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RESUMO

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) é a forma mais frequente de
epilepsia focal refrataria ao tratamento farmacolégico em adultos. O achado
anatomopatolégico mais comum é a esclerose hipocampal (EH), caracterizada por
perda neuronal e gliose, especialmente no setor de Sommer (CA1 e prosubiculum) e na
regiao hilar (CA4), com relativa preservagao de CA2, subiculum e camada granular do
GD. O diagnéstico da EH pela RM se traduz por diminuigdo do volume e/ou aumento do
sinal hipocampal nas sequéncias ponderadas em T2 ou na sequéncia FLAIR, podendo
ser acompanhados de modificagdo no formato e na estrutura interna do hipocampo.
Este trabalho pretende realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonancia
magnética e os achados histopatolégicos de hipocampos escleréticos de pacientes com
ELTM. Foram utilizados hipocampos de pacientes com ELTM submetidos a cirurgia e
individuos necropsiados (controles). Em um primeiro momento os hipocampos controle
foram utilizados na adequacgéao técnica do protocolo, que em seguida foi aplicado aos
casos de ELTM. Foram obtidas imagens histolégicas e de RM e gerados volumes 3D. O
co-registro desses volumes foi obtido utilizando pontos de referéncia (“landmarks”). A
quantidade de pontos de referéncia nos controles foi em média 16 (dezesseis) € nos
hipocampos escleréticos foram feitos testes com 9, 16 e 32 pontos. Baseados nesses
resultados foi possivel determinar coordenadas espaciais comuns as imagens de
microscopia e de RM, a fim de permitir correlagdes ponto-a-ponto. Com relagdo aos
hipocampos escleroéticos, obtivemos resultados satisfatérios, porém com uma qualidade

inferior em relagao 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 CAZ2,
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



1. INTRODUCAO

1.1. Epilepsia do Lobo Temporal Mesial

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais frequente de epilepsia focal
refrataria ao tratamento farmacologico em adultos. A ELT € uma entidade clinica
heterogénea com diferentes perfis etioldgicos, semioldgicos e prognésticos. A ELT pode
ser subdividida em mesial (ELTM) e neocortical (ou lateral), de acordo com a origem e
semiologia das crises (CENDES, 2004; ANDRADE-VALENCA, 2006; GUEDES, 2006;

ANDRADDE-VALECA, 2008).

Os pacientes com ELTM, cujas crises originam-se de estruturas mesiais do lobo
temporal, incluindo a amigdala, hipocampo e giro parahipocampal (GPH), constituem
um subgrupo com caracteristicas peculiares do ponto de vista da semiologia ictal, dos
achados do eletroencefalograma (EEG), da patologia e da resposta a cirurgia. A
semiologia ictal inclui uma aura (sensagoes epigastricas, alteragées dismnésticas, entre
outras) seguida por olhar fixo ndo responsivo (“staring”), automatismos orolimentares e
sinais motores, incluindo postura distdnica da mao contralateral ao foco epileptogénico
e automatismos motores estereotipados da mé&o ipsilateral (BLUMCKE, 2007; GUEDES,

2006; SOUZA, 2006; SILVA, 2004).



Na maioria das vezes, a ELTM tem seu inicio na infancia tardia ou adolescéncia,
geralmente com histéria prévia de insulto precipitante inicial (crises febris prolongadas,
hipoxia, trauma cranio-encefalico ou infecgdes do sistema nervoso central). As crises
parciais complexas (CPC) sdo o tipo predominante podendo ser incapacitantes para a
vida do paciente. Embora os pacientes possam apresentar crises secundariamente
generalizadas (tipo ténico-clénicas), o tratamento medicamentoso as suprime na
maioria dos casos. As crises sao geralmente auto-limitadas, de curta duragdo e
seguidas por um periodo variavel de confusdo mental. Afasia pds-ictal pode ocorrer
quando as crises acometem o lobo temporal dominante (BLUMCKE, 2007; GUEDES,

2006; SOUZA, 2006; SILVA, 2004).

A investigacgao clinica dos pacientes com ELTM candidatos a cirurgia envolve os
seguintes dominios principais: histéria clinica, EEG, exames de imagem estrutural e
funcional, e por fim a avaliagdo neuropsicolédgica. A partir da convergéncia dos dados
clinicos e dos resultados dos exames subsidiarios € estabelecida a localizacdo do foco

epileptogénico (SAWRIE, 1998).

