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RESUMO 

 

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) é a forma mais freqüente de 

epilepsia focal refratária ao tratamento farmacológico em adultos. O achado 

anatomopatológico mais comum é a esclerose hipocampal (EH), caracterizada por 

perda neuronal e gliose, especialmente no setor de Sommer (CA1 e prosubiculum) e na 

região hilar (CA4), com relativa preservação de CA2, subiculum e camada granular do 

GD. O diagnóstico da EH pela RM se traduz por diminuição do volume e/ou aumento do 

sinal hipocampal nas seqüências ponderadas em T2 ou na seqüência FLAIR, podendo 

ser acompanhados de modificação no formato e na estrutura interna do hipocampo. 

Este trabalho pretende realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonância 

magnética e os achados histopatológicos de hipocampos escleróticos de pacientes com 

ELTM. Foram utilizados hipocampos  de pacientes com ELTM submetidos a cirurgia e 

indivíduos necropsiados (controles). Em um primeiro momento os hipocampos controle 

foram utilizados na adequação técnica do protocolo, que em seguida foi aplicado aos 

casos de ELTM. Foram obtidas imagens histológicas e de RM e gerados volumes 3D. O 

co-registro desses volumes foi obtido utilizando pontos de referência (“landmarks”). A 

quantidade de pontos de referência nos controles foi em média 16 (dezesseis) e nos 

hipocampos escleróticos foram feitos testes com 9, 16 e 32 pontos. Baseados nesses 

resultados foi possível determinar coordenadas espaciais comuns às imagens de 

microscopia e de RM, a fim de permitir correlações ponto-à-ponto. Com relação aos 

hipocampos escleróticos, obtivemos resultados satisfatórios, porém com uma qualidade 

inferior em relação aos controles.  
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ABSTRACT 

 

The mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is the most frequent form of refractory 

epilepsy in adults. The most common pathological finding is the hippocampal sclerosis 

(HS), characterized by neuronal loss and gliosis, especially in the Sommer sector (CA1 

and prosubiculum) and the hilar region (CA4), with relative preservation of CA2, 

subicullum and granular layer of DG. The diagnosis of HS by MRI is characterized by an 

increased volume and/or decreased hippocampal signal on T2 weighted or FLAIR 

sequence, and may be accompanied by changes in shape and internal structure of the 

hippocampus. This works aims to achieve the co-registration of images obtained by 

magnetic resonance and histopathological findings in sclerotic hippocampi of MTLE 

patients. We used hippocampi of MTLE patients subjected to surgery and necropsy 

cases (controls). Firstly, control hippocampi were used for technical adjustments of the 

protocol, which was than applied to MTLE cases. 3D volumes were obtained from 

histological and MR images. The co-registration of theses volumes was obtained by 

using reference points (landmarks). The mean number of landmarks in control cases 

was 16 (sixteen) and, in sclerotic hippocampus, tests were made using 9, 16 e 32 

points. Based on the results, it was possible to establish common spatial coordinates for 

histological and MR images, in order to allow point-to-point correlations. Satisfactory 

results were obtained with sclerotic hippocampi, although with less quality  
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1. INTRODUCÃO  

 

 

1.1. Epilepsia do Lobo Temporal Mesial 

 

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais freqüente de epilepsia focal 

refratária ao tratamento farmacológico em adultos. A ELT é uma entidade clínica 

heterogênea com diferentes perfis etiológicos, semiológicos e prognósticos. A ELT pode 

ser subdividida em mesial (ELTM) e neocortical (ou lateral), de acordo com a origem e 

semiologia das crises (CENDES, 2004; ANDRADE-VALENÇA, 2006; GUEDES, 2006; 

ANDRADDE-VALEÇA, 2008). 

Os pacientes com ELTM, cujas crises originam-se de estruturas mesiais do lobo 

temporal, incluindo a amígdala, hipocampo e giro parahipocampal (GPH), constituem 

um subgrupo com características peculiares do ponto de vista da semiologia ictal, dos 

achados do eletroencefalograma (EEG), da patologia e da resposta à cirurgia. A 

semiologia ictal inclui uma aura (sensações epigástricas, alterações dismnésticas, entre 

outras) seguida por olhar fixo não responsivo (“staring”), automatismos orolimentares e 

sinais motores, incluindo postura distônica da mão contralateral ao foco epileptogênico 

e automatismos motores estereotipados da mão ipsilateral (BLÜMCKE, 2007; GUEDES, 

2006; SOUZA, 2006; SILVA, 2004). 
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Na maioria das vezes, a ELTM tem seu início na infância tardia ou adolescência, 

geralmente com história prévia de insulto precipitante inicial (crises febris prolongadas, 

hipóxia, trauma crânio-encefálico ou infecções do sistema nervoso central). As crises 

parciais complexas (CPC) são o tipo predominante podendo ser incapacitantes para a 

vida do paciente. Embora os pacientes possam apresentar crises secundariamente 

generalizadas (tipo tônico-clônicas), o tratamento medicamentoso as suprime na 

maioria dos casos. As crises são geralmente auto-limitadas, de curta duração e 

seguidas por um período variável de confusão mental. Afasia pós-ictal pode ocorrer 

quando as crises acometem o lobo temporal dominante (BLÜMCKE, 2007; GUEDES, 

2006; SOUZA, 2006; SILVA, 2004). 

A investigação clínica dos pacientes com ELTM candidatos a cirurgia envolve os 

seguintes domínios principais: história clínica, EEG, exames de imagem estrutural e 

funcional, e por fim a avaliação neuropsicológica. A partir da convergência dos dados 

clínicos e dos resultados dos exames subsidiários é estabelecida a localização do foco 

epileptogênico (SAWRIE, 1998). 

