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RESUMO

A ontogénese do cérebro ocorre através de um programa coordenado de
eventos celulares, entre eles, divisdo celular, migragdo neuronal, morte celular
seletiva e diferenciacdo. A interrupcdo desses processos, ou de um deles, pode
provocar anormalidades da arquitetura do cortex cerebral em desenvolvimento e de
suas propriedades eletrofisioldgicas. Uma manifestagéo de malformacéo relacionada
ao desenvolvimento cortical é a epilepsia. Entre as lesées estruturais do SNC que
causam epilepsia destacam-se as displasias corticais.

No SNC, o NO é um importante neurotransmissor e participa da regulacéo de
diversas fungoes cerebrais. O NO ¢ sintetizado apds ativag&o ou indugéo da enzima
NOS, e no cortex cerebral ele & produzido sob demanda pela nNOS. No entanto,
quando presente em altas concentragdes, o NO, assim como o glutamato, podem
iniciar uma cascata neurotdxica. Pode, também, ter papel importante na
fisiopatologia da epilepsia.

No presente trabalho, realizamos um estudo imunohistoquimico para mostrar
a expressdo da nNOS em displasias corticais e no cortex cerebral humano normal.
Padronizamos um método para recuperacao da antigenicidade de seccdes de tecido
de cortex cerebral humano fixados em formalina e embebidos em parafina com
tratamento em forno de microondas em tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 9.5 , e que foi
utilizado nos experimentos imunohistoquimicos.

Os cortices displasicos mostraram nNOS-IR em neurdnios por toda a
espessura do cortex , com predominio em duas camadas que correspondem as

camadas lll e V. A intensidade de marcagdo foi varidvel e com predominio de
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marcacgao citoplasmatica, embora alguns neurdénios mostraram marcacao nuclear.
Fibras com varicosidade em toda espessura cortical apresentaram intensa nNOS IR.

No cortex cerebral humano normal, neurénios nNOS imunorreativos foram
encontrados, preferencialmente, nas camadas mais profundas da substancia
cinzenta e na substancia branca. A camada | ndo mostrou neurénios nNOS

imunorreativos. A NnNOS-IR de corpos celulares neuronais teve predominio de
marcacao citoplasmatica. Um numero expressivo de fibras apresentaram nNOS-IR
por toda a espessura do cortex.

Os tecidos displasicos utilizados em nossos estudos estdo associados com
epilepsia farmacologicamente intratavel. Assumindo que a nNOS-IR detectada nos
neurdnios corresponda a forma cataliticamente ativa da nNOS, nés sugerimos que a
liberacdo do NO por estes neurbnios poderia ativar neurénios alvo aditivamente
provocando uma hipersincronizacdo, e eventualmente disparando uma descarga

epiléptica.
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Introducéo

l. Introdugao

O oxido nitrico (NO) € um mensageiro difusivel e reativo presente nos
sistemas nervoso (CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997), vascular (FURCHGOTT e
ZAWADSKI, 1980) e imune, com afinidade por heme-proteinas (DE MONTELLANO
et al, 1998). O NO é encontrado em abundancia nos Sistemas Nervoso Central
(SNC) e Periférico (SNP), bem como em outros oOrgaos e sistemas
(CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997).

No SNC, o NO age como um neurotransmissor/neuromodulador nao
convencional e participa de processos comportamentais, de memoria e
aprendizagem (CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997), sinaptogénese (YAN e
RIBAK, 1997), controle da circulagéo cerebral e plasticidade sinaptica (SCHMIDT e
WALTER, 1994). Como o NO nao é estocado em vesiculas nem recaptado ou
inativado enzimaticamente como neurotransmissores classicos, sua sintese e
concentragio sdo diretamente dependentes da atividade da enzima sintase do NO
(NOS). Trés isoformas de NOS tem sido identificadas, a saber: NOS | (NOS
neuronal; nNOS) e NOS Il (NOS endotelial; eNOS) s&o isoformas constitutivas
expressas em subpopulacGes neuronais e células endoteliais, respectivamente
(Bredt e Snyder, 1994); NOS Il (NOS induzida; iNOS) € induzida por polissacarideos,
citocinas  inflamatérias e  anti-inflamatérias, e  agentes infecciosos,
independentemente dos niveis de calcio-calmodulina (NATHAN e HIBBS, 1991). As
NOS catalizam a sintese de NO a partir da L-arginina numa reacéo dependente de

0O.e NADPH (MARLETTA, 1994).
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Introducéo

No neocértex cerebral o NO é produzido sob demanda pela enzima
constitutiva nNOS, e pode ser toxico em situagbes onde ocorra excesso de
producéo. A inducgdo inapropriada da NOS no cérebro e outros tecidos, claramente
medeia danos em diversas doencas. Certos danos neuronais, incluindo aqueles
associados a certas neurotoxinas, sdo devidos ao excesso de glutamato liberado,
que age nos receptores NMDA sinédpticos causando toxicidade (CHRISTOPHERSON
e BREDT, 1997).

O desenvolvimento neocortical pode ser grosseiramente considerado como
resultado de processos de proliferagdo, migracdo, neuritogénese, diferenciacéo e
morte celular programada de precursores neuronais € neurdnios, eliminagéo de
sinapses, arborizacdo dendritica e remodelagem cortical. Anormalidades destes
processos resultam em anormalidades da arquitetura cortical e de suas propriedades
eletrofisiolégicas. A displasia cortical (DC) é definida como um conjunto de alteragoes
do desenvolvimento do neocdrtex associada com uma mudanga das caracteristicas
morfologicas corticais e com provaveis fatores multiplos etiolégicos, incluindo fatores
genéticos e influéncia do meio. As DC sdo caracterizadas por areas de cortex
anormal que tem sido correlacionadas a epilepsias farmacologicamente intrataveis. A
génese das displasias corticais permanece pouco conhecida, as hipoteses
patogénicas correntes estdo centradas em disturbios da produg&o de fatores de
crescimento e de moléculas de adesao celular, em alteragdes do terreno migratorio,
do citoesqueleto e da matriz celular (YACHNIS et al., 1994; MISCHEL et al., 1995;

DIAS et al., 1997).
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Introducéo

Tendo em vista o interesse de nosso laboratério em estudar o
desenvolvimento neural e seus distirbios associados a patologias neurolégicas,
propomos determinar a expressdo de componentes moleculares do sistema NO-
érgico e moléculas relacionadas em displasias corticais humanas, e no neocortex

cerebral humano normal pareados para regiao, idade e sexo.
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Reviséo da Literatura

Il. Revisao da Literatura

1.Papéis fisioloégicos do NO

FURCHGOTT e ZAWADZKI mostraram em 1980 que a estimulacdo do
endotélio liberava uma substancia capaz de relaxar a musculatura lisa dos vasos
sanguineos. Esta substancia foi denominada fator de relaxamento vascular derivado
do endotélio (EDRF). Mais tarde foi identificada pelos grupos liderados por Ignarro e
Moncada como sendo o oxido nitrico (NO).