O EEG é a pedra fundamental na avaliagdo pré-operatoria e deve ser realizado
nos periodos ictal e pés-ictal, para evidenciar a lesao focal. O resultado pode ser normal
ou demonstrar anormalidade nao epileptiforme caracterizada por alentecimento
intermitente nas faixas teta e delta sobre as regides temporais mésio-basais e/ ou
atividade epileptiforme do tipo ponta e onda aguda, seguida ou nédo de onda lenta, é
registrada com eletronegatividade maxima nos eletrodos T3-F7/T4-F8, e especialmente
nos eletrodos esfenoidais, podendo ser unilateral, bilaterais na regido temporal anterior

ou difusos, sincronas ou assincronas. Sendo de grande importancia a monitorizagao do



EEG em conjunto com as alteragbes comportamentais do paciente, esse exame
denomina-se video-EEG, para isso o individuo tem de ser hospitalizado e suas DAEs
(drogas antiepilépticas) diminuidas ou retiradas totalmente na tentativa de observar
suas crises habituais (Andrade-Valenga, 2006, SOUZA, 2006; French, 1993; ENGEL,

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

O exame de tomografia por emissao de féton unico (SPECT) analisa a perfuséo
cerebral. Em pacientes com ELTM, o SPECT interictal pode delimitar uma area de
hipoperfusdo em regido temporal, enquanto o SPECT ictal pode delimitar uma area de
hiperperfusdo na mesma regido correspondendo a localizagdo do foco epileptogénico

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

No exame de ressonancia magnética (RM) o resultado pode ser normal ou
mostrar redu¢cdo 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).



1.2. Formacgao Hipocampal

A formacdo hipocampal (FH)' é uma importante estrutura do encéfalo
relacionada aos processos de aprendizado e memoria, seja declarativa, espacial ou
episoddica. O termo FH refere-se a uma estrutura ou unidade funcional complexa
localizada no lobo temporal mesial, constituida de quatro sub-regiées: o Corno de Amon
(CA) ou hipocampo propriamente dito, o giro denteado (GD) ou fascia dentata (FD), o
complexo subicular (subiculo, para-subiculo e pré-subiculo) e o cortex entorrinal (Ent)

(GUEDES, 20086).

O hipocampo propriamente dito € uma porgao de coértex cerebral pertencente a
regido medial do lobo temporal. E composto por uma faixa de substancia cinzenta
dobrada sobre si mesma, sendo envolvido por uma fina camada de substancia branca,
que converge para formar a fimbria medial. O hipocampo se projeta para dentro do
corno temporal do ventriculo lateral, estendendo-se por cinco centimetros em média.
ApOs a abertura do corno temporal e remogao do plexo coréide, o hipocampo aparece
macroscopicamente como um arco medialmente concavo, que pode parecer um “cavalo
marinho”. Nesse arco, podem-se distinguir trés segmentos: cabecga ou parte anterior, de
orientacao transversal; corpo ou parte média, sagitalmente orientada; e cauda ou parte
posterior, transversalmente orientada e situada sob o esplénio do corpo caloso (figura

1). A cabega pode, ainda, ser chamada de “pé€”, devido as digitacdes que apresenta

Também referida simplesmente como “hipocampo



(GRAY, 1988; DUVERNOY, 1995; ROGACHESKI, 1998; DUVERNOY, 2005;

STANDRING, 2005).
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Na era moderna, ha crescente evidéncia do papel fundamental do hipocampo em
diversos processos, principalmente na memoaria, fez com que o estudo dessa regido se
intensificasse. Foram feitas muitas descobertas importantes utilizando essa estrutura
como modelo para investigagdo em situagdes fisioldgicas e patoldgicas. Aproveitando-
se as caracteristicas da organizacdo microscopica do tecido hipocampal, foram
aprimoradas técnicas amplamente usadas em neurociéncia, como a histoquimica. A
primeira descrigdo moderna da aparéncia 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 denominagdo “Corno de Ammon” (CA) foi introduzida por Garegeot em 1742,
inspirada pela vista lateral do hipocampo, fazendo referéncia a figura do deus egipcio
Amun, retratado como um homem com cabeca 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 regides, CA1-CA4. Com excegao da area CA4, que tem
natureza polimorfica, as demais areas apresentam um mesmo padrdo de organizagao.
Os neurdnios principais encontrados nessas areas sao piramidais e se dispde de forma

compacta em uma camada denominada estrato piramidal (LORENTE DE NO, 1934;



GRAY, 1988; INSAUSTI & AMARAL, 2004, DUVERNOQY, 2005). Resumidamente, as

camadas do hipocampo incluem (fig. 2):

(a) Alveus: é a camada mais externa do CA, sendo composto principalmente
pelos axbénios que saem da formagdo hipocampal em direcdo a outras regides

encefalicas e de alguns axénios 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 axdnios que passam em direcido 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 inibitérios de interneurdnios

dos circuitos locais;

(d) Estrato Radiado: contém os dendritos apicais das células piramidais, onde
ocorre o contato com importantes aferéncias, como as fibras vindas de outras estruturas

cerebrais e do hipocampo contralateral,

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

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

(f) Estrato molecular. formado por interneurénios e pelas extremidades distais

dos dendritos apicais das células piramidais.