O EEG é a pedra fundamental na avaliação pré-operatória e deve ser realizado 

nos períodos ictal e pós-ictal, para evidenciar a lesão focal. O resultado pode ser normal 

ou demonstrar anormalidade não epileptiforme caracterizada por alentecimento 

intermitente nas faixas teta e delta sobre as regiões temporais mésio-basais e/ ou 

atividade epileptiforme do tipo ponta e onda aguda, seguida ou não de onda lenta, é 

registrada com eletronegatividade máxima nos eletrodos T3-F7/T4-F8, e especialmente 

nos eletrodos esfenoidais, podendo ser unilateral, bilaterais na região temporal anterior 

ou difusos, síncronas ou assíncronas. Sendo de grande importância a monitorização do 
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EEG em conjunto com as alterações comportamentais do paciente, esse exame 

denomina-se vídeo-EEG, para isso o indivíduo tem de ser hospitalizado e suas DAEs 

(drogas antiepilépticas) diminuídas ou retiradas totalmente na tentativa de observar 

suas crises habituais (Andrade-Valença, 2006, SOUZA, 2006; French, 1993; ENGEL, 

1997; Cendes e Kobayashy, 2000; Guerreiro, 2000). 

O exame de tomografia por emissão de fóton único (SPECT) analisa a perfusão 

cerebral. Em pacientes com ELTM, o SPECT interictal pode delimitar uma área de 

hipoperfusão em região temporal, enquanto o SPECT ictal pode delimitar uma área de 

hiperperfusão na mesma região correspondendo a localização do foco epileptogênico 

(ENGEL, 1997; CENDES e KOBAYASH, 200; GUERREIRO, 2000). 

No exame de ressonância magnética (RM) o resultado pode ser normal ou 

mostrar redução no volume hipocampal em T1 e hipersinal em T2, caracterizando a 

esclerose hipocampal (EH). A atrofia pode se estender a outras estruturas do lobo 

temporal além do hipocampo, caracterizando a esclerose mesial temporal (EMT), ou 

envolver o lobo temporal como um todo. Esses achados podem ser unilaterais ou 

bilaterais, nesse caso, geralmente assimétricos (CENDES, 1993a; CENDES, 1993b; 

CENDES e ANDERMANN, 1996; ENGEL, 1997; CENDES e KOBAYASHY, 2000). 
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1.2. Formação Hipocampal 

 

A formação hipocampal (FH)1 é uma importante estrutura do encéfalo 

relacionada aos processos de aprendizado e memória, seja declarativa, espacial ou 

episódica. O termo FH refere-se a uma estrutura ou unidade funcional complexa 

localizada no lobo temporal mesial, constituída de quatro sub-regiões: o Corno de Amon 

(CA) ou hipocampo propriamente dito, o giro denteado (GD) ou fascia dentata (FD), o 

complexo subicular (subículo, para-subículo e pré-subículo) e o córtex entorrinal (Ent) 

(GUEDES, 2006). 

O hipocampo propriamente dito é uma porção de córtex cerebral pertencente à 

região medial do lobo temporal. É composto por uma faixa de substância cinzenta 

dobrada sobre si mesma, sendo envolvido por uma fina camada de substância branca, 

que converge para formar a fímbria medial. O hipocampo se projeta para dentro do 

corno temporal do ventrículo lateral, estendendo-se por cinco centímetros em média. 

Após a abertura do corno temporal e remoção do plexo coróide, o hipocampo aparece 

macroscopicamente como um arco medialmente côncavo, que pode parecer um “cavalo 

marinho”. Nesse arco, podem-se distinguir três segmentos: cabeça ou parte anterior, de 

orientação transversal; corpo ou parte média, sagitalmente orientada; e cauda ou parte 

posterior, transversalmente orientada e situada sob o esplênio do corpo caloso (figura 

1). A cabeça pode, ainda, ser chamada de “pé”, devido às digitações que apresenta 

                                                 
1
Também referida simplesmente como “hipocampo” 
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(GRAY, 1988; DUVERNOY, 1995; ROGACHESKI, 1998; DUVERNOY, 2005; 

STANDRING, 2005). 
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Na era moderna, há crescente evidência do papel fundamental do hipocampo em 

diversos processos, principalmente na memória, fez com que o estudo dessa região se 

intensificasse. Foram feitas muitas descobertas importantes utilizando essa estrutura 

como modelo para investigação em situações fisiológicas e patológicas. Aproveitando-

se as características da organização microscópica do tecido hipocampal, foram 

aprimoradas técnicas amplamente usadas em neurociência, como a histoquímica. A 

primeira descrição moderna da aparência da FH foi feita pelo anatomista Arantius em 

1587, que a descreveu como sendo parecida com um “bicho-da-seda” (bombycinus 

vermis) ou com um cavalo marinho (hippocampus) se visto medialmente. Admite-se que 

a denominação “Corno de Ammon” (CA) foi introduzida por Garegeot em 1742, 

inspirada pela vista lateral do hipocampo, fazendo referência à figura do deus egípcio 

Amun, retratado como um homem com cabeça de carneiro (WALTHER,2002; EL 

FALOUGY, 2006; ANDERSEN, 2007). 

 

    1.2.1. Citoarquitetura 

 

Esquematicamente, pode-se dividir o hipocampo propriamente dito (ou Corno de 

Amon) em quatro diferentes regiões, CA1-CA4. Com exceção da área CA4, que tem 

natureza polimórfica, as demais áreas apresentam um mesmo padrão de organização. 