O NO surgiu como um importante mensageiro nos sistemas nervoso central e
periférico podendo ser sintetizado em vertebrados e mamiferos. Quimicamente
simples, esta molécula pode agir de uma maneira especifica controlando fungbes
vitais como o tonus vascular, a contracdo de Orgdos gastrointestinais, ou
neurotransmissdo via ativagcdo da guanilato ciclase soluvel (MURAD, 1994). Tem-se
sugerido que o NO participa da regulagdo de diversas fungbes cerebrais, como
aprendizado e memoéria, comportamento emocional e, regulacao do processamento
de estimulos dolorosos. Pode, também, ter papel importante na neurotoxicidade e na
fisiopatologia da epilepsia. Ele é formado a partir da L-arginina apds ativagao ou
inducdo da enzima sintase do 6xido nitrico (NOS). Existem trés isoformas distintas
da NOS que diferem em suas estruturas e fungdes (ANDREW e MAYER, 1999) . A
nomenclatura numérica usada é baseada na ordem histérica da purificagédo e
isolamento do cDNA das isoformas. Outros autores usam termos descritivos
baseados nas células ou tecidos dos quais as enzimas s&o originadas, ou pelas suas
expressdes constitutiva ou induzida (FORSTERMANN e KLEINERT, 1995). NOS

endotelial (eNOS ou NOS Ill) e NOS neuronal (nNOS ou NOS 1) séo enzimas
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Revisdo da Literatura

expressas constitutivamente, dependentes de Ca®", embora a eNOS possa ser
ativada de uma forma independente de Ca** (AYAJIKi et al, 1996). NOS induzivel
(iNOS ou NOS II) é expressa em niveis altos somente apos a indugdo por citocinas
ou outros agentes inflamatdrios, e sua atividade independe do aumento de Ga*
(ANDREW e MAYER, 1999). A NOS | depende da calmodulina, proteina
citoplasmatica com grande afinidade pelo céicio, para sua ativacdo e esta
frequentemente associada a receptores de glutamato do tipo NMDA. A ativacéo
desses receptores causa influxo de ions calcio, os quais, ligando-se a calmodulina,
ativam a NOS |. A biossintese do NO envolve duas etapas de oxidagdo da L-arginina
para L-citrulina, e concomitante produgédo de NO. A reagdo consome 1.5 mol de
NADPH, e dois mol de O, por mol de L-citrulina formada. O mecanismo envolve uma
hidroxilagéo inicial da L-arginina, levando a formagéo do composto intermediario NC-
hidroxi-L-arginina, que também pode agir como um substrato para o NO. Na etapa
final ha formagéo de L-citrulina e NO (MARLETTA, 1993).

Modelos de difusdo do NO sugerem que sua esfera fisiolégica de influéncia
pode estender-se por um raio de até 100um desde o seu local de origem e influenciar
aproximadamente 2 milhées de sinapses. O NO € um neurotransmissor que néo é
estocado em vesiculas sinapticas ou liberado por exocitose pela despolarizacdo de
membranas, mas é sintetizado sob demanda. A atividade de neurotransmissores
convencionais termina em cada mecanismo de recaptacdo ou degradacao
enzimatica. Em contraste, a atuacdo do NO termina quando ele reage quimicamente

com um substrato (WOOD e GARTHWAITE, 1994). Dada a esfera potencial de
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influéncia do NO n&o surpreende que ele esteja envolvido em uma variedade de
funcdes incluindo neurotransmissdo ndo-adrenérgica n&o-colinérgica (NANC) em
sistemas periféricos, no controle local do fluxo sanguineo cerebral e no controle da
plasticidade sinaptica e sinalizagéo sensorial (GARTHWAITE e BOULTON, 1995).
No entanto, quando presente em altas concentracdes, o NO, assim como o
glutamato, podem iniciar uma cascata neurotoxica. A ativacao de receptores NMDA
pelo glutamato e o subsequente aumento dos niveis de calcio intracelular podem

iniciar muitas formas de neurotoxicidade (DAWSON e DAWSON,1996).

2.Desenvolvimento do sistema nervoso

O cortex cerebral humano é talvez o mais notavel produto da evolugéo do
SNC, ndo somente porque ele contém dois tercos da massa neuronal e cerca de trés
quartos de todas as nossas sinapses, mas também porque é a estrutura que em
termos de organizacdo estda mais afastada das outras espécies. Ele deriva da
vesicula telencefdlica do prosencéfalo embrionario. As células neuroepiteliais
primitivas do tubo neural embriondrio sdo as precursoras de neurénio e glia do
sistema nervoso central. Estas células sofrem muitos ciclos de proliferacdo na zona
ventricular no primeiro trimestre e quando saem do ciclo celular abandonam a zona
ventricular e migram centrifugamente através da zona intermediaria para formar a
estrutura laminada do cortex cerebral. Este processo ocupa da oitava a décima
quarta semana pos-fertilizagdo no desenvolvimento humano (COOP e HARDING,

1999).
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Um dos mais notaveis aspectos do cortex cerebral & seu parcelamento em
areas citoarquitetonicas. Estas areas sdo regides definidas do cortex com
caracteristicas celulares, bioquimicas, fisiolégicas e de conexdes distintas. O modo
como a imensa populagdo de neurénios que constitue o neocértex cerebral humano
€ gerada de progenitores no ventriculo cerebral e esta distribuida por camadas
definidas de areas citoarquitetdnicas distintas podem ser explicados pela hipotese da
unidade radial, onde cada unidade proliferativa dentro da zona ventricular origina
uma coluna ontogenética correspondente no coértex cerebral (RAKIC, 1988).

