado a heptamolibdato de sbédio para
coloragéo da substancia branca mielinizada e a anélise
morfol bgica desses cortes foi efetuada em um micros-
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cOpio conectado a um aparelho de andlise de imagens,
usando os recursos do programa NIH-Image (Wayne
Rosbad). A determinagéo da perdaneuronal foi realizada
em cinco regides do hipocampo (CA4, CA3, CA2, CAl
e giro denteado) pelo célculo da densidade celular
volumétrica (DCV) com a férmula geral de correcéo
histol 6gica de Abercrombie®®.

O célculo da perda neuronal foi realizado por meio
da relacdo simples da DCV e dos valores normais de
DCV (nas por¢des anterior e posterior do hipocampo)
obtidos por meio exemplares controles e também por
dados da literatural®.

Fatias de tecido epiléptico

Uma outra parte do tecido ressecado foi rapidamente
submersa em L CRa gasificado e com mistura carbogénica
de 95% de O, e 5% de CO, e mantida a baixatemperatura
(4°C a 5°C) durante o transporte ao laboratério para
obtengdo das fatias hipocampais. A técnica de fatias
cerebrais de tecido humano utilizada foi descrita em
trabalhos anteriores!’. Para a obtencdo das fatias foi
necessario separar um fragmento (6 mm a 8 mm) do corpo
do hipocampo (Figura 1). As fatias foram preparadas no
plano corona no qual existe preservacdo dacircuitariabasica
hipocampal (&reas CA1, CA2, CA3 e giro denteado). Em
seguida as fatias hipocampais foram transferidas para
camarade registros €l etrofisiol 6gi cos onde permaneceram
durante aproximadamente duas horas antes do inicio da
abordagem eletrofisiol 6gica. Asfiguras 2A e 2B mostram
0 equipamento no qual sdo realizados os registros el etrofi-
siologicos. Os potenciais extracel ulares de campo el étrico
foram registrados em diferentes areas hipocampais, porém,
no presente trabalho descreveremos os achados obser-
vados no giro denteado apos estimulagdo antidrémica
realizada nas fibras musgosas localizadas no hilo
(parémetros de estimulagdo: 0,2V a30V, a0,1 Hz). A
micropipeta para registro extracelular foi preenchida com
NaCl 1M (5 Mohms a 10 Mohms) e posi cionadanacamada
granular do giro denteado. Foi realizadaexpl oracdo detalhada
dospotenciaisemdiferenteslocaisdele e o sinal bioelétrico
foi amplificado (AXOCLAMP2B) edigitalizado paraandlise
off-line com programa de registro PCLAMP6.

Estimulacao para obtencéo de respostas
ortodrémicas e antidrémicas

Resposta ortodrémica: um microeletrodo bipolar
de arame fino de platina com didmetro de 100 um e
isolado externamente com teflon foi microposicionado
na via perfurante, constituida por fibras excitatorias
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TABELA 1
Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes estudados
Caso | Sexo | ldade | ldade Tipos e Drogas Alteracdes RNM SPECT ICTAL | Patologia
(anos) de frequéncia | antiepi- no EEG
inicio de crises Iépticas
das
crises
(anos)
HPC | M 31 20 CPCcom CBz Descargas AtrofiaHPC a | Hiperperfusdo | Esclerose
01 generalizagdo | OCBZ interictais e esquerda do lobo hipocampal
secundaria PB ictais na regido temporal intensa
1 a2 criseddia temporal esguerda esquerdo
HPC | M 28 >25 CPC/ CBz Descargas Atrofia HPC | Hiperperfusdo | Esclerose
02 generalizagdo | TPM interictais discreta do lobo hipocampal
lcrise/la2dias| PB na regido temporal moderada
VPA | tempora direita direito
HPC | M 3H 89 CPC PB Descargas Reducéo do Normal Esclerose
03 1 crisel7 PHT interictais e volume + hipocampal
dias VPA ictais na hipersinal intensa
CBz regido HPCa
temporal esquerda
esquerda
HPC | M 40 37 CPC+ CBz Descargas AtrofiaHPC a | Hiperperfusdo | Esclerose
o4 generalizagdo | VPA interictais esquerda temporal hipocampal
lcrise/3a4 PHT e ritmo teta mesial esquerda] intensa
meses intermitente
temporal
esquerda
HPC F 28 16 CPC PB Descargas Alteragdo no | Hiperperfusdo | Esclerose
05 CBz epileptiformes sinal do em estruturas | hipocampal
la?2criseddia| VPA interictais e cortex, mesiais moderada
ictais na amigdala e temporal
regido cortex direita
temporal temporal
direita direito
HPC | M 31 6 CPC CBz Descargas Alteragdo no | Hiperperfusdo | Esclerose
06 PB interictais e sinal do em estruturas | hipocampal
ladcriseddia| VPA ictais na cortex no mesiais moderada
regiao nivel do temporal
temporal Uncus, direita
anterior amigdala
direita e atrofiaHPC a
direita