Os neurônios principais encontrados nessas áreas são piramidais e se dispõe de forma 

compacta em uma camada denominada estrato piramidal (LORENTE DE NO, 1934; 
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GRAY, 1988; INSAUSTI & AMARAL, 2004; DUVERNOY, 2005). Resumidamente, as 

camadas do hipocampo incluem (fig. 2): 

(a) Alveus: é a camada mais externa do CA, sendo composto principalmente 

pelos axônios que saem da formação hipocampal em direção a outras regiões 

encefálicas e de alguns axônios que chegam ao hipocampo do septo; 

(b) Estrato oriens: localizado entre o estrato Alveus e o estrato piramidal, é 

composto por esparsas células em cesto, pelos axônios que passam em direção ao 

Alveus e por dendritos basais das células piramidais do estrato piramidal; 

(c) Estrato piramidal (ou camada piramidal): formada pelo corpo (soma) das 

células piramidais do hipocampo, onde ocorrem contatos inibitórios de interneurônios 

dos circuitos locais; 

(d) Estrato Radiado: contêm os dendritos apicais das células piramidais, onde 

ocorre o contato com importantes aferências, como as fibras vindas de outras estruturas 

cerebrais e do hipocampo contralateral; 

(e) Estrato lacunoso: consiste basicamente em uma região de passagem de 

fibras, como a via colateral de Schaffer (axônios que se projetam de CA3 para CA1); 

(f) Estrato molecular: formado por interneurônios e pelas extremidades distais 

dos dendritos apicais das células piramidais. 

O GD ou FD é um componente da FH e, à semelhança do CA, pode ser dividido 

em camadas, a saber: 
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(a) Estrato molecular: contém os dendritos apicais das células granulares, que 

recebem dois tipos de projeções aferentes: uma glutamatérgica que se origina nas 

camadas superficiais do Ent (via perfurante) e termina nos dois terços externos da 

camada molecular (sinapses excitatórias); e outra colinérgica, proveniente do núcleo 

septal medial que termina de forma difusa; 

(b) Estrato Granuloso: contém as células principais do GD (células granulares) e 

interneurônios; 

(c) Estrato Polimórfico ou Hilo: contém os axônios das células granulares (fibras 

musgosas) e interneurônios. 

 

O circuito principal da FH inicia-se no GPH. As fibras que deixam o Ent em 

direção ao hipocampo constituem a chamada “via perfurante” e inervam os dendritos 

das células granulares na região da camada molecular do GD. As principais eferências 

do GD são os axônios de células granulares, comumente denominados de fibras 

musgosas, que liberam principalmente glutamato, e fazem sinapses com neurônios 

piramidais de CA3, interneurônios e células musgosas no CA4 (hilo). Dos neurônios 

piramidais de CA3 emergem axônios, denominados Via Colateral de Schaffer, que 

terminam em neurônios piramidais em CA1, efetuando a terceira sinapse do circuito 

hipocampal. Este circuito e suas conexões formam a clássica via tri-sináptica 

hipocampal (Andersen et al., 1969; O Keefe, 1978; DUVERNOY, 2005). 
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Existe uma região de transição entre o córtex temporal inferior (isocórtex - seis 

camadas) e o hipocampo propriamente dito (alocórtex - trilaminar), onde as camadas se 

tornam gradativamente mais simples, essa região é conhecida como complexo 

subicular ou simplesmente subículo. Essa região também faz parte da F. 

A região de CA1 é a maior região do hipocampo, podendo ser caracterizada por 

uma diversidade de tipos celulares e por um estrato piramidal espesso, é também a 

região que mais varia ao longo de sua extensão. A região CA2 possui um estrato 

piramidal estreito e muito denso. Na região CA3, o estrato piramidal tem uma espessura 

intermediaria em relação a CA1 e CA2 sendo características dessa região as maiores 

células piramidais da FH. Na região CA4, os corpos celulares são bastante esparsos e 

estão em meio a uma abundância de processos neuronais (dendritos, axônios e 

terminações), incluindo as fibras musgosas (AMARAL, 1978; INSAUSTI & AMARAL, 

2004; DUVERNOY, 2005; EL FALOUGY &BERNUSKA, 2006). (fig. 2) 
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1.3. Imagem por Microscopia de luz e Esclerose Hipocampal  

 

A primeira descrição microscópica das alterações no hipocampo em pacientes 

com epilepsia foi feita por Sommer2,sendo dele também a primeira correlação entre 

crises epilépticas e alterações histopatológicas no hipocampo. Margerison, em 1966, 

através de estudos de cérebro post-morten de pacientes com ELT, observou um padrão 

de perda neuronal específico, com grande destruição dos neurônios piramidais do 

hipocampo principalmente nas áreas CA1 e prosubiculum (também denominado “setor 

de Sommer”), corroborando as descrições de Sommer. (MARGERISON & CORSELLIS, 

1966; GATES, 1990).  

Do ponto de vista anatomopatológico, a esclerose hipocampal (EH) é 

caracterizada por perda neuronal e gliose, especialmente das células do setor de 

Sommer (CA1 e prosubiculum) e dos neurônios da região hilar (CA4), com relativa 

preservação de CA2, subiculum e camada granular do GD. Adicionalmente, observa-se 

reorganização axonal, caracterizada por brotamento (“sprouting”) de colaterais axônicos 

das células granulares (as fibras musgosas), na região da camada molecular interna do 

GD. Pode ser encontrada a dispersão das células granulares, caracterizada pela perda 

da justaposição habitual das células granulares, produzindo um aumento da sua 

espessura e dos espaços intercelulares, e também pode ocorrer a bilaminação da 

                                                 
2
 Sommer W. Erkrankung des Ammonshorns als aetiologisches Moment der Epilepsie. Arch Psychiat Nervenkr 1880; 308: 631-675. 

apud Gates, 1990 
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camada granular (MARGERISON & CORSELLIS, 1966; Andrade-valença 2006; SILVA, 

2007). 

A expressão “esclerose mesial temporal” (EMT) foi introduzida por Falconer e 

colaboradores (1964) para descrever a lesão caracterizada por perda neuronal e gliose 

envolvendo, principalmente, o hipocampo, a amígdala ou ambos, notadamente as 

camadas de células piramidais do Corno de Ammon (CA) e a camada granular do giro 

dentado. A EMT é a causa mais comum de epilepsia com origem ou envolvimento 

primário do lobo temporal e é o achado mais comum nos casos de epilepsia fármaco-

resistente (BLÜMCKE, 2007; JUNIOR, 2001). 