Uma propriedade béasica de neurdnios imaturos € sua capacidade migratdria,
desde o local de sua divisdo mitética final em centros proliferativos do encéfalo para
posigbes especificas que irdo ocupar em uma determinada estrutura do Sistema
Nervoso (SN) adulto. A aquisicdo exata da posicdo de um neurdnio, conseguida
através de processos de migracao ativa, afeta a morfologia, conectividade e fungao
celulares. De fato, a grande maioria dos neurdnios do SN de vertebrados em
desenvolvimento sdo gerados em lugares que s&o significativamente diferentes
daqueles em que residem no encéfalo adulto. O processo chamado migragao,
denota o deslocamento do corpo celular neuronal desde zonas proliferativas apos
sua Ultima divisdo para seu destino no encéfalo adulto. Em muitas estruturas
laminares do encéfalo de mamiferos, como o cérebro, neurénios gerados mais
tardiamente passam por outros gerados mais precocemente. Assim sendo, a
migracéo celular neuronal pode ser considerada uma “necessidade biologica” que

permite a comunicacdo entre os neurdnios formados mais precocemente e aqueles
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formados mais tardiamente durante os estagios criticos do desenvolvimento, antes
de estabelecerem suas conexdes sinapticas definitivas (RAKIC,1990)

Os neuroblastos precoces migrando formam uma estrutura transitéria, a pré-
placa, entre a superficie pial e a zona intermediaria, que subsequentemente torna-se
dividida em camadas superficial e profunda pelos neuroblastos migrando tardiamente
para formar a placa cortical. Muitos neurdnios da pré-placa s&o perdidos por morte
celular programada durante o desenvolvimento fetal. O componente profundo da pré-
placa, chamado subplaca, desempenha um papel de guia axonal servindo como um
alvo intermedidrio para os axénios dos neurdnios talamicos durante sua subida para
sinapses com neurdnios da placa cortical. A camada superficial da pré-placa forma a
zona marginal de células esparsas. Os neurdnios de Cajal-Retzius, que caracterizam
a zona marginal, sdo os remanescentes dos neurdnios da pré-placa. A migracao de
neuroblastos para formar a pré-placa, e subsequentemente a placa cortical, envolve
guia pelos processos das células gliais radiais as quais no estagio do
desenvolvimento, estendem-se da zona ventricular para a superficie pial, migrando
tangencialmente e assumindo sua posi¢&o definitiva na placa cortical. A placa cortical
desenvolve-se como uma estrutura invertida, onde os neurénios que sdo gerados
mais precocemente sdo localizados mais profundamente e 0s neurénios gerados
mais tardiamente ocupam posi¢cdées mais superficiais, e estabelecem arborizacéo
dendritica e contato sinaptico (SIDMAN e RAKIC, 1973; COOP e HARDING, 1999).

A dissolucdo das estruturas transitorias, como a subplaca, zonas ventricular e
subventricular, € paralelamente acompanhada pelo aumento da espessura das

camadas corticais como um resultado progressivo da diferenciacdo de elementos
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gliais e neuronais, arborizacdo de dendritos e axdnios, entrada de fibras e
sinaptogénese (KOSTOVIC e RAKIC, 1990).

Crescimento e maturacédo do cortex cerebral sdo eventos complexos que séo
controlados por muitos genes, alguns dos quais morfogenéticamente especificos. As
etapas importantes da corticogénese ocorrem no epitélio pseudoestratificado da zona
ventricular, como o controle molecular da proliferagcdo € nimero celular. Proliferagao
e morte celular sdo eventos morfogenéticos que determinam o numero de neurénios
na placa cortical. A complexidade dos eventos celulares ocorrendo durante o
desenvolvimento pré-natal do SNC o faz particularmente vulneravel para um grande
numero de condigdes adversas a ontogénese. Os efeitos destes insultos podem
provocar lesdes destrutivas ou disturbios citoarquitetdénicos.

No SNC de vertebrados, a proliferacdo celular ocorre no epitélio
pseudoestratificado, em estruturas transitérias a saber: zonas proliferativas
ventricular e subventricular. O epitélio ventricular contém um mosaico de células
proliferando, onde o destino de cada uma delas é determinado pelo seu programa
geneético. A proliferagdo celular também esta presente na zona intermediaria e na
subplaca, duas estruturas transitérias da parede telencefalica. Nestas regides células
mitdticas sao observadas até o fim da gestacao, e sdo os provaveis precursores de
células gliais, comprometidas para diferenciarem-se em astrocitos ou para a
formacao de oligodendrocitos (KENDLER e GOLDEN, 1996).

A apoptose ou morte celular programada € um processo determinado
geneticamente e reconhecido como um evento do desenvolvimento da neurogénese

de vertebrados (COWAN et al., 1984). Ela pode representar um mecanismo para
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selecionar o numero de células que serdo compromissadas para diferenciarem-se
em linhagens gliais, ou para refinar o nimero de neurdnios que ir&o compor
definitivamente a placa cortical. Isto provavelmente ocorra na subplaca durante o
longo estadio estacionario (20-35 GW) , quando ela atinge o maior tamanho e recebe
axonios em crescimento antes de atingirem seu alvo definitivo. Mas também ocorre

nas zonas proliferativas ventricular e subventricular (SIMONATI et a/, 1999).

3.Disturbios do desenvolvimento cortical

O desenvolvimento normal do cortex cerebral ocorre através de um programa
coordenado de eventos celulares, incluindo divisao celular, migragdo, morte celular
seletiva e diferenciacdo (HANNAN et al/, 1999). Malformacdes neocorticais tém sido
relacionadas com desordens da migracao neuronal que tem variavelmente sido
classificadas com respeito a morfologia ou provavel etiologia. Neurdnio e glia
proliferam nas zonas ventricular e subventricular, migram e sofrem diferenciagcao
especifica para formar a placa cortical laminada. A interrupgdo desses processos,
especialmente da migracdo celular, pode levar a uma variedade de malformacoes
sintomaticas (PALMINI et a/, 1992). Duas formas de migracdo neuronal principais
tem sido descritas durante o desenvolvimento neural: 1. Migracdo tangencial ou
neurofilica, caracterizada por uma migracéo de células neuronais paralelamente a
superficie pial e perpendicularmente as fibras da glia radial. Muitos neurdnios em
varias regibes do encéfalo migram em uma direcdo que nao coincide com o das
fibras gliais sem estabelecer nenhuma relagédo permanente e , parecem aderir