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

em camadas, a saber:



(a) Estrato molecular: contém os dendritos apicais das células granulares, que
recebem dois tipos de projecbes aferentes: uma glutamatérgica que se origina nas
camadas superficiais do Ent (via perfurante) e termina nos dois tercos externos da
camada molecular (sinapses excitatérias); e outra colinérgica, proveniente do nucleo

septal medial que termina de forma difusa;

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

interneurdnios;

(c) Estrato Polimdrfico ou Hilo: contém os axénios das células granulares (fibras

musgosas) e interneurdnios.

O circuito principal da FH inicia-se no GPH. As fibras que deixam o Ent em
direcao ao hipocampo constituem a chamada “via perfurante” e inervam os dendritos
das células granulares na regido da camada molecular do GD. As principais eferéncias
do GD sao os axbnios de células granulares, comumente denominados de fibras
musgosas, que liberam principalmente glutamato, e fazem sinapses com neurdnios
piramidais de CAQ3, interneurénios e células musgosas no CA4 (hilo). Dos neurdnios
piramidais de CA3 emergem axodnios, denominados Via Colateral de Schaffer, que
terminam em neurdnios piramidais em CA1, efetuando a terceira sinapse do circuito
hipocampal. Este circuito e suas conexdes formam a classica via tri-sinaptica

hipocampal (Andersen et al., 1969; O Keefe, 1978; DUVERNOY, 2005).
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Existe uma regido de transigao entre o cortex temporal inferior (isocortex - seis
camadas) e o hipocampo propriamente dito (alocortex - trilaminar), onde as camadas se
tornam gradativamente mais simples, essa regido é conhecida como complexo

subicular ou simplesmente subiculo. Essa regido também faz parte da F.

A regido de CA1 é a maior regido do hipocampo, podendo ser caracterizada por
uma diversidade de tipos celulares e por um estrato piramidal espesso, € também a
regido que mais varia ao longo de sua extensdo. A regidao CA2 possui um estrato
piramidal estreito e muito denso. Na regido CA3, o estrato piramidal tem uma espessura
intermediaria em relagdo a CA1 e CA2 sendo caracteristicas dessa regido as maiores
células piramidais da FH. Na regidao CA4, os corpos celulares s&o bastante esparsos e
estdo em meio a uma abundancia de processos neuronais (dendritos, axdnios e
terminagdes), 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 descricdo microscépica das alteragdes no hipocampo em pacientes
com epilepsia foi feita por Sommer?sendo dele também a primeira correlagdo entre
crises epilépticas e alteragbes histopatolégicas no hipocampo. Margerison, em 1966,
através de estudos de cérebro post-morten de pacientes com ELT, observou um padréo
de perda neuronal especifico, com grande destruicdo dos neurbnios piramidais do
hipocampo principalmente nas areas CA1 e prosubiculum (também denominado “setor
de Sommer”), corroborando as descrigdes de Sommer. (MARGERISON & CORSELLIS,

1966; GATES, 1990).

Do ponto de vista anatomopatologico, a esclerose hipocampal (EH) é
caracterizada por perda neuronal e gliose, especialmente das células do setor de
Sommer (CA1 e prosubiculum) e dos neurbnios da regido hilar (CA4), com relativa
preservacao de CA2, subiculum e camada granular do GD. Adicionalmente, observa-se
reorganizagao axonal, caracterizada por brotamento (“sprouting”) de colaterais axénicos
das células granulares (as fibras musgosas), na regiao da camada molecular interna do
GD. Pode ser encontrada a dispersao das células granulares, caracterizada pela perda
da justaposi¢ao habitual das células granulares, produzindo um aumento da sua

espessura e dos espagos intercelulares, e também pode ocorrer a bilaminacdo 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-valenga 2006; SILVA,

2007).

A expressao “esclerose mesial temporal” (EMT) foi introduzida por Falconer e
colaboradores (1964) para descrever a lesdo caracterizada por perda neuronal e gliose
envolvendo, principalmente, o hipocampo, a amigdala 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
primario do lobo temporal e € o achado mais comum nos casos de epilepsia farmaco-

resistente (BLUMCKE, 2007; JUNIOR, 2001).

Uma primeira tentativa semi-quantitativa sistematica 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 subse¢des do hipocampo (CA1-CA4). O
“Wyler-score™ 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, subiculo e GPH também podem estar
envolvidos no grau 4. Esse sistema de classificagao é pratico, mas € pouco preciso e
ndo considera a historia clinica do paciente (ROGACHESKI, 1998; BLUMCKE, 2007;

FAHRNER, 2007).