Uma primeira tentativa semi-quantitativa sistemática de estimar a perda de 

células do hipocampo foi publicada em 1992 por Wyler, referindo-se ao percentual da 

perda de células piramidais identificadas nas subseções do hipocampo (CA1-CA4). O 

“Wyler-score”3 inclui as classes: EH Grau 1: dano brando, sem perda ou perda neuronal 

leve (<10%) da camada de células piramidais de CA1, CA3 e/ou CA4, EH Grau 2: dano 

moderado, gliose e perda neuronal moderada (10-20%) em CA1, CA3 e/ou CA4, EH 

Grau 3: dano grave, gliose com perda neuronal maior que 50% em CA1, CA3 e CA4, 

mas poupando CA2, EH Grau 4: dano severo, gliose com perda neuronal maior que 

50% em todos os setores do hipocampo. A GD, subículo e GPH também podem estar 

envolvidos no grau 4. Esse sistema de classificação é pratico, mas é pouco preciso e 

não considera a história clínica do paciente (ROGACHESKI, 1998; BLÜMCKE, 2007; 

FAHRNER, 2007). 

                                                 
3
Wyler AR, Dohan FC, Sxhweitzer JB, Berry AD (1992) A grading system for mesial temporal pathology (hippocampal sclerosis) 

from anterior temporal lobectomy. J epilepsy 5:220-225 apud FAHNER, 2007 
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1.4. Imagem por Ressonância Magnética e Esclerose 

Hipocampal 

 

Diferentemente da tomografia computadorizada (TC) e outros métodos de 

imagem; a ressonância magnética (RM) agrega um conjunto de técnicas que permitem 

avaliar diversos aspectos da função, estrutura e bioquímica do encéfalo, de maneira 

não invasiva. A RM é, nos dias, de hoje o método de escolha para investigação por 

imagem de pacientes com epilepsia, particularmente aqueles com crises refratárias. Em 

imagens obtidas por RM, o hipocampo normal pode ser facilmente observado no plano 

coronal, sendo isointenso à substância cinzenta cortical em todas as seqüências de 

pulsos (CARRETE JR, 2002). 

Os principais achados da EMT à RM são a atrofia e a hiperintensidade de sinal 

hipocampal, nas seqüências de longo TR e T2 limitada ao hipocampo. Outros achados 

incluem as seguintes mudanças ipsilaterais: dilatação do corno inferior do ventrículo 

lateral, atrofia ou aumento de sinal da amígdala, atrofia difusa do lobo temporal, atrofia 

da substância branca parahipocampal, hipointensidade em T1 e alterações do GPH 

(JUNIOR, 2001; SOUZA et al.,2006). 

O diagnóstico da EH pela RM se traduz por diminuição do volume ou aumento do 

sinal hipocampal nas seqüências ponderadas em T2 ou na seqüência FLAIR, podendo 

ser acompanhados de modificação no formato e na estrutura interna do hipocampo. A 

atrofia hipocampal pode ser unilateral ou bilateral, com uma intensidade geralmente 



15 

 

assimétrica. As técnicas quantitativas como a volumetria e o tempo de relaxação nas 

seqüências ponderadas em T2 podem ser úteis nos casos de alterações sutis ou 

comprometimento bilateral dos hipocampos (DIEGUES, 2004; ANDRADE-VALENÇA, 

2006). 

A quantificação do sinal T2 de RM pela técnica conhecida como relaxometria T2 

pode, igualmente, ser utilizada para a avaliação do tecido hipocampal anormal, 

aumentando a sensibilidade do método na detecção de EH, principalmente para casos 

de anormalidade de sinal discreta ou de lesão bilateral, as quais poderiam não ser 

reconhecidas apenas em uma análise visual (JACKSON, 1993; KUZNIECKY, 1995; 

DUNCAN, 1996). 

 

1.5. Correlação entre imagem por RM e achados microscópicos 

 

A histopatologia quantitativa desenvolveu-se paralelamente com a imagem de 

RM e pode permitir uma interpretação mais exata e sofisticada da estrutura do tecido. 

Trabalhos recentes tentam demonstrar que fragmentos cirúrgicos de lobo temporal, 

bem como as lâminas histológicas produzidas a partir dos mesmos, podem ser 

alinhados com as imagens da RM obtidas in vivo no pré-operatório. Assim, os dados 

quantitativos de RM e os dados quantitativos histológicos poderiam ser diretamente 

comparados. A partir desse tipo de abordagem, Eriksson e colaboradores observaram 
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uma correlação positiva entre o tempo de relaxação T2 e o número de neurônios 

marcados com imunohistoquímica para NeuN (ERIKSSON, 2005; ERIKSSON, 2007). 

Estudos quantitativos por RM e achados histopatológicos em pacientes com ELT 

têm sugerido uma correlação positiva entre as medidas volumétricas e a densidade 

neuronal do hipocampo (CASCINO, 1991; LENCZ, 1992; LEE, 1995). 

Recentemente têm-se buscado estabelecer protocolo de co-registro de imagens 

de RM e histologia, por exemplo, Grinberg e col. (2009) desenvolveram um protocolo 

para co-registro de encéfalos inteiros. Após a RM in situ os encéfalos foram perfundidos 

e emblocados com celoidina, cortados 440µm. A correção das deformações e o co-

registro deram-se pela utilização do software Amira® 4.1 (Mercury Computer Systems 

Inc.), sendo possível a co-locação de áreas na RM e histologia. A aplicação deste 

protocolo para o estudo da ELTM poderia trazer benefícios para o estudo da EH nos 

casos de epilepsia refratária. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho pretende realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonância 

magnética e os achados histopatológicos de hipocampos escleróticos de pacientes com 

ELTM. 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Adequação da técnica de co-registro descrita por Grinberg e col (2009) 

para hipocampos isolados; 

2. Determinar coordenadas espaciais comuns às imagens de microscopia e 

de RM, a fim de permitir a correlação ponto-à-ponto dos achados patológicos. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS  

 

 

No presente estudo foram utilizados hipocampos com ELTM submetidos a 

cirurgia e indivíduos necropsiados provenientes FMUSP. Em um primeiro momento os 

hipocampos controle foram utilizados na adequação técnica do protocolo, que em 

seguida foi aplicado aos casos de ELTM.  