preferencialmente a superficie dos axdnios vizinhos (RAKIC, 1990); e 2. Migracao
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radial ou gliofilica, caracterizada pela migragdo de neurdnios pds mitéticos em
contato com fibras da glia radial, que proporcionam um substrato permissivo para o
deslocamento, perpendicularmente & superficie pial. Esta forma de migragéo é
particularmente notavel durante a formagdo das estruturas laminares como os
cortices cerebral, cerebelar e hipocampal (HATTEN e MASON, 1990; KOMURO e
RAKIC, 1998). No processo de migracdo neuronal, algumas caracteristicas ainda
permanecem desconhecidas. KOMURO e RAKIC (1995) mostraram no cerebelo que
o movimento das células neuronais a partir da camada granular externa (EGL) em
direcdo a sua posicao final na camada granular interna (IGL) depende do influxo de
Ca"™ para o interior da célula granular migratéria. A velocidade do movimento de
células granulares através das camadas do cerebelo depende de ambos, ativacao
dos receptores de membrana NMDA pelo glutamato e influxo de Ca™ através de
canais do tipo N (KOMURO e RAKIC, 1993). Sabe-se que as células granulares
exibem migracdo saltatéria através da camada molecular guiadas pelas fibras de
Bergmann e que ha uma correlagdo entre a frequéncia e a amplitude de variagéo da
concentracédo intracelular de Ca™ e a migragdo da célula granular cerebelar
(KOMURO e RAKIC, 1995). Sendo os terminais de fibras musgosas fonte potencial
de liberacdo de glutamato, esta pode alterar os niveis de Ca"™ intracelularmente em
células granulares pela modificacdo do influxo de Ca™ através da membrana. O
bloqueio da atividade do receptor de glutamato NMDA diminui a velocidade do
movimento das células granulares, e um excesso de ativacdo do receptor NMDA
resulta na interrupcdo da migracdo neuronal in vivo (KOMURO e RAKIC, 1998).

Outra possibilidade para a variagcdo da velocidade de migragao das células
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granulares € a liberagdo de GABA pelos terminais da célula de Golgi tipo Il. A
aplicacdo de GABA modifica o comportamento migratério de neurdnios corticais,
dependente da dose, pela mudanca dos niveis intracelulares de Ca™. Assim sendo,
os neurotransmissores liberados de fibras pré-sinapticas, como as fibras musgosas e
axonios das células de Golgi, podem regular a velocidade bem como a duracg&o da
migracdo de células granulares pela modificagdo dos niveis intracelulares de Ca™.
Além destas possibilidades, sinais intrinsicos também podem induzir a mudanca na
forma e no modo de migracdo das células granulares em diferentes compartimentos
do cortex cerebelar (KOMURO e RAKIC, 1998).

Pesquisadores tem argumentado por um sistema de classificacdo das
malformacdes do neocdrtex cerebral baseados no momento da ocorréncia do
provavel insulto intrauterino. RAKIC (1988) propés uma classificacao das
malformacbées do cérebro de acordo com a hipétese da unidade radial; as
malformagdes que ocorrem durante as primeiras 6 semanas do desenvolvimento e
tem uma diminuicdo do numero de unidades radiais; por exemplo, lisencefalia e
paquigiria. Malformagdes ocorrendo apds 6 semanas podem ser consideradas como
anormalidades com um numero normal de unidades radiais mas com um numero
anormal de neurdnios dentro das colunas ontogenéticas ou com anormalidades de
sua migracdo. SARNAT (1992) também classificou desordens da migrag&o neuronal
com respeito ao momento do dano. Ele propde que existem defeitos de migragéo
precoce, ocorrendo usualmente dentro das primeiras 8-20 semanas in utero e
resultando largamente de anormalidades genéticas. Defeitos da migragao ocorrendo

apo6s 20 semanas de gestacdo e durante a vida pos-natal s&o classificadas como
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defeitos migracionais tardios, que ele propde serem usualmente adquiridos. Uma
manifestacdo principal de malformacéao relacionada ao desenvolvimento cortical € a
epilepsia (PALMINI ef al.,1991). Estudos histolégicos de varios casos indicaram
muitas anormalidades em varios niveis, incluindo mudanga na estrutura e
composi¢éo das células, na distribuicdo neuronal e na composicéo e organizacao
cortical (HANNAN et al., 1999).

A displasia cortical (DC) & definida como um conjunto de alteragbes do
desenvolvimento do neocodrtex associado com uma mudanga das caracteristicas
morfolégicas corticais e com provaveis fatores multiplos etiolégicos, incluindo fatores
genéticos e influéncias do meio. O desenvolvimento neocortical pode ser
grosseiramente considerado como resultado de uma sobreposi¢cdo de processos de
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e morte celular programada de precursores
neuronais e neurdnios, eliminagdo de sinapses, arborizacdo dendritica e
remodelagem cortical. Anormalidades em qualquer um destes processos resultam
em anormalidades da arquitetura cortical e de suas propriedades eletrofisiolégicas. O
balanco dindmico refinado entre conexdes excitatorias e inibitorias provavelmente
garante a variacdo na ativacao de configuracoes diferentes de neurdnios corticais, a
sinapse, que foi identificada como a provavel base para a fung&o cortical (VON DER
MALSBURG e SCHNEIDER, 1986; SINGER e GRAY, 1995). O balanco é destruido
nas epilepsias e provavelmente, em caminhos diferentes, em outras patologias
frequentes como a deméncia e a esquizofrenia. Comparada a outras lesdes

estruturais do SNC que causam epilepsia, a DC tende a afetar pacientes mais
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jovens, tem um prognostico menos favoravel e mostra um envolvimento mais
frequente do lobo extra-temporal.

DC pode ser caracterizada com base em nove anormalidades microscopicas
especificas e facilmente identificaveis: 1-desorganizacao laminar cortical; 2-presenca
de neurdnios isolados na substancia branca; 3-neurdnios na camada laminar cortical;
4-restos persistentes da camada de células granulares subpial; 5-heterotopia
glioneuronal marginal; 6-polimicrogiria; 7-heterotopia neuronal da substancia branca;
8-citomegalia neuronal com anormalidades citoesqueléticas associadas; e 9-“balloon
cell” (MISCHEL. et al., 1995).

A literatura sobre a associaco entre epilepsia e displasia cortical, embora seja
vasta e complexa, & muito pouco clara e necessita de modelos de descricdo mais
precisos e padronizados. A epilepsia tem sido determinada em muitas condigoes
diferentes, incluindo encefalopatias congénitas, desordens metabdlicas, anomalias
da migragdo neuronal, sequelas de danos cerebrais perinatais, tumores, infecgdes,
sindromes paquigiria-agiria, sindromes megalencefalicas e trauma. E impossivel
estabelecer um denominador comum para epilepsia a partir de um grupo tao
heterogéneo de desordens. No entanto, muitas destas desordens podem causar,
direta elou indiretamente, alteragdes no desenvolvimento do neocortex que podem,
no curso da maturagdo subsequente, resultar em displasia cortical adquirida e
disfuncées eventuais (MARIN-PADILLA, 1999). Os dados apresentados evidenciam
a oportunidade de estudar a possivel atuagcdo do NO no neocortex cerebral

displasico e normal.
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Objetivos

Iil. Objetivos

¥

Padronizar um método para recuperagdo da antigenicidade da nNOS em

seccgdes de tecido fixadas em formalina e embebidas em parafina;