3Wyler 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 Ressonancia Magnética e Esclerose

Hipocampal

Diferentemente da tomografia computadorizada (TC) e outros métodos de
imagem; a ressonancia magnética (RM) agrega um conjunto de técnicas que permitem
avaliar diversos aspectos da funcao, estrutura e bioquimica do encéfalo, de maneira
nao invasiva. A RM &, nos dias, de hoje o método de escolha para investigagao por
imagem de pacientes com epilepsia, particularmente aqueles com crises refratarias. Em
imagens obtidas por RM, o hipocampo normal pode ser facilmente observado no plano
coronal, sendo isointenso a substancia cinzenta cortical em todas as sequéncias de

pulsos (CARRETE JR, 2002).

Os principais achados da EMT a RM sao a atrofia e a hiperintensidade de sinal
hipocampal, nas sequéncias de longo TR e T2 limitada ao hipocampo. Outros achados
incluem as seguintes mudancas ipsilaterais: dilatagcdo do corno inferior do ventriculo
lateral, atrofia ou aumento de sinal da amigdala, atrofia difusa do lobo temporal, atrofia
da substancia branca parahipocampal, hipointensidade em T1 e alteragbes do GPH

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

O diagnéstico da EH pela RM se traduz por diminui¢ao do volume ou aumento do
sinal hipocampal nas sequéncias ponderadas em T2 ou na sequéncia FLAIR, podendo
ser acompanhados de modificagdo no formato e na estrutura interna do hipocampo. A

atrofia hipocampal pode ser unilateral ou bilateral, com uma intensidade geralmente
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assimétrica. As técnicas quantitativas como a volumetria e o tempo de relaxagdo nas
sequéncias ponderadas em T2 podem ser uteis nos casos de alteragcdes sutis ou
comprometimento bilateral dos hipocampos (DIEGUES, 2004; ANDRADE-VALENCA,

2006).

A quantificacdo do sinal T2 de RM pela técnica conhecida como relaxometria T2
pode, igualmente, ser utilizada para a avaliagdo do tecido hipocampal anormal,
aumentando a sensibilidade do método na deteccdo de EH, principalmente para casos
de anormalidade de sinal discreta ou de lesao bilateral, as quais poderiam nao ser
reconhecidas apenas em uma analise visual (JACKSON, 1993; KUZNIECKY, 1995;

DUNCAN, 1996).

1.5. Correlagao entre imagem por RM e achados microscoépicos

A histopatologia quantitativa desenvolveu-se paralelamente com a imagem de
RM e pode permitir uma interpretacdo mais exata e sofisticada da estrutura do tecido.
Trabalhos recentes tentam demonstrar que fragmentos cirurgicos de lobo temporal,
bem como as laminas histoldégicas produzidas a partir dos mesmos, podem ser
alinhados com as imagens da RM obtidas in vivo no pré-operatorio. Assim, os dados
quantitativos de RM e os dados quantitativos histolégicos poderiam ser diretamente

comparados. A partir desse tipo de abordagem, Eriksson e colaboradores observaram
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uma correlagdo positiva entre o tempo de relaxacdo T2 e o numero de neurdnios

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

Estudos quantitativos por RM e achados histopatolégicos em pacientes com ELT
tém sugerido uma correlagdo positiva entre as medidas volumétricas e a densidade

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

Recentemente tém-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. Apos a RM in situ os encéfalos foram perfundidos
e emblocados com celoidina, cortados 440um. A correcao das deformacdes e o co-
registro deram-se pela utilizagdo do software Amira® 4.1 (Mercury Computer Systems
Inc.), sendo possivel a co-locagdo de areas na RM e histologia. A aplicagcdo deste
protocolo para o estudo da ELTM poderia trazer beneficios para o estudo da EH nos

casos de epilepsia refrataria.
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2. OBJETIVOS

21 Objetivo geral

Este trabalho pretende realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonancia
magneética e os achados histopatoldgicos de hipocampos escleréticos de pacientes com

ELTM.

2.2 Objetivos especificos

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

para hipocampos isolados;

2. Determinar coordenadas espaciais comuns as imagens de microscopia e

de RM, a fim de permitir a correlagéo ponto-a-ponto dos achados patoldgicos.
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3. CASUISTICA E METODOS

No presente estudo foram utilizados hipocampos com ELTM submetidos a
cirurgia e individuos necropsiados provenientes FMUSP. Em um primeiro momento os
hipocampos controle foram utilizados na adequacgao 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 € o Servigo de
Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC), seguindo os seguintes critérios: idade entre
50 e 60 anos, tempo de morte inferior a 16 horas, causa do o6bito ndo associada a
patologia neuroldgica (Tab. 1). Todos os critérios estiveram de acordo com o protocolo
do BEHGEEC, onde a avaliagdo neuropatolégica para doengas neurodegenerativas e
cerebrovasculares segue padrbes internacionais com uso de imunohistoquimica. A
avaliacdo cognitiva foi obtida através de um informante, que assinou o termo de

consentimento ao inicio da entrevista (anexo 1) (GRINBERG, 2007).
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica do Hospital das

Clinicas da FMUSP com n° 285/04 (anexo ll).