 

 3.1  Sujeitos Controle 

 

Os hipocampos controles foram obtidos no Banco de Encéfalos Humanos do 

Grupo de Estudo de Envelhecimento Cerebral (BEHGEEC), cuja fonte é o Serviço de 

Verificação de Óbitos da Capital (SVOC), seguindo os seguintes critérios: idade entre 

50 e 60 anos, tempo de morte inferior a 16 horas, causa do óbito não associada a 

patologia neurológica (Tab. 1). Todos os critérios estiveram de acordo com o protocolo 

do BEHGEEC, onde a avaliação neuropatológica para doenças neurodegenerativas e 

cerebrovasculares segue padrões internacionais com uso de imunohistoquímica. A 

avaliação cognitiva foi obtida através de um informante, que assinou o termo de 

consentimento ao inicio da entrevista (anexo I) (GRINBERG, 2007).  
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética do Hospital das 

Clínicas da FMUSP com nº 285/04 (anexo II). 

 

 
CTRL = controle; Fem = feminino; Masc = masculino; EAP = edema agudo pulmonar; IAM = Infarto agudo do Miocardio; HAS = 
hipertensão arterial sistêmica; DM = Diabetes mellitus; ICC = Insuficiência Cardiaca congestiva; DPOC = Doença pulmonar 
obstrutiva crônica. 

 

 

Tabela 1. Dados clínicos dos sujeitos controles. 

Identificação Sexo 
Idade 
 óbito 
(anos) 

Tempo 
de 

morte 
(horas) 

escolaridade 
(anos) 

Causa 
óbito 

Causas básicas/ 
Achados clinicos 

Antecedente 
patológico 

CTRL001 Fem. 60 7,26 5 EAP 
IAM, 

Arterosclerose 
coronariana 

HAS/DM 

CTRL002 Fem. 52 13,38 11 
Metastases 
pulmonares 

multiplas 

carcinoma de 
mama direita 

Câncer palato 

CTRL003 Masc. 53 14,61 8 EAP 
cardiomegalia 

hipertrófica dilatada 
/ HAS 

ICC, DPOC 
enfisema 

CTRL004 Masc. 51 13,33 7 IAM 
Aterosclerose 
coronariana 

/ IAM 
HAS 

CTRL005 Masc. 58 12 4 EAP HAS HAS/DM 

CTRL006 Masc. 53 15,65 2 EAP cardiopatia dilatada - 

CTRL007 Fem. 54 13,91 11 IAM Aterosclerose severa 
bronquite/ 

asma 
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3.2 Pacientes com ELTM 

 

Neste estudo foram incluídos pacientes submetidos a cortico-amigdalo-

hipocampectomia para tratamento de ELTM fármaco-resistente associada a EH, 

operados em hospitais governamentais da cidade de São Paulo. Os pacientes incluídos 

foram submetidos a uma detalhada anamnese, video-EEG e exames de RM, que 

confirmavam o diagnóstico. Os dados clínicos incluíram idade de início da epilepsia, 

idade na cirurgia, duração da epilepsia, insulto precipitante inicial (IPI), lado operado e 

história familiar (Tab. 2). Os pacientes deram consentimento da utilização do material 

assinando o termo de consentimento livre esclarecido (anexo III). 

 

Tabela 2.  Dados clínicos dos pacientes com ELTM 
 

Paciente 
Idade 
(anos) 

Sexo 
Idade de 

Início 
(anos) 

Duração 
da 

epilepsia 
(anos) 

IPI Lado 
História Familiar 

de epilepsia 

Pct 001 25 Masc 1,6 23 
crise 
febril 

E não 

Pct 002 49 Fem 7 42 Não E sim 

Pct 003 29 Fem 4 25 Não E não 

    
      IPI = insulto precipitante inicial; Pct = paciente; Masc= masculino; Fem = feminino; E = esquerdo 

 

 



21 

 

3.3  Manuseio e fixação do tecido 

 

3.3.1   Hipocampos controles 

Após a coleta do encéfalo pelo SVOC e o encaminhamento para o BEHGEEC, 

os encéfalos foram fixados por imersão em paraformaldeído (PFa) 4% em tampão 

fosfato (PB) a 0,1 M por 15 dias. Após esse período, foi realizada a desconexão do 

corpo caloso, os hemisférios foram identificados e mantidos em PFa 4% por mais 15 

dias. Após um mês os hipocampos foram dissecados e mantidos por 5 dias em PFa 

1%. Os hipocampos foram fotografados com câmera digital, para análises 

macroscópicas e comparação posterior com a microscopia. Os hipocampos já fixados 

foram emblocados em Agar a 9% e escaneados em equipamento de RM 1,5T.  

 

3.3.2 Hipocampos escleróticos 

Imediatamente após a ressecção cirúrgica, os hipocampos foram fixados por 

imersão em uma solução de PFa 4% pelo período de 24 a 48 horas. Os hipocampos 

permaneceram em uma solução de PFa 1% em PB a 0,1M até a realização da RM. Os 

fragmentos foram fotografados com câmera digital, para análises macroscópicas e 

comparação posterior com a microscopia. Os fragmentos já fixados foram emblocados 

em Agar a 9% e escaneados em equipamento de RM de 1,5T.  
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3.4  Exame de RM 

 

Os fragmentos foram submetidos a exame de RM realizados em um sistema de 

1.5 T equipado com gradientes de 33 mT/m (GE Health Care, Milwaukee – EUA) no 

Departamento de Diagnóstico por Imagem da Universidade Federal de São Paulo. 