CPC: crise parcial complexa; PB: fenobarbital; CBZ: carbamazepina; VPA: acido valproico; OCBZ: oxcarbazepina; PHT: fenitoina;
TPM: topiramato; RNM: ressonancia nuclear magnética; HPC: hipocampo.
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FIGURA 1

glutamatérgicas eferentes do cortex entorrinal (Figura
1). A disténciaentre o eletrodo de estimulagdo e o microe-
letrodo de registro foi de aproximadamente 250 um em
todos os casos. Nessa configuragédo foram ativadas fibras
davia perfurante que produzem o estimulo ortodrémico
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FIGURA?2

Fotoilugtrativade equipamento (SETUP) dedetrofisologia Parte
A (1) Camaraderegistro, (2) micromanipuladores, (3) circuito
microamplificador “Headstage”, (4) microeletrodo de registro
extracelular, (5) microeletrodo deregistro intracelular, (6) fatia
cerebrd. Parte B — SETUP completo: (1) mesaantivibraciond, (2)
gaioladeFaraday, (3) cAmaraderegistro, (4) estereomicroscopio
STEMI 2000, (5) caixasestimuladorasDS2A, (6) Master-8, (7)
amplificador AXOCLAMP-2B, (8) osciloscopio, (9) pré-amplifi-
cador diferencial AC-DC, (10) termorregulador dacamaradere-
gistro, (11) circuito digitalizador DIGIDATA1200, (12) micro-
computador com interface de digitalizac8o e software paraaqui-
sicdo e processamento do sindl.

em neurobnios granulares do giro denteado. Foi aplicado
um estimulo de voltagem continua com duragdo de
100 ms a 200 ms e frequéncia de 0,1 Hz usando uma
unidade isoladora de estimulos (modelo DS2A,
Digitimer, Inc). Suaintensidade variou de 0,2V a50V,
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0 que permitiu obter informagdes das respostas subli-
miares e limiares (estimulo minimo capaz de evocar
potenciais de acéo) e supralimiares (estimulo 20% acima
do limiar). Essetipo de andlise é conhecido como input/
output. Pulsos pareados a intervalos de 20 ms a 200 ms
foram deflagrados para testar a inibicdo por pulsos
pareados. As estimulagfes sublimiar e limiar permitem a
ativacdo de grupos de neurdnios principais do giro
denteado representados pelas células granulares, a
maioria das quais sdo excitatorias sem estimulacdo
excessivadosinterneurénioslocais, como as célulasem
cesto. Seexistir algumaanomaliaem circuitosinibitérios,
ela pode ser revelada por esse protocolo, pois nessas
circunstancias de desinibicdo a génese de atividade
polissingptica local é facilitada (circuitos recorrentes
excitatorios). Ao ser atingido o limiar, a resposta
ortodromica normal intracelular € um potencial de agdo
gue aparece de forma sincrénica com a populagdo de
espiculas extracelulares. Essa resposta intracelular
aparece com uma laténcia de 2 ms a 4 ms apos a esti-
mulac&o, o que reflete a ativagao de mecani smos sinép-
ticos na génese desta.

Resposta antidrémica: estimulos de caracteristicas
semel hantes as descritas anteriormente foram aplicados
por meio de outro microel etrodo posicionado superficial -
mente no hilo do giro denteado. Nessa configuracdo, sdo
ativadas antidromi camente fibras musgosas de neurdnios
granulares. O posicionamento dos eletrodos de estimulo
ederegistro é representado esquematicamente nafigura 1.
A resposta antidrdmica aparece quase simultaneamente
com a estimulagdo. A laténcia da resposta € bem curta
(0,4 ms a1l ms), indicando uma ativacdo direta e rapida
dos neurdnios por mecanismos ndo sinapticos (estimu-
lacdo axonal retrégrada).