Tabela 1. Dados clinicos dos sujeitos controles.

Idade Tempo
. ~ - de escolaridade Causa Causas basicas/ Antecedente
Identificacdo Sexo obito ¢ it Achad lini toloai
(anos) morte (anos) obito chados clinicos patolégico
(horas)
1AM,
CTRLO01 Fem. 60 7,26 5 EAP Arterosclerose HAS/DM
coronariana
Metastases carcinoma de
CTRL002 Fem. 52 13,38 11 pulmonares . Cancer palato
. mama direita
multiplas
cardiomegalia
CTRLO03  Masc. 53 14,61 8 EAP hipertrofica dilatada ~ 'CC, DPOC
enfisema
/| HAS
Aterosclerose
CTRL004 Masc. 51 13,33 7 IAM coronariana HAS
/ 1AM
CTRLO0S Masc. 58 12 4 EAP HAS HAS/DM
CTRL006 Masc. 53 15,65 2 EAP cardiopatia dilatada -
CTRLOO7 Fem. 54 13,91 11 IAM Aterosclerose severa brc;r;ﬂ::\te/

CTRL = controle; Fem = feminino; Masc = masculino; EAP = edema agudo pulmonar; IAM = Infarto agudo do Miocardio; HAS =
hipertensao arterial sistémica; DM = Diabetes mellitus; ICC = Insuficiéncia Cardiaca congestiva; DPOC = Doenga pulmonar

obstrutiva crdnica.
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3.2 Pacientes com ELTM

Neste estudo foram incluidos pacientes submetidos a cortico-amigdalo-
hipocampectomia para tratamento de ELTM farmaco-resistente associada a EH,
operados em hospitais governamentais da cidade de Sao Paulo. Os pacientes incluidos
foram submetidos a uma detalhada anamnese, video-EEG e exames de RM, que
confirmavam o diagndstico. Os dados clinicos incluiram idade de inicio da epilepsia,
idade na cirurgia, duragédo da epilepsia, insulto precipitante inicial (IPl), lado operado e
histéria familiar (Tab. 2). Os pacientes deram consentimento da utilizacdo do material

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

Tabela 2. Dados clinicos dos pacientes com ELTM

ldade de  Duragao
. Idade g da Historia Familiar
Paciente Sexo Inicio . . IPI Lado . .
(anos) epilepsia de epilepsia
(anos)
(anos)
Pct 001 25 Masc 1,6 23 cnse E nao
febril
Pct 002 49 Fem 7 42 Nao E sim
Pct 003 29 Fem 4 25 Nao E néo

IPI = insulto precipitante inicial; Pct = paciente; Masc= masculino; Fem = feminino; E = esquerdo
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3.3 Manuseio e fixagao do tecido

3.3.1 Hipocampos controles

Apods a coleta do encéfalo pelo SVOC e o encaminhamento para o BEHGEEC,
os enceéfalos foram fixados por imersdo em paraformaldeido (PFa) 4% em tampao
fosfato (PB) a 0,1 M por 15 dias. Apds esse periodo, foi realizada a desconexao do
corpo caloso, os hemisférios foram identificados e mantidos em PFa 4% por mais 15
dias. Apds um més os hipocampos foram dissecados e mantidos por 5 dias em PFa
1%. Os hipocampos foram fotografados com camera digital, para analises
macroscopicas e comparagao posterior com a microscopia. Os hipocampos ja fixados

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

3.3.2 Hipocampos escleroéticos

Imediatamente apds a ressecgdo cirurgica, os hipocampos foram fixados por
imersdao em uma solucado de PFa 4% pelo periodo de 24 a 48 horas. Os hipocampos
permaneceram em uma solug¢ao de PFa 1% em PB a 0,1M até a realizacdo da RM. Os
fragmentos foram fotografados com camera digital, para analises macroscopicas e
comparagao posterior com a microscopia. Os fragmentos ja 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 Diagndstico por Imagem da Universidade Federal de S&o Paulo.

Todos os estudos incluiram as seguintes aquisigoes:

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; Tl = 150 ms; 3 mm/0.3 mm; FOV

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

3.5. Analise Histolégica

Apés a aquisicdo 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 camera digital com resolugéo de



23

10 megapixels, para a analise macroscopica. Os fragmentos foram retirados do agar e
colocados em solugéo crioprotetora de sacarose 30%, congelados e cortados em fatias
com 60 uym de espessura utilizando um criostato Leica CM 1850. As fatias foram
coletadas em solucéo de PB a 0,1M contendo 0,001% de azida sddica e armazenadas

a4°C.