Todos os estudos incluíram as seguintes aquisições: 

1) Localizador (Loc) axial: GRE TR= 63.7 ms; TE= 1.6 ms; 256x128;1 NEX, 

5/0.5 mm, FOV 24cm, N = 3 img., 2D; 

2) Loc sagital coronal: GRE TR = 15ms; TE = 5 ms; 256 x 128; 1 NEX, 5/0,5mm; 

FOV 24cm, SL=9.5; N=6 img, 2D; 

3) CISSDP FSE: TE = 30.8 ms; TR = 3000ms; TI = 150 ms; 3 mm/0.3 mm; FOV 

= 16cm; 256 x 224; 4 NEX, 3D. 

 

 

3.5.  Análise Histológica 

 

Após a aquisição das imagens de RM, os hipocampos emblocados em agar 

foram seccionados com uma navalha, ao longo de seu maior eixo, em blocos de 6mm 

de espessura. O perfil dos blocos foi fotografado com câmera digital com resolução de 
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10 megapixels, para a análise macroscópica. Os fragmentos foram retirados do ágar e 

colocados em solução crioprotetora de sacarose 30%, congelados e cortados em fatias 

com 60 µm de espessura utilizando um criostato Leica CM 1850. As fatias foram 

coletadas em solução de PB a 0,1M contendo 0,001% de azida sódica e armazenadas 

a 4°C. 

 

3.5.1. Coloração de Nissl por Violeta de Cresila 

  

A coloração de Nissl é utilizada para evidenciar o citoplasma de neurônios. O 

citoplasma contém várias estruturas, inclusive o corpúsculo de Nissl (ou substância de 

Nissl). Esses corpúsculos são compostos, basicamente, pelo retículo endoplasmático 

rugoso, onde se encontram os complexos formados pelos ribossomos e os 

correspondentes fragmentos de RNA mensageiro. 

A coloração foi realizada em uma em cada vinte fatias, nos casos controle, e uma 

em cada dez fatias, em hipocampos escleróticos. Após a montagem das fatias em 

lâminas gelatinizadas, as amostras foram secas a temperatura ambiente durante uma 

noite. Para a coloração, as lâminas foram re-hidratadas através de banhos sucessivos 

em solução de etanol I 100% (absoluto), etanol 85%, etanol 70%, etanol 50%, H2O 

destilada (H2Od) (3 minutos em cada solução). Os cortes foram mergulhados no 

corante violeta de cresila (0,5%) dissolvido em solução de acetato tamponado em pH 

3,8 de 2 a 7 minutos e, em seguida, lavados em H2Od com ácido acético para remoção 
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do excesso do corante. Por fim, iniciou-se a desidratação dos cortes, através de 

passagens sucessivas em álcool com concentrações crescentes, na ordem inversa ao 

processo de hidratação (etanol 50%, etanol 70%, etanol 85%, etanol I 100%, Xilol I, 

Xilol II). As lâminas histológicas foram montadas com lamínulas utilizando meio de 

montagem (Entellan® Merck). 

 

Para a análise da coloração, foi inicialmente utilizado um sistema 

computadorizado de captura e análise de imagens, constituído por um microscópio 

Nikon Eclipse E600, uma câmera EXWAVE HD SONY e um computador para 

armazenamento e processamento das imagens. Esse protocolo foi comparado com um 

procedimento de digitalização alternativo, utilizando o escaneamento direto das lâminas 

histológicas através de um escâner EPSON STILUS OFFICE TX300F. 

 

 

3.6  Correlação entre Imagens RM e histologia 

 

As imagens dos fragmentos histológicos digitalizados foram comparadas às 

imagens obtidas pelo exame de RM após processamentos por uma serie de programas. 

As imagens de RM foram inicialmente convertidas do formato “dicom” para o 

formato “analyze” pelo programa MRIconvert (disponível em: 

http://lcni.uoregon.edu/~jolinda/MRIConvert). As imagens convertidas foram importadas 
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para o programa de reconstrução 3D Amira 5.0
®
 (Visage Imaging™), através do qual 

foram geradas imagens volumétricas. 

As imagens histológicas passaram pelo seguinte processamento: Cada 

fragmento foi fotografado com uma objetiva de 2x de aumento em vários quadros. A 

combinação dos quadros foi executada com o programa „autostich” (disponível em: 

http://www.atostich.net), gerando uma nova imagem. Alternativamente, as imagens de 

cada fatia foram obtidas através de escaneamento direto. Todas as imagens 

histológicas foram salvas em formato JPEG, tiveram suas dimensões padronizadas 

(18cmx12cm e 72ppm) e foram numeradas seqüencialmente com auxílio do programa 

IrfanView (diponível em: http://www.irfanview.com). Após todas essas etapas, as 

imagens finalmente foram processadas no programa Amira 5.0® para a obtenção do 

volume 3D, a partir do protocolo de Gringerb e Heinsen (2007). O co-registro dos 

volumes da histologia e da RM foi executado com o auxílio de uma ferramenta 

específica do programa Amira®. 

 

3.7  Comitê de ética 

 

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de São Paulo- UNIFESP- EPM, n°0457/08 (anexo IV).  
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4. RESULTADOS 

 

 

Em nosso estudo foram processados 13 (treze) hipocampos-controles 

provenientes do BEHGEEC, dos quais 2 (dois) foram usados para adequar a seqüência 

de aquisição de imagens da RM, 3 (três) para adequação da técnica de histologia e 1 

(um ) foi excluído por problemas na armazenagem. Os demais 7 (sete) hipocampos-

controles seguiram o protocolo já adequado e aperfeiçoado (descrito na sessão 

casuística e métodos). Na figura 3, é representada a comparação das técnicas de 

Grinberg e col. (2009), e a apresentada neste trabalho. 