Registros intracelulares em células granulares
do giro denteado: para a obtencéo dos registros intra-
celulares a micropipetafoi posicionada verticalmente a
fatia (nacamadagranular do giro denteado) e aproximada
lentamente com o auxilio de um micromanipulador de
alta precisdo (Huxley p-85, Sutter Instrument Co.).
Pulsos retangulares longos de 200 ms de corrente
(0,4 nA) foram aplicados a intervalos de 2 segundos
através da micropipeta de registro. O sinal eletrofisio-
I6gico, assim como mudangas na resisténcia do tecido,
foi continuamente monitorado por um osciloscépio HM-
205-3 (HAMEG, 20 MHz). Este procedimento permite
obter informagBes quanto a distancia entre a ponta do
eletrodo e a célula a ser registrada. Apds penetracdo na
célula o potencial sofre queda abrupta dos niveis do
potencial de membrana da célula em questdo. Os
registrosintracel ulares nos diferentes protocol os de esti-
mulacdo iniciaram-se 10 a 15 minutos apds a penetracao.
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O circuito brigde no amplificador Axoclamp-B foi
continuamente conferido e ajustado antes de cada
medi¢&o do potencial elétrico.

RESULTADOS

Aspectos neuropatolégicos do hipocampo
humano na epilepsia do lobo temporal

A determinacéo da perda neuronal (porcentagem de
diminuicdo da DCV), nos 6 casos investigados,
evidenciou esclerose moderada em 3 (casos 2, 5e6) e
intensanosoutros (casos 1, 3 e 4). A esclerose moderada
(Figura 3A) foi caracterizada pela preservacdo de
celularidade abundante de CA4, auséncia de perda das
células granulares do giro denteado e perdacelular parcial
nos setores CA3 e principaimente CA1l. A esclerose
intensa (Figura 3B), ao contrario, manifestou-se por
perdaimportante, por vezes quase total, da celularidade
de CA4, perdainconstante e moderada na popul agéo das
células granulares associada a modificacbes morfol 6gicas
desta estrutura (disperséo, bilaminag&o) e aperdacelular
quase total em CA3 e CALl. O setor CA2 apareceu
preservado ou apresentou apenas perda celular discreta
em todos os casos.

Caracteristicas eletrofisiol6gicas do giro
denteado em pacientes com epilepsia do
lobo temporal

Osregistros no giro denteado daformacéo hipocampal
dos seis pacientes mostraram diferentes tipos de respostas
a estimulagdo antidrémica (hilar) ou ortodrémica
(estimulagdo daviaperfurante). A estimulacdo hilar pode
ser Util na determinac&o do grau de circuitariarecorrente
no giro denteado do hipocampo epiléptico, ja que podem
ser ativados circuitos polissinapticos'®. Em decorréncia
deste fato, em nosso estudo consideramos esse tipo de
configuracgao de registro como padr&o. A respostado giro
denteado apos estimulacdo hilar mostrou espiculas com
amplitude média de 5,3 mV £ 1,3 mV. Os registros
extracelulares realizados nas diferentes fatias cerebrais
mostraram presenca de respostas evocadas de diferentes
tipos. Algumas foram aparentemente normais, porém, em
outras &reas do mesmo giro denteado, foram detectadas
respostas com caracteristicas epileptiformes (Figura 4).
Esse resultado indica heterogeneidade na expresséo das
alteraces epil eptiformes no tecido estudado em condi¢des
de LCRanormal (3,5 mM [K™]).
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FIGURA 3

Diferentes graus de esclerose hipocampal . Na esclerose mode-
rada do caso HPCO2 observa-se populag¢do de neurdnios pira-
midais em CA1 (A1) einterneurénios no hilo (CA4) do giro
denteado (A2). Em contraste, o caso HPCO04 apresentaintensa
perda neuronal (despopulacéo de células piramidais) em CA1
(B1). Nota-seintensacel ularidade (tipico de processo de gliose).
O giro denteado desse caso também mostrou sinais de esclerose
caracterizados por diminui¢do dalarguradacamadade cdlulas
granulares (< 50 um) e perdadeinterneurdniosno hilo (B2) (as
setas mostram al guns interneurdnios remanescentes).