Estudar a expressao imunohistoquimica da isoforma neuronal da sintase do
oxido nitrico e de moléculas relacionadas em displasias corticais visando
correlacionar disturbios de desenvolvimento e express&o de componentes do

sistema NO-érgico;

Estudar a express&o imunohistoquimica e molecular da isoforma neuronal da
sintase do 6xido nitrico no neocértex cerebral humano normal no periodo pos-
natal pareados para regido cortical, idade e sexo com os casos de displasia

cortical, de modo a serem usados como controle.
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IV. Materiais e Métodos

1.Casuistica

No presente trabalho foram utilizados blocos de tecido cortical humano
provenientes de autopsias e bidpsias de rotina realizadas nos Departamentos de
Patologia e de Cirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, € no Servico de Neurocirurgia do Hospital Brigadeiro de acordo com
protocolos aprovados pela Comissdo de Etica da FMRP-USP. No estudo das
displasias corticais foram utilizados casos de bidpsias caracterizados na Tabela 1 e
previamente analisados pelos patologistas Dra. Leila Maria C. Chimelli e Dr. Luciano
Neder Serafini.

Tabela 1. Caracterizagdo dos casos de Displasia Cortical utilizados neste estudo.

Caso Idade  Cortex Tipo de Displasia Cortical
01 1 ano Frontal/ Temporal DC Focal, tipo Taylor

02 2 anos  Temporal DC Focal, tipo Taylor

03 3anos  Frontal / Temporal DC e Heterotopia

04 4 anos  Parietal / Occipital ~ DC Focal, tipo Taylor

05 4 anos  Frontal DC Focal, tipo non- Taylor
06 11 anos nd DC Focal, tipo non-Taylor
07 12 anos  Parietooccipital DC extensa associada a DNT
08 18 anos Parietooccipital DC extensa com Gliose

09 19 anos Temporal DNT

10 19 anos Temporal Focos de Heterotopia e Microdisgenesia com Gliose
11 19 anos Temporal Displasia Cortical comGliose
12 21 anos Temporal / Occipital Heterotopia

13 23 anos Frontal Heterotopia pré-motora

14 26 anos Temporal Heterotopia Glio-neuronal
15 29 anos Temporal Heterotopia Glio-neuronal
16 30 anos Frontal DNT com areas de DC

17 45 anos Temporal Heterotopia neuronal

18 nd nd Heterotopia nodular

19 nd Frontal DC extensa

20 nd nd DC

Abreviaturas: nd = dados nio disponiveis; DC, displasia cortical; DNT, tumor neuroepitelial
desembrioplasico
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Como controles para as displasias corticais usamos tecidos (cortices frontal,
parietal, temporal e occipital) de pacientes pareados para regido cortical, idade e
sexo (Tabela 2), sem histéria de patologia neurolégica € que nao apresentaram
evidéncias de alteragdes neuropatoldgicas

Tabela 2. Caracterizacio dos casos de autopsia utilizados no ensaio imunohistoquimico

Caso Idade Cortices IPM Diagnéstico

21 1 ano Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 3h30m Anemia aguda

22 1 ano Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 3h Hemorragia pulmonar

23 1 ano Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4h Choque; estado pos-operatorio
24 1 ano Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 6h Broncopneumonia bilateral

25 1 ano Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 6h 26m Cardiopatia congénita

26 2 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4h Pos-operatorio (Tetralogia de Fallot)
27 4 anos Temporal, Occipital 9h Cardiomiopatia restritiva

28 7 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 6h45m Broncopneumonia

29 9 anos Frontal, Parietal, Occipital 3h 20m Insuficiéncia cardiaca congestiva
30 15 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital Nd Lesdo alveolar difusa pulmonar
31 18 anos  Temporal, Occipital 7h 45m Edema pulmonar agudo

32 18 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 2h 30m Flutter atrial

33 19 anos  Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4 h Choque hepatico

34 21 anos Frontal. Parietal, Temporal, Occipital 8h Insuficiéncia cardiaca

35 24 anos Temporal 2h 40m Hérnia amigdalo cerebral

36 33anos  Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4h 05m Broncopneumonia

37 35anos  Temporal 6h Septicemia

38 37anos  Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 3h Pneumonia lobar a esquerda

39 37 anos  Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4h 40m Pneumonia aspirativa bilateral
40 38 anos  Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 3h 30m Broncopneumonia bilateral

41 39 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 5h Choque séptico

42 43 anos Temporal 4h 40m Edema pulmonar agudo

43 43 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 4h Insuficiéncia renal cronica

44 44 anos Frontal, Parietal, Temporal, Occipital 3h Sindrome consumptiva a esclarecer

Abreviaturas: nd = dados nio disponiveis; h, horas; m, minutos

Os blocos de tecido foram fixados em formalina 10% (v/v) por 2-4 semanas. A
seguir, as regides de interesse foram dissecadas e procedeu-se a desidratacdo em

etanol (Merck, grau P.A), diafanizagéao em xileno (Merck, grau P.A) e inclus&do em

48



Mateniais e Métodos

parafina (Merck, Histosec). Secgbes de 5 e 8 um de espessura foram obtidas por
microtomia (Micrétomo Leica, modelo RM 2065), montadas em Iaminas gelatinizadas
ou silanizadas, incubadas em estufa a 58° C por 4 horas e armazenadas a 4° C até o
momento de uso. Para avaliagdo microscopica do tecido e posterior selecao as
seccoes de 8 um (em laminas silanizadas) foram coradas pelo método de
hematoxilina e eosina (HE). As Iaminas foram analisadas utilizando lupa Olympus
(SZH10) e microscopio optico Olympus (modelo BX 60).

Para Western blot foram retirados fragmentos de neocortex humano (cortices
frontal, parietal, temporal e occipital) de casos provenientes de autopsia e
caracterizados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagiio dos casos utilizados para SDS-PAGE, western blot e ensaio imunohistoquimico

Caso Idade Cortices IPM Diagnostico

45 6 anos Frontal, Parietal, Temporal e Occipital 7h25m Cardiopatia congénita complexa
46 16 anos Frontal, Parietal, Temporal e Occipital 3h Broncopneumonia confluente
47 23 anos Frontal, Parietal, Temporal e Occipital 5h Leucemia linféide aguda

48 47 anos Frontal, Parietal, Temporal e Occipital 4h Choque hipovolémico

Abreviaturas: h, horas; m, minutos

2.Recuperacao da antigenicidade (AR)

Foram utilizados, para padronizacéo da recuperagdo antigénica (AR) em
ensaio imunohistoquimico, blocos de tecido fixados em formalina 10% (viv) e
embebidos em parafina de casos provenientes de autdpsia (Tabelas 2 e 3).