3.5.1. Coloracao de Nissl por Violeta de Cresila

A coloracédo de Nissl/ é utilizada para evidenciar o citoplasma de neurénios. O
citoplasma contém varias estruturas, inclusive o corpusculo de Nissl (ou substancia de
Nissl). Esses corpusculos sdo compostos, basicamente, pelo reticulo endoplasmatico
rugoso, onde se encontram os complexos formados pelos ribossomos e os

correspondentes fragmentos de RNA mensageiro.

A coloracéo foi realizada em uma em cada vinte fatias, nos casos controle, e uma
em cada dez fatias, em hipocampos escleréticos. Apdés a montagem das fatias em
ldaminas gelatinizadas, as amostras foram secas a temperatura ambiente durante uma
noite. Para a coloragao, as laminas foram re-hidratadas através de banhos sucessivos
em solugcao de etanol | 100% (absoluto), etanol 85%, etanol 70%, etanol 50%, H,O
destilada (H,Od) (3 minutos em cada solugdo). Os cortes foram mergulhados no
corante violeta de cresila (0,5%) dissolvido em solugdo de acetato tamponado em pH

3,8 de 2 a 7 minutos e, em seguida, lavados em H,Od com acido acético para remogao
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do excesso do corante. Por fim, iniciou-se a desidratacdo dos cortes, através de
passagens sucessivas em alcool com concentragcdes crescentes, na ordem inversa ao
processo de hidratagcéo (etanol 50%, etanol 70%, etanol 85%, etanol | 100%, Xilol I,
Xilol 11). As laminas histolégicas foram montadas com laminulas utilizando meio de

montagem (Entellan® Merck).

Para a analise da coloragdo, foi inicialmente utilizado um sistema
computadorizado de captura e analise de imagens, constituido por um microscopio
Nikon Eclipse E600, uma camera EXWAVE HD SONY e um computador para
armazenamento e processamento das imagens. Esse protocolo foi comparado com um
procedimento de digitalizagao alternativo, utilizando o escaneamento direto das laminas

histolégicas através de um escaner EPSON STILUS OFFICE TX300F.

3.6 Correlacao entre Imagens RM e histologia

As imagens dos fragmentos histolégicos digitalizados foram comparadas as

imagens obtidas pelo exame de RM apo6s processamentos por uma serie de programas.

As imagens de RM foram inicialmente convertidas do formato “dicom” para o
formato “analyze” pelo programa MRIconvert (disponivel em:

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

foram geradas imagens volumétricas.

As imagens histologicas passaram pelo seguinte processamento: Cada
fragmento foi fotografado com uma objetiva de 2x de aumento em varios quadros. A
combinagdo dos quadros foi executada com o programa ‘autostich” (disponivel em:
http://www.atostich.net), gerando uma nova imagem. Alternativamente, as imagens de
cada fatia foram obtidas através de escaneamento direto. Todas as imagens
histolégicas foram salvas em formato JPEG, tiveram suas dimensdes padronizadas
(18cmx12cm e 72ppm) e foram numeradas sequencialmente com auxilio do programa
IrfanView (diponivel em: http://www.irfanview.com). Apds todas essas etapas, as
imagens finalmente foram processadas no programa Amira 5.0° para a obtencdo 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 auxilio de uma ferramenta

especifica do programa Amira®.

3.7 Comité de ética

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Paulo- UNIFESP- EPM, n°0457/08 (anexo V).
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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 sequéncia
de aquisicao de imagens da RM, 3 (trés) para adequacgao da técnica de histologia e 1
(um ) foi excluido por problemas na armazenagem. Os demais 7 (sete) hipocampos-
controles seguiram o protocolo ja adequado e aperfeicoado (descrito na sessao
casuistica e métodos). Na figura 3, é representada a comparagao das técnicas de

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

Em relagdo aos dois protocolos de aquisi¢ao de imagens dos cortes histologicos
(microscopio versus escaner), o melhor resultado foi obtido através do escaner. Para
obtencdo de imagens através de microscopio com camara acoplada, era necessario
utilizar a objetiva de menor aumento (2x), originando mais de 50 aquisi¢cdes por fatia em
hipocampos escleroticos e aproximadamente 200 em hipocampos controle. O resultado
eram montagens curvas que dificultavam a geracado de um volume 3D histoldgico (fig.
4). A utilizagao do protocolo com escaner facilitou ndo sé a aquisicao das imagens, mas
também trouxe vantagens na orientagdo da aquisicdo e no alinhamento das imagens

histologicas para a geragao dos volumes 3D para o co-registro com imagens de RM.
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Dos hipocampos controles incluidos (n=7), foram obtidas imagens histolégicas e
de RM (fig. 5). Das imagens foram gerados volumes 3D e, apds a sobreposi¢cao desses
volumes, foi obtido um terceiro volume (co-registro). No co-registro pode-se observar

coordenadas espaciais de comparacéo (fig. 6).