Respostas evocadas no giro denteado de hipocampo humano
epiléptico mostrando heterogeneidade na atividade epileptiforme

35mM [K*]
Respostas ewacadas noe gire demsade de hipocamgo humano
spilaptico moatrando halsmopensidads na Mividads apilepldcome
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FIGURA4

Em 3 resposta aparentemente normal. Em 1, 2 e 4 resposta
epileptiforme. Observe pequenas espiculas apds o potencial
evocadoinicia (*).

Em concentragdo de 10 mM de potéssio extracelular
foram registrados diferentes tipos de descargas epilep-
tiformes que ndo foram observadas nos experimentos
com 3,5 mM de [K*] (Figura 5). Pudemos classificar
essas descargas em dois subtipos. As primeiras foram
descargas epil eptiformes esponténeas de curta duragdo
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(100 ms a 300 ms), freqiiéncia variavel (0,01 Hz a
0,7 Hz) e baixa amplitude (1,1 mV + 0,31 mV) sendo
classificadas como descargas interictais (Figura 5A).
Essas descargas interictais espontaneas foram detec-
tadas em quatro pacientes (HPC02, HPC03, HPCO5 ou
HPCO06). As segundas foram verificadas em condicdes
de concentracé@o elevada de potassio. Nestas foram
observadas descargas epileptiformes ritmicas de baixa
amplitude (1,1 £+ 0.31 mV) quase continuas de maior
freqliéncia, (0,9-2 Hz) chegando a faixa de atividade
delta em alguns casos (Figura 5B). Essas descargas
espontaneas prolongadas tinham caracteristicas de des-
cargas ictais de baixa fregliiéncia e foram detectadas em
dois pacientes (HPC02 e HPCO04).

A Diferentes padrdes de descargas

interictais espontaneas

aAtividade epileptiforrme interictal & ictal “in vitro™ em giro denteado
de pacients com epilepsia do lobo temporal

10 mM [K'] (HPCO4)
Dierentes padrSes de descangas
imancias aspaninaas

g ey g S i > 2
B .Descargas epileptifor nes espontaneas (crise eletrografica in
vitro) (freqliéncia 2-3 Hz

Deacangas epilepiformes sspontiress (orse eletrografica “m vite”)
(hregléncia 2.3 M)

T e e

Yy
AT i

IE

1

Figura 5

FIGURAS
Atividade epileptiforme interictal e ictal in vitro em giro

denteado de paciente com epilepsia do |obo temporal 10 mM
[K'] (HPCO4)

No caso HPCO06, cujos estudos de ressonancia mag-
nética e EEG ictal sdo mostrados na figura 6, foi
verificada atividade epileptiformeintensa, caracterizada
por descargas epil épticas de baixavoltagem (< 1,5 mV),
quase continuas, sob a forma de oscilagdes, ou em
salvas, porém, de maior frequéncia (30 Hz a 300 Hz)
(HPCO06) (Figura 7). Essa atividade mais rapida pode
ser expressao de oscilagdes e ritmo gama hipocampal,
previamente descrito in vivo por estudos de registros
profundos em pacientes com epilepsiado lobo temporal
(ELT) refratéria®®.
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Epilepsia do |obo temporal (Caso HPC06) Refratariedade in vitro a drogas
Ressonéancia Magnética — Atrofia Hipocampal antiepilépticas

No caso HPCO06 estudamos o efeito in vivo da apli-
cacdo de fenitoina (100 uM) e carbamazepina (100 uM)
em fatias hipocampais tratadas com bicuculina que
mostravam sinais evidentes de hiperexcitablidade (apos
serem expostasa 2 UM de bicuculina) assumindo aforma
de atividade epileptiforme delongadurac&o (potencial tipo
DC shift). Nesse caso observou-se umaligeira atenuacdo
das descargas epileptiformes com ambas as DAE, porém
ndo o desaparecimento completo das anormalidades
epileptiformes. Este resultado € indicativo de um efeito

Epllapsia do lobo temporal - Caso HPCOG
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trés delas dispararam alguns potenciais de agdo com
acomodacédo (diminuicdo da freqiéncia de disparo com
o tempo de estimulag&o) (Figura 9A) enquanto outras
mostraram descargas continuas de potenciais de agéo
sem acomodacao (Figura 9B), o que sugere heteroge-
neidade nos subtipos eletrofisiol6gicos dos neurbnios
desta regido. O potencial de membrana dessas células
foi de 62,5 mV * 2,2 mV; a amplitude do potencial de
acdo de 88 mV £ 3,2 mV e aduragéo deste de 2,1 ms £
0,05 ms. O limiar de disparo foi de-55,1 mV £ 1,2 mV.