Utilizamos uma modificagdo do procedimento de recuperacdo de
antigenicidade (AR) descrito por MARTINS et al. (1999) e ZANARDO et al. (1997).
Um aparelho de microondas (Sharp RB-4A33) foi utilizado em poténcia nominal

maxima. As laminas com as sec¢des de tecido desparafinizadas foram tratadas por

49



Matenriais e Métodos

20 minutos em jarros de Coplin contendo duas diferentes solugbes: uma alcalina,
tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 e outra acida, tampao citrato de sodio 10 mM, pH
6.0 . Uma vez que o numero e a posigao dos jarros podem influenciar a temperatura,
padronizamos trés jarros contendo o mesmo volume de solugdo, posicionados

simétricamente.

3.Imunohistoquimica

As secgOes tissulares foram desparafinizadas, hidratadas, e tratadas com
solugado de HO2 3% em volume em tampao PBS para bloquear a atividade da
peroxidase endégena.

A recuperacdo antigénica foi realizada conforme procedimento descrito acima.
Apés resfriadas até a temperatura ambiente, as secgdes foram incubadas em
tamp&o Tris-Glicina 0,1 M pH 7.4, por 30 minutos. Em seguida, foram bloqueadas
com tamp&o de bloqueio [ tamp&o fosfato de sodio 0,02 M, pH 7.4 contendo: soro de
jumento 15% (v/v), leite desnatado em pd 5% (w/v), NaCl 0,45 M e Triton X-100
0,3% (v/v)] por 4-5 horas, para bloquear sitios de ligacio inespecifica dos anticorpos.

A reacdo imunohistoquimica foi realizada utilizando-se o0s anticorpos
primarios: coelho anti-nNOS (Transduction Laboratories), camundongo anti-
neurofilamento (DAKO), coelho anti-GFAP (DAKO) diluidos em tampao de bloqueio a
1:25, 1:250, 1:500 respectivamente. Os controles foram feitos substituindo o
anticorpo primario por tampao de bloqueio. A incubagdo ocorreu por cerca de 14
horas e as sec¢des foram lavadas posteriormente com tampéao de lavagem [ tampao

fosfato de sédio 0,02 M, pH 7.4 contendo NaCl 0,45 M e Triton X-100 0,3% (v/v)]. A
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deteccdo dos anticorpos primarios foi realizada utilizando-se os anticorpos
secundarios diluidos com tampéo de bloqueio a 1:100. Na sequéncia, as segbes
foram incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Kit Elite Vector). A
presenca do complexo foi visualizada por reagcédo com H>O2 e 0,4 mg/ml de 3,3"-
diaminobenzidina (DAB), por 12 minutos.

As secbes foram desidratadas com etanol, clareadas com xileno e montada
entre lamina e laminula com Permount (Fischer). Todas as operagbes foram

realizadas a temperatura ambiente.

4.Preparagdo das amostras de homogeneizado de neocdértex humano

para Western blot

Foram retirados fragmentos de tecido, provenientes de autopsia de rotina
realizada no Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto,
e congelados imediatamente em nitrogénio liquido sendo, em seguida, armazenados
a —70° C. Um dia antes de serem homogeneizados, os fragmentos foram transferidos
a temperatura de -25° C. Apo6s serem pesados, os fragmentos foram
homogeneizados em tamp&o Tris-HClI 26 mM, pH 7.5, contendo inibidores de
protease: etilenodiaminatetracetato de sédio (EDTA) 10 mM, Benzamidina 1 mM,
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 0,3 mM e Aprotinina 0,3 uM; e B-
mercaptoetanol 2mM. A homogeneizacao foi realizada em copo Potter-Elvehjem,
com pistilo de teflon com 10 excursdes do pistilo, em banho de gelo. Uma aliquota do

homogeneizado foi separada para dosagem de proteinas. Outra amostra, para SDS-
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PAGE, foi diluida 3:1 (v/v) em tampao desnaturante de Laemmli [Tris-HCI 2 M, pH
6.8, contendo sacarose 10 % (p/v), dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % (p/v) e B-
mercaptoetanol 3,6 M], agitada vigorosamente e fervida por trés minutos.

A determinacao da quantidade de proteinas nas amostras foi feita pelo método
de LOWRY et al. (1954), utilizando a soro albumina bovina como padrdo. A

concentracao de proteinas nas amostras foi determinada por interpolacdo na curva-

padr&o obtida por regressao linear usando Programa GraphPad Prisma v.2a.

5.Eletroforese em gel de poliacrilamida, sistema desnaturante /

Western blot

As eletroforeses foram realizadas de acordo com o procedimento descrito por
LAEMMLI e FAVRE (1973). As amostras foram aplicadas em géis com camadas de
empilhamento a 5 % [Tamp&o Tris-HCI 0,125 M, pH 6.8, contendo N,N,N’ N’
tetrametilenodiamina (TEMED) 0,125 % (v/v), persulfato de aménio 0,065 % (p/v) e
acrilamida-bisacrilamida 5 % (p/v)] e de separacao a 7 % [Tampao Tris-HCI 0,375 M,
pH 8.8, contendo TEMED 0,125 % (v/v), persulfato de aménio 0,065 % (p/v) e
acrilamida-bisacrilamida 7 % (p/v)]

Foram aplicadas 30 ug de proteina do homogeneizado total e das fracGes
sobrenadante e particulada de encéfalo humano em cada raia do gel de
empilhamento, controle positivo da nNOS (lisado de pituitaria de rato/Transduction
Laboratories), e os padrdes de peso molecular foram aplicados nas raias laterais e

central dos géis. Como padrées de peso molecular foram utilizados: cadeia pesada

52



Materiais e Métodos

da miosina Il de musculo esquelético de coelho (205 kDa); B-galactosidade de
Escherichia coli (116 kDa): fosforilase b de musculo de coelho (97,4 kDa); albumina
de soro bovino (66,7 kDa); ovoalbumina (45 kDa); anidrase carbdnica de eritrocito
bovino (29 kDa) (kit SDS-6H, Sigma).

A corrida das amostras foi realizada em cuba de eletroforese com uma
corrente de 10 mA por gel. Quando as amostras entraram no gel de separagao a
corrente foi aumentada para 15 mA por gel e mantida até o final da corrida.