Em relação aos dois protocolos de aquisição de imagens dos cortes histológicos 

(microscópio versus escaner), o melhor resultado foi obtido através do escaner. Para 

obtenção de imagens através de microscópio com câmara acoplada, era necessário 

utilizar a objetiva de menor aumento (2x), originando mais de 50 aquisições por fatia em 

hipocampos escleróticos e aproximadamente 200 em hipocampos controle. O resultado 

eram montagens curvas que dificultavam a geração de um volume 3D histológico (fig. 

4). A utilização do protocolo com escaner facilitou não só a aquisição das imagens, mas 

também trouxe vantagens na orientação da aquisição e no alinhamento das imagens 

histológicas para a geração dos volumes 3D para o co-registro com imagens de RM. 
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Dos hipocampos controles incluídos (n=7), foram obtidas imagens histológicas e 

de RM (fig. 5). Das imagens foram gerados volumes 3D e, após a sobreposição desses 

volumes, foi obtido um terceiro volume (co-registro). No co-registro pode-se observar 

coordenadas espaciais de comparação (fig. 6). 

Com relação aos hipocampos escleróticos (n=3), como é demonstrando na fig. 7, 

obtivemos resultados satisfatórios, porém com uma qualidade inferior em relação aos 

controles. A pior qualidade dos resultados nos hipocampos escleróticos poderia ser 

explicada por vários motivos: (I) a preservação anatômica dos espécimes cirúrgicos era 

naturalmente inferior, dificultando a orientação tanto pra RM quanto para o corte 

histológico; (II) áreas hemorrágicas, freqüentemente observadas nos fragmentos 

cirúrgicos, resultavam em perdas importantes nos cortes histológicos, e finalmente (III) 

as deformidades resultantes do processamento histológico em tecido esclerótico eram 

mais acentuadas. Todos esses fatores contribuíram para dificultar a produção do 

volume 3D e co-registro em hipocampos escleróticos. 

Para a realização dos co-registros nos modelos 3D de RM e histologia foram 

utilizados pontos de referência (“landmarks”) (figura 8). A quantidade de pontos de 

referência nos controles foi em média 16 (dezesseis) e nos hipocampos escleróticos 

foram feitos testes com 9, 16 e 32 pontos de referência. 
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Figura 5: Representação de aquisição de imagem histológica e de RM. (A) 

seqüência de imagens de cortes histológicos corados com violeta de cresila com espessura de 

60µm, na escala de 1:5 (onde é apresentado 1 corte a cada 5 cortes corados) e, (B) seqüência 

de imagens de RM espessura de 1mm, na escala de 1:8 (apresentação de 1 fatia a cada 8 da 

seqüência adquirida). 
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O protocolo para aquisição de imagens de RM e histologia resultou em um maior 

numero de imagens de RM em relação ao numero de fatias histológicas para cada 

hipocampo. A diferença entre o número de fatias histológicas e imagens de RM foi 

corrigida através da geração de “fatias hibridas” (interpolação) pelo próprio programa de 

processamento de imagens Amira® (tab. 3 e fig. 9). Essas “fatias hibridas” permitiram 

uma correlação mais precisa com as imagens de RM correspondentes (fig10). 

 

Tabela 3: Números de fatias histológicas antes e depois da interpolação 

Hipocampos RM Histologia Interpolação 

CTRL 001 60 37 58 

CTRL 002 52 24 49 

CTRL 003 64 28 60 

CTRL 004 80 44 77 

CTRL 005 64 36 60 

CTRL006 60 31 59 

CTRL 007 60 32 51 

Pct 001 48 25 45 

Pct 002 50 26 47 

Pct 003 58 29 55 

       RM = ressonância magnética; CTRL = controle; Pct = paciente 
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Figura 10: Demonstração do resultado da seqüência de interpolação histológica. 

As imagens (A) seqüência histologia e (B) RM, e em C o resultado das fatias hibridas. 
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5.  DISCUSSÃO 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo demonstrar a possibilidade de se obter o 

co-registro entre imagens de RM 1,5T e imagens histológicas de hipocampos através 

de seus volumes 3D. Após a realização de uma serie de correções e adaptações do 

protocolo de aquisição de imagens, obtivemos um resultado bastante satisfatório. Foi 

possível observar uma correlação bastante precisa entre as imagens de RM e suas 

correspondentes na histologia em hipocampos controles e escleróticos. 

Nas últimas duas décadas, o registro de imagens médicas tornou-se uma área 

de investigação importante por suas varias aplicações em estudos de população, de 

doenças, de imagens de fusão e de orientação de intervenção. O registro “multimodal” é 

um dos assuntos mais interessantes, pois abre o caminho para construções 

abrangentes e compreensão da estrutura anatômica normal e patológica através da 

integração de informações obtidas de diferentes aquisições de imagem (ZHAN, 2007). 

Apesar dos métodos de registro “multimodal” de imagens ser extensivamente 

investigados, os estudos com registro de imagens histológicas tem sido muito limitados. 

Por exemplo, Taylor e col. (2004) propuseram um método para registrar imagens 

histológicas com imagens de ultra-sonografia através do delineamento manual das 

superfícies (histológica e ultra-som), que foram alinhadas utilizando um algoritmo de 

correlação 3D. 
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Alguns autores têm proposto técnicas de co-registro entre imagens de histologia 

e imagens de RM em animais pequenos, primatas e humanos. Schormann e col. (1995) 

propuseram uma abordagem, baseada em pontos de referência (“landmarks”), em que 

as imagens histológicas eram deformadas para coincidir com as imagens de RM. Os 

autores destacaram dois grandes problemas nesse protocolo: (I) a dificuldade em definir 

pontos de referência na histologia e (II) a necessidade de deformação da resolução das 

imagens histológicas para o co-registro com a baixa resolução das imagens de RM. Por 

outro lado, Zhan e col. (2007) utilizaram métodos automáticos para detecção de pontos 

de referência para o registro de tecido histológico de próstata de rato e imagens de RM. 