A a0 g aemeead e AR SR B

A Exermplo de célula com
acompdacaa neuronal

——"

Exemplo de célula sem

acombeagdor neuronial sem

“ Disﬁ@'ﬂ§ fiygnnal
15EENa

e pebl o’

Figura 9

FIGURA 9

Heterogeneidade eletrofisioldgica das células granulares do
giro denteado em pacientes com epilepsia do |obo temporal

DISCUSSAO

Os dados apresentados no presente trabalho indicam
gue o tecido hipocampal de pacientescom ELT expressa
epileptogenicidadein vitro quando estudado el etrofisiol o-
gicamente em fatias cerebrais. As alteracdes epil ep-
tiformes estiveram presentes em todos o0s casos, inde-
pendentemente do grau de esclerose hipocampal. Esse
resultado confirma dados da literatura mostrando a
persisténcia da hiperexcitabilidade in vitro do tecido
epil éptico humano?32%21, Um achado interessante nesta
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pesquisafoi apresenca de heterogeneidade nas respostas
evocadas indicando que o grau de anormalidades
epileptogénicas expressa-se de forma diferencial com
maior intensidade em algumas &reas ou locais do giro
denteado. Porém, essa heterogeneidade nas anorma-
lidades epileptiformes pode também estar presente em
outras areas hipocampais. Diversos estudos tém
mostrado que a formag&o hipocampal participa ativa-
mente na génese das descargasinterictais eictais atuando
como foco epileptogénico na ELT?23, A variabilidade
local no grau de epileptogenicidade sugere que deter-
minadas &reas S0 mais propensas para gerar ou talvez
iniciar os fenbmenos epilépticos no interior do foco
epileptogénico primario.

As alteracdes observadas podem ser decorrentes de
anormalidades focai s na neurotransmissao glutamatérgica
ou GABAGérgica. Defato, naEMT ahiperexcitabilidade
€ atribuida ao aumento funcional de uma subpopulagéo
de sinapses glutamatérgicas que usam receptores de
NMDA?+26 decorrente de alteracdo na fosforilagdo do
receptor de NMDA?7 ou de algumas de suas variedades.
Tais mudancas na expressado de subunidades de receptor
especifico para glutamato foram observadas em paci-
entes com EMT?6 e em modelos experimentais de
epilepsia®’. Estudos recentes na ELT humana?® demons

traram, ainda, alteracéo de receptores tipo AMPA e
participacdo de circuitos polissinépticos da génese da
atividade epileptiforme.

Diversos estudos descreveram também alteragbes na
neurotransmissdo GABA érgicaem tecido humano obtido
de cirurgias para tratamento da ELT?°. No presente
trabalho, observamos que a maioria das fatias cerebrais
mostrou inibic¢éo por pulsos pareados e que a aplicagéo
de bicuculina acentuou a atividade epileptiforme nas
fatias cerebrais de trés pacientes. Esses achadosindicam
a persisténcia de pelo menos algum grau de funciona-
lidade do sistema inibitério no giro denteado desses
casos. A génese de descargas epileptiformes interictais
ou de crises epilépticas pode estar associada a falha
transitoria do sistema inibitério no cérebro desses pa-
cientes como a observada ap6s a aplicagdo dabicuculina

Um outro mecanismo que poderia ser implicado na
epileptogenicidade seria mediado pela hiperexcitabi-
lidade do sistema glutamatérgico, a qual ndo seriacom-
pensada pelo grau de atividade inibitéria GABAérgica
local. De fato, trabalhos recentes mostraram que ha
variabilidade na expressdo de proteinas do sistema
GABAérgico especificamente da enzimadescarboxilase
do &cido glutamico-65 kDA (GAD-65) e de transpor-
tadores de GABA (GAT1 e GAT3) no hipocampo de
pacientes com ELT, Esses dados indicam que as alte-
racdes no sistema inibitério na ELT sdo complexas e
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podem ter uma expressao heterogénea em cada caso
em particular.