Com relagao aos hipocampos escleréticos (n=3), como é demonstrando na fig. 7,
obtivemos resultados satisfatorios, porém com uma qualidade inferior em relacdo aos
controles. A pior qualidade dos resultados nos hipocampos escleréticos poderia ser
explicada por varios motivos: (I) a preservagéo anatdbmica dos espécimes cirurgicos era
naturalmente inferior, dificultando a orientacdo tanto pra RM quanto para o corte
histolégico; (ll) areas hemorragicas, frequentemente observadas nos fragmentos
cirurgicos, resultavam em perdas importantes nos cortes histologicos, e finalmente (lIl)
as deformidades resultantes do processamento histolégico em tecido esclerético eram
mais acentuadas. Todos esses fatores contribuiram para dificultar a producdo do

volume 3D e co-registro em hipocampos escleroticos.

Para a realizagao dos co-registros nos modelos 3D de RM e histologia foram
utilizados pontos de referéncia (“landmarks”) (figura 8). A quantidade de pontos de
referéncia nos controles foi em média 16 (dezesseis) e nos hipocampos escleréticos

foram feitos testes com 9, 16 e 32 pontos de referéncia.



30

Figura 5: Representagdo de aquisicido de imagem histoléogica e de RM. (A)
sequéncia de imagens de cortes histolégicos corados com violeta de cresila com espessura de
60um, na escala de 1:5 (onde é apresentado 1 corte a cada 5 cortes corados) e, (B) sequéncia

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

sequéncia adquirida).
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O protocolo para aquisi¢ao de imagens de RM e histologia resultou em um maior
numero de imagens de RM em relagdo ao numero de fatias histolégicas para cada
hipocampo. A diferengca entre o numero de fatias histolégicas e imagens de RM foi
corrigida através da geracéo de “fatias hibridas” (interpolagéo) pelo préprio programa de
processamento de imagens Amira® (tab. 3 e fig. 9). Essas “fatias hibridas” permitiram

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

Tabela 3: Numeros de fatias histolégicas antes e depois da interpolagao

Hipocampos RM Histologia Interpolagao
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
CTRLO06 60 31 59
CTRL 007 60 32 51
Pct 001 48 25 45
Pct 002 50 26 47
Pct 003 58 29 55

RM = ressonancia magnética; CTRL = controle; Pct = paciente



35

"(g) epLqly ene} ewn Ope)NSal OWO0D Wa) SEPeuUIquio

oes suabewl sesse opuenb ‘seoibojoisiy susbewr (O o ) ‘seosibojoisiy suabewi sep oedejodisju] :6 einbi4



36

Figura 10: Demonstragcao do resultado da seqliéncia de interpolagao histologica.

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

O presente trabalho teve como objetivo demonstrar a possibilidade de se obter o
co-registro entre imagens de RM 1,5T e imagens histologicas de hipocampos através
de seus volumes 3D. Apds a realizacdo de uma serie de corregdes e adaptacdes do
protocolo de aquisicdo de imagens, obtivemos um resultado bastante satisfatério. Foi
possivel observar uma correlagdo bastante precisa entre as imagens de RM e suas

correspondentes na histologia em hipocampos controles e escleroéticos.

Nas ultimas duas décadas, o registro de imagens médicas tornou-se uma area
de investigagao importante por suas varias aplicagdes em estudos de populagado, de
doencas, de imagens de fusédo e de orientagao de intervencao. O registro “multimodal” é
um dos assuntos mais interessantes, pois abre o0 caminho para construgdes
abrangentes e compreensao da estrutura anatdmica normal e patolégica através da

integracao de informacdes obtidas de diferentes aquisicbes de imagem (ZHAN, 2007).

Apesar dos métodos de registro “multimodal” de imagens ser extensivamente
investigados, os estudos com registro de imagens histolégicas tem sido muito limitados.
Por exemplo, Taylor e col. (2004) propuseram um método para registrar imagens
histolégicas com imagens de ultra-sonografia através do delineamento manual das
superficies (histolégica e ultra-som), que foram alinhadas utilizando um algoritmo de