Em seguida os géis foram retirados das placas e as amostras de proteina
foram eletrotransferidas do gel para membrana de nitrocelulose pelo método de
TOWBIN et al. (1979). O gel foi lavado com tampao Tris 25 mM e Glicina 190 mM,
pH 8.3, contendo SDS 0,1 % (p/v) € etanol 18% (v/v), e montado em contato com a
membrana de nitrocelulose. O conjunto foi colocao em uma cuba de transferéncia
com O mesmo tampao usado para lavagem do gel. As amostras foram
eletrotransferidas do gel para a membrana de nitrocelulose sob voltagem constante
de 30 volt/gel por 3 horas e 30 minutos e, em seguida, corada com solugdo de
Ponceau 5% (p/v) diluido em acido tricloroacético 3% (p/v) por 10 minutos e lavada
com solucéo descorante para determinagdo das bandas de proteinas utilizadas como
padrbes de peso molecular. Apds a secagem a membrana de nitrocelulose foi lavada
com tampao de lavagem e incubada com tampéo de blogueio [ tampao fosfato de
sédio 0,02 M, pH 7.4, contendo NaCl 0,45 M, Triton X-100 0,3 % (v/v) e soro de
cabra 20% (v/v)] por 2,5 horas para bloquear 0s sitios de ligacdo inespecificos,

seguida por incubagdo com anticorpo anti-nNOS (Transduction Laboratories) diluido
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1:400 em tamp&o de blogueio por 3 horas, sob agitacdo continua. Apds lavagens em
tampao de lavagem a membrana foi incubada em tampao de blogueio por 30 minutos
€, posteriormente, com o anticorpo secundario conjugado HRP anti-coelho
(Promega) diluido 1:5000 (v/v) em tamp&o de blogueio por 1 hora. Em seguida
revelada com um kit de quimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia). O

controle negativo foi obtido pela omiss&o do anticorpo primario.
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Resultados

V. Resultados

1.Efeito da AR sobre a imunorreatividade de nNOS em sec¢oes de cortex

cerebral humano

A imunorreatividade da nNOS foi recuperada de cortex cerebral humano
fixado por 2-4 semanas em formalina a 10 % (v/v) tratando-se as seccoes tissulares
com solucdes tampdes Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 e citrato de s6dio 10 mM, pH 6.0, por
20 min. A imunomarcacdo mais forte de neurdnios e processos neuronais foi obtida
com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 (Fig. 1 A), enquanto que a recuperagcao com
tampao citrato de sddio 10 mM, pH 6.0 foi menos acentuada (Fig. 1 C). O tratamento
das secgdes tissulares com tampdes Tris-HCI ou citrato sem forno de microondas
ndo levou a recuperacdo detectavel da “NOS IR (Fig. 1 B).A seccéo de tecido
utilizada como controle, pela omissdo do anticorpo primario, nao mostrou
imunorreatividade (Fig. 1 D). Com base nos resultados acima padronizamos
processos de AR para a nNOS IR em secgbes tissulares de cortex cerebral usando
tratamento Tris-HCI/férno de microondas por 20 minutos. Esta metodologia foi usada
para padronizar com sucesso as condicoes de AR para os outros anticorpos aqui

usados e sera objeto de publicacéo de nosso Laboratdrio.

2.Western blot para detecgdo da expressdo de nNOS no neocortex
humano normal
Em Western blot, o controle positivo da nNOS mostrou banda com peso

molecular aparente de cerca de 165 kDa (Fig. 2, cabega de seta). As bandas na
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Figura 2 correspondentes as amostras de homogeneizado total de neocortex
cerebral humano mostraram caracteristicas de corrida eletroforética semelhantes a
do controle positivo, estando posicionadas no gel em altura que corresponde a peso
molecular aparente de 165 kDa. O anticorpo anti-nNOS também mostrou a marcacao
de algumas bandas de peso molecular aparente menor que 160 kDa, provavelmente
provenientes de degradacao proteica.

Segundo os valores de densidade Optica integrada (DOIl) obtidos, a
intensidade de marcacado da banda de peso molecular aparente correspondente a
banda de nNOS no neocértex cerebral foi variavel entre os cortices, sendo expressa

de forma mais intensa no cortex occipital e menos intensa no cortex parietal.

3.Caracterizagdao neuropatolégica e imunohistoquimica dos casos de

displasia cortical

Em nosso estudo, pacientes com diagnostico de epilepsia farmacologicamente
intratavel com idade entre 2 e 45 anos (Tabela 1) foram avaliados clinicamente e por
video-EEG, EEG intraoperatério e por técnicas de imagem de alta resolugdo (NMR,
PET-SCAN), e foi estabelecido o diagnéstico de displasia cortical com localizagéo da
area epileptogénica na regido displasica, com confirmacéo intraoperatéria seguida
por “lesionectomia’. Neste trabalho documentamos a displasia cortical focal tipo
Taylor, e as heterotopias neuronal e glio-neuronal marginal, por serem
caracteristicamente provocadas por desordens da migracdo neuronal. Os casos
utilizados como controle (Tabelas 2 e 3) foram pareados para idade, sexo e regiao

cortical. As seccGes de tecido de cortex displasico mostraram, de uma maneira geral,

58



Resultados

uma desorganizacdo da laminagdo cortical € uma indefinicdo do limite entre a

substancia branca e cinzenta.

3.1.Heterotopias Neuronais

Casos de heterotopia neuronal com caracteristicas distintas foram analisados.
A Figura 3 A mostra uma heterotopia com um “cértex duplo” caracteristico. Nota-se
que esta heterotopia tem aspecto de coértex no meio da substancia branca
subcortical, inclusive com aspecto de giros. A area delimitada na Figura 3 A foi a
utilizada para analise imunohistoquimica. A secgéo de tecido corada por HE (Fig. 3
B) mostra numerosos neurdnios heterotopicos na regido indicada sem organizacao
cortical aparente. Os neurénios nNOS positivos (Fig. 4 A e B) mostram marcagao
citoplasmética e do nucleo, e estao distribuidos por todo o cortex heterotdpico com
aparente desorganizagédo da laminagao cortical. Notar a presenca de um grande
numero de fibras com varicosidade nNOS-IR (Fig. 4 A e B). O controle foi obtido
omitindo-se o anticorpo primario ndo exibiu imunomarcacéo (Fig. 4 C) As formas HM
e L de neurofilamento foram detectadas apenas em fibras (Fig. 5 C). Nota-se na
regido da heterotopia numerosas fibras neurofilamento-positivas direcionadas para o
cortex normal adjacente (Fig. 5 D). A imunohistoguimica com anticorpo anti-GFAP na
regido assinalada do cértex heterotopico ndo mostrou marcagéo de astrécitos (Fig. 5
A). Entretanto, astrécitos bem marcados foram detectados em outras regides desta
heterotopia, reforcando o aspecto de “cértex duplo” (Fig. 5 B). Outro caso
documentado neste trabalho mostra as caracteristicas de uma heterotopia extensa

(Fig. 6 A). A seccgéo de tecido corada pelo método de HE mostra a septacao da
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regido heterotopica deste caso (Fig. 6 B) e a presenca de grupos de neurdnios
heterotépicos na substancia branca (Fig. 6 C). A figura 7 A caracteriza uma
heterotopia neuronal, com presenga de nodulos heterotopicos subependimarios e
calcificacdo no noédulo heterotdpico e na substancia branca. Observa-se o

alinhamento de neurdnios na substancia branca (Fig.7.B).