Algumas fatias estudadas na presente investigagéo
apresentaram atividade esponténea em ampla banda de
fregliéncias. A atividade na faixa menor que 4 Hz pode
estar associada a génese dos ritmos intrinsecos hi-
pocampais, como, por exemplo, da atividade teta
hipocampal .. Um outro fendmeno observado nessas
fatias foi a presenca de ritmos mais répidos carac-
terizando oscilagOes nafaixade atividade gamaentre 30
Hz e 300 Hz. Estes podem ser associados as oscilagdes
rapidas descritas recentemente em estudos in vitro
(SEEG) no hipocampo humano em paci entes com ELT??
e em modelos experimentais desse tipo de epilepsia
obtidos pela aplicacéo de acido cainico®.

No presente trabalho, detectamos que a atividade
epileptiforme evocada no giro denteado de um paciente
epiléptico (caso HPCO6) foi resistente ao tratamento in
vitro com fenitoina e carbamazepina. Emboratenhasido
possivel observar certaatenuagdo da atividade epiléptica
apos a aplicacdo destes farmacos, eles ndo se mostraram
efetivos em suprimir o estado de hiperexcitabilidade
induzido pela aplicagdo de baixas doses de bicuculina,
simulando desinibi¢do parcial in vitro. Esses achados
comprovam o diagnéstico darefratariedade a DAE obser-
vada antes do procedimento cirdrgico.

O tecido humano epiléptico mantido in vitro pode,
portanto, ser utilizado como um model 0 apropriado para
o desenvolvimento de DAE. Esse tecido apresenta um
perfil neuroanatémico definido pelas alteracdes decor-
rentes da epilepsia de longa duragdo assim como
circuitos epilépticos caracteristicos do ser humano e
expressao aberrante de receptores e canais i6nicos
“epilépticos’. Assim, asfatias cerebrais mantidasin vitro
apresentam um potencial significativo paraadescoberta
de novas alternativas farmacol égicas para tratamento
das epilepsias.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O tecido hipocampal obtido da cirurgia de pacientes
com epilepsiapor EMT refratariaa DAE possui proprie-
dades eletrofisiol6gicas que indicam a ocorréncia de
epileptogenicidade intrinseca. As redes neuronais
exploradas no giro denteado mostram hiperexcitabilidade
e potencialidade in vitro para o desenvolvimento de
atividade interictal e ictal esponténea. A refratariedade a
DAE pode ser também avaliada no tecido humano in vitro.
Esse tipo de investigagdo em fatias cerebrais pode
contribuir parao desenvolvimento de DAE maisracionais
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para o tratamento da epilepsia. O tecido humano é uma
fonte valiosa de informag&o sobre a fisiopatogénese dos
disturbios epilépticos e por meio da caracterizagdo eletro-
fisioldgica e molecular deste tecido podemos esclarecer
questdes referentes aos mecanismos basicos da epilep-
togénese e intratabilidade medi camentosa.

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

O presente trabalho foi desenvolvido com o apoio
fundamental de entidades financiadoras de pesquisa
como Fapesp, Capes, CNPq e Pronex. Agradecemos o
apoio técnico oferecido pelaestudante PatriciaR. Xavier
(Fapesp) e os técnicos Mério Hikeda e Hilda Reis da
Neurologia Experimental, EPM — Unifesp.

SUMMARY

Experimental Approaches to Study Human Hippocampus Obtained
During Surgical Treatment of Patients with Drug-resistant Epilepsy
In the last decade, human epileptic tissue has been explored in the same
experimental context as used for studies of animal models. These
approaches has been applied in vivo in attempts made to examine the
electrophysiological properties of epileptogenic areas to be removed in the
surgery for intractable epilepsy. The epileptic tissue, specially the
hippocampus in temporal lobe epilepsy, can also be analyzed in terms of in
vitro electrophysiology or by different histopathological techniques. The
development of such methodologies is useful to identify several
epileptogenic determinants which are responsible for seizure generation in
epileptic patients. In the present work, we present our preliminary findings
in the combined research using human hippocampus resected from drug-
resistant epileptic subjects. The correlation of experimental data with
electroclinical information is crucial to understand the pathophysiology of
epileptic disorders.
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Epileptogenesis, hippocampus, electrophysiology, neuropathology.
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