correlagao 3D.
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Alguns autores tém 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 referéncia (“landmarks”), em que
as imagens histologicas eram deformadas para coincidir com as imagens de RM. Os
autores destacaram dois grandes problemas nesse protocolo: (1) a dificuldade em definir
pontos de referéncia na histologia e (Il) a necessidade de deformacéo da resolugdo das
imagens histolégicas para o co-registro com a baixa resolugado das imagens de RM. Por
outro lado, Zhan e col. (2007) utilizaram métodos automaticos para detec¢do de pontos
de referéncia para o registro de tecido histologico de prostata de rato e imagens de RM.
Sendo a capsula externa da prostata uma estrutura homogénea, isso facilitou o
encontro automatico de pontos de referéncia. Ja no processamento descrito por Meyer
e col. (2006), o ponto fundamental foi a aquisicdo das imagens da face do bloco,
fotografadas antes do tecido ser cortado pelo micrétomo. Essas imagens foram
utilizadas para corrigir as deformacgdes das fatias histologicas através de transformacgao
de 2 dimensdes (2D) por 7 pontos de referencia, utilizando a informagado mutua como a
funcao objeto. Meyer e col. (2006) foram capazes de demonstrar, com poucos pontos
de referéncia e afinidades lineares, um método pelo qual qualquer ponto na fatia
histoldgica poderia ser mapeado de volta para seu correspondente na imagem de RM

com menor tempo de processamento.

No presente estudo, foi optado pela utilizagcdo de pontos de referéncia manuais,
colocados em pontos da cabega, do corpo e da cauda do hipocampo. Nos tecidos
controles, por terem as caracteristicas anatdbmicas bem definidas, essas marcagoes

ajudaram a interpolagao das imagens com menos pontos de referéncia em relacdo aos
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hipocampos esclerdticos, nos quais o tecido apresentou problemas de preservacao
anatémica, necessitando de mais pontos de referéncia para obter o mesmo resultado

dos controles.

Alguns estudos, como Toga e col. (1999), utilizaram cérebros inteiros congelados
imediatamente apds 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. Ja Kenwrigth e col. (2003) utilizaram a técnica de co-registro
rigido, tendo como resultado distor¢ées nao lineares entre as imagens. No presente
estudo, foram utilizados hipocampos humanos dissecados, submetidos a RM antes do
processamento histoldégico. Os processos de congelamento e corte do tecido
introduziram distor¢cées nao lineares, aumentando o trabalho computacional, de maneira
que as imagens histolégicas tiveram que passar por uma deformagado rigida para

coincidirem com as imagens de RM.

A corregcado das deformacdes teciduais requer uma estimativa da configuragao
inicial de cada fatia para reconstrucdo do volume 3D pelo alinhamento da serie de
fatias. Assim, Dauguet e col. (2007), em seu estudo com encéfalos de babuinos,
propuseram um protocolo para a corre¢gao dos volumes obtidos da histologia, utilizando
pontos de referéncia 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 obtengdo de um co-registro entre histologia e RM. O presente
trabalho seguiu a mesma linha, mas utilizamos as fotos macroscépicas somente nas

imagens histologicas para a corregao de angulagao.

Zarow e col (2004) desenvolveram um método que minimiza a distor¢ao fisica e
garante o alinhamento das fatias histoldgicas apdés o corte e manuseio do tecido
cerebral. Nesse protocolo, o ponto fundamental € emblocar o cérebro em Agar,
utilizando uma forma padronizada com hastes de orientagdo espacial. Esse método
permite a reconstrugao tridimensional do cérebro pés-morte que entdo € 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-rigida e adequada para a incorporagao
de hipocampos e cérebros pds-morte, pois permite o contrate entre o tecido e a matriz
circunjacente. Esse método produz fatias com espagamento regular, o0 que nao é obtido
quando o corte é feito na pega sem agar, além de permitir o corte em varios planos

(coronal, sagital, axial ou com orientagao aleatéria).

Grinberg e col. (2009), recentemente superaram vaarias limitagdes envolvidas
nos estudos de correlagdo entre imagens de RM e achados histopatolégicos em
humanos. Os autores desenvolveram protocolos para reduzir as deformagdes dos
encéfalos durante o processamento, incluindo: fixacdo por perfusdo, inclusdo em

celoidina e corte de 400-440um de espessura. A partir desse processamento, €
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possivel fazer reconstrugdes digitais 3D dos cortes histologicos, permitindo a corregao

de deformagdes ndo-lineares e o co-registro com as imagens de RM.

No presente trabalho, apds a obtencao e fixacdo dos encéfalos, os hipocampos
foram dissecados, emblocados em &gar, submetidos a RM e processados
histologicamente em cortes de 60um, que foram digitalizados e alinhados para a
reconstrugdo digital do volume do hipocampo. Apds isso, foi feito o co-registro dos
volumes obtidos das imagens de histologia e RM, o que permitiu uma boa correlagéo

ponto-a-ponto.
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6. CONCLUSOES

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

e aprimorada para hipocampos humanos isolados.

2- E possivel determinar coordenadas espaciais comuns as imagens de
microscopia € de RM, a fim de permitir a correlagdao ponto-a-ponto dos

achados patoldogicos.

3- E possivel realizar o co-registro de imagens obtidas por ressonancia

magnética e histologia em hipocampos controle e escleroticos.
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