Sendo a cápsula externa da próstata uma estrutura homogênea, isso facilitou o 

encontro automático de pontos de referência. Já no processamento descrito por Meyer 

e col. (2006), o ponto fundamental foi a aquisição das imagens da face do bloco, 

fotografadas antes do tecido ser cortado pelo micrótomo. Essas imagens foram 

utilizadas para corrigir as deformações das fatias histológicas através de transformação 

de 2 dimensões (2D) por 7 pontos de referencia, utilizando a informação mutua como a 

função objeto. Meyer e col. (2006) foram capazes de demonstrar, com poucos pontos 

de referência e afinidades lineares, um método pelo qual qualquer ponto na fatia 

histológica poderia ser mapeado de volta para seu correspondente na imagem de RM 

com menor tempo de processamento. 

No presente estudo, foi optado pela utilização de pontos de referência manuais, 

colocados em pontos da cabeça, do corpo e da cauda do hipocampo. Nos tecidos 

controles, por terem as características anatômicas bem definidas, essas marcações 

ajudaram a interpolação das imagens com menos pontos de referência em relação aos 
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hipocampos escleróticos, nos quais o tecido apresentou problemas de preservação 

anatômica, necessitando de mais pontos de referência para obter o mesmo resultado 

dos controles. 

Alguns estudos, como Toga e col. (1999), utilizaram cérebros inteiros congelados 

imediatamente após a morte. Nesse caso, os cérebros eram fatiados, corados e suas 

imagens eram deformadas elasticamente para o co-registro com as imagens obtidas in 

vivo dos exames de RM. Já Kenwrigth e col. (2003) utilizaram a técnica de co-registro 

rígido, tendo como resultado distorções não lineares entre as imagens. No presente 

estudo, foram utilizados hipocampos humanos dissecados, submetidos à RM antes do 

processamento histológico. Os processos de congelamento e corte do tecido 

introduziram distorções não lineares, aumentando o trabalho computacional, de maneira 

que as imagens histológicas tiveram que passar por uma deformação rígida para 

coincidirem com as imagens de RM. 

A correção das deformações teciduais requer uma estimativa da configuração 

inicial de cada fatia para reconstrução do volume 3D pelo alinhamento da serie de 

fatias. Assim, Dauguet e col. (2007), em seu estudo com encéfalos de babuínos, 

propuseram um protocolo para a correção dos volumes obtidos da histologia, utilizando 

pontos de referência nas faces do bloco de corte para o alinhamento das fatias dentro 

da estrutura. 

Signh e col. (2008) realizaram o co-registro de imagens de RM e histologia em 

duas etapas. Primeiramente, os autores fizeram o co-registro da RM com a face de 

corte do bloco e, em um segundo momento, fizeram o co-registro da histologia com a 
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face de corte do bloco. Posteriormente, as imagens resultantes dessas etapas foram 

sobrepostas para a obtenção de um co-registro entre histologia e RM. O presente 

trabalho seguiu a mesma linha, mas utilizamos as fotos macroscópicas somente nas 

imagens histológicas para a correção de angulação. 

Zarow e col (2004) desenvolveram um método que minimiza a distorção física  e 

garante o alinhamento das fatias histológicas após o corte e manuseio do tecido 

cerebral. Nesse protocolo, o ponto fundamental é emblocar o cérebro em Agar, 

utilizando uma forma padronizada com hastes de orientação espacial. Esse método 

permite a reconstrução tridimensional do cérebro pós-morte que então é co-registrada 

com a RM obtida in vivo. Segundo os autores, esse método também poderia ser 

utilizado para material previamente fatiado. 

De fato, o Agar fornece uma matriz semi-rígida e adequada para a incorporação 

de hipocampos e cérebros pós-morte, pois permite o contrate entre o tecido e a matriz 

circunjacente. Esse método produz fatias com espaçamento regular, o que não é obtido 

quando o corte é feito na peça sem agar, além de permitir o corte em vários planos 

(coronal, sagital, axial ou com orientação aleatória). 

Grinberg e col. (2009), recentemente superaram váarias limitações envolvidas 

nos estudos de correlação entre imagens de RM e achados histopatológicos em 

humanos. Os autores desenvolveram protocolos para reduzir as deformações dos 

encéfalos durante o processamento, incluindo: fixação por perfusão, inclusão em 

celoidina e corte de 400-440µm de espessura. A partir desse processamento, é 



41 

 

possível fazer reconstruções digitais 3D dos cortes histológicos, permitindo a correção 

de deformações não-lineares e o co-registro com as imagens de RM. 

No presente trabalho, após a obtenção e fixação dos encéfalos, os hipocampos 

foram dissecados, emblocados em ágar, submetidos à RM e processados 

histologicamente em cortes de 60µm, que foram digitalizados e alinhados para a 

reconstrução digital do volume do hipocampo. Após isso, foi feito o co-registro dos 

volumes obtidos das imagens de histologia e RM, o que permitiu uma boa correlação 

ponto-a-ponto. 
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6.  CONCLUSÕES 

 

 

1- A técnica de co-registro descrita por Grinberg e col (2009) pôde ser adequada 

e aprimorada para hipocampos humanos isolados. 

2-  É possível determinar coordenadas espaciais comuns às imagens de 

microscopia e de RM, a fim de permitir a correlação ponto-à-ponto dos 

achados patológicos. 

3- É possível realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonância 

magnética e histologia em hipocampos controle e escleróticos.  
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