3.2.Displasia Cortical Focal

A displasia cortical focal tipo Taylor descrita por TAYLOR et al (1971) é
caracterizada por uma desorganizagao focal da laminacéo cortical (Fig 8 A ) e pela
presenca de neurdnios grandes citomegalicos, inclusive “dark neurons” (Fig. 8 C ) e
“baloon cell” (Fig. 8 B ). A nNOS IR foi detectada predominantemente em neurdnios
de pequeno e médio tamanhos (Fig. 9 B), essencialmente em toda a espessura
cortical, predominando entretanto em duas camadas que correspondem & camadas
Il e V (Fig. 9 C e D). Neurbnios no limite entre as substancias branca e cinzenta
também apresentaram nNOS IR (Fig. 9 D). A intensidade de marcagdo foi muito
variavel, desde “Golgi-like” a pouco intensa e com predominio de marcacdo
citoplasmatica. Poucos neurénios com intensidade baixa de marcacio apresentaram
marcacgao nuclear. Documentamos uma intensa expressdo de nNOS IR em fibras
varicosas em toda espessura cortical, especialmente na camada molecular (Fig. 9 A).
Nota-se que ha dendritos com comprimento maior que 400 um (Fig. 9 C, setas)
orientados em direcdo a lamina |. Um numero apreciavel de neurdnios grandes,

marcados de modo “Golgi-like” foi identificado na substancia branca cortical, em

60



Resultados

numero 2 a 3 vezes maior que o detectado nos cortices controle (ndo documentado
neste relatério). Neurdnios grandes localizados na regiao dos “dark neurons” foram
fortemente marcados pelo anticorpo anti neurofilamento (Fig.10A), mas nao para

GFAP (Fig. 10B). A marcacédo para GFAP confirmou o diagnéstico de gliose.

3.3.Heterotopia glio-neuronal marginal

A heterotopia glio-neuronal marginal apresenta-se como uma massa de tecido
neuroglial saliente através da pia e dentro do espaco subaracndide (botao glial, Fig.
11 A). Na regido do botéo glial poucos neurdnios sao positivos para o anticorpo anti-
nNOS (Fig. 11 B e C). A marcagdo imunohistoquimica para neurofilamento foi restrita
a fibras na regido do botdo glial (Fig. 11 D), assim como nas regides proxima e
adjacentes ao botédo glial (notar aglomerado de fibras neurofilamento positivas; Fig.
12 C). A regido do botao glial apresentou fibras GFAP positivas (Fig. 11 E), embora
nas regides proxima e adjacente ao botéao glial células com aspecto semelhante a

neurénios exibiram GFAP IR (Fig. 12 D)

4.Imunohistoquimica para detecgao de nNOS no neocortex

humano normal

A andlise da regido do neocértex corada com HE e documentadas neste
trabalho mostra a organizacdo da laminagdo cortical (Fig. 13). A expressdo de
neurénios NNOS-IR no coértex cerebral humano foi semelhante nos cértices frontal,
parietal, temporal e occipital. Nos cortices analisados, o padrao de marcagao

apresentou algumas diferengas com relacéo a distribuicdo dos neurdnios NNOS-IR
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nas distintas camadas e das demais estruturas marcadas positivamente para nNOS.
Neurdnios exibindo nNOS-IR foram encontrados, preferencialmente, nas camadas
mais profundas da substancia cinzenta (camada Ill a camada VI) e na transic&o entre
as substancias branca e cinzenta (Fig. 14). A camada | ndo mostrou neurénios nNOS
imunopositivos (Fig. 14 A). O neocortex cerebral mostrou uma grande variabilidade
de tipos celulares NNOS-IR. Neurbnios piramidais pequeno nNOS imunopositivos
predominaram na camada lll (Fig. 15 A). Neurénios piramidais grandes (Fig 15 B)
foram detectados caracteristicamente nas camadas mais profundas, especialmente
na camada V, embora a camada VI tenha mostrado neurénios com aspecto de
neurdnio piramidal nNOS-IR. Neurénios bipolares (Fig. 15 C) e granulares (nao
documentado) puderam ser notados nas camadas mais profundas do cortex, e
ocasionalmente na camada |l. Na camada VI foram detectados neurénios
neurogliaformes NNOS imunopositivos (Fig. 15 E). Neurdénios com marcagao “Golgi-
like” foram encontrados na camada VI e substancia branca adjacente (Fig 15 F).

A nNOS-IR de corpos celulares neuronais foi predominantemente
citoplasmatica, mas ha marcacdo nuclear em alguns neurdnios na camada lll do
cortex cerebral. Notou-se neurénios com marcagdo nuclear e citoplasmatica ao
mesmo tempo e neurdnios com marcagdo exclusivamente nuclear (Fig. 16).
Encontramos um numero expressivo de fibras com varicosidade, a maioria das quais
orientada paralelamente a superficie pial (Fig. 17 A). Fibras orientadas em outros
sentidos também foram encontradas (Fig. 17). A transicdo substancia

branca/cinzenta mostrou fibras com varicosidades orientadas paralelamente a
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superficie pial e em outros sentidos, e na substancia branca também foram
encontradas fibras com varicosidade positivas (Fig. 17 B).

Foi notada uma aparente diferenga no nimero de neurdnios que expressam
nNOS nas distintas camadas corticais. Aparentemente ha um numero maior de
neurdnios NNOS imunopositivos nos primeiros anos de vida, e nos cortices occipital e
frontal.

Nos procedimentos imunohistoquimicos, as secgdes tissulares usadas para
deteccdo da nNOS-IR foram acompanhadas por secgdes adjacentes usadas como
controle, onde foi omitido o anticorpo primario. As seccoes controle ndo mostraram

imunorreatividade (resultado ndo documentado).
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VI. Discussao

A formalina tem sido muito utilizada em histopatologia, sendo que muitos dos
critérios para diagnostico patolégico tem sido estabelecido pela observacéo de
secgoes de tecido fixados em formalina e embebidos em parafina, corados com
hematoxilina e eosina e imunomarcados para detecgdo de epitopos especificos. Por
esta razdo, embora existem muitos outros fixadores, alguns superiores para
determinados ensaios imunohistoquimicos, nenhum tem superado a formalina no uso
geral.

Estudos bioquimicos da reagdo quimica entre proteina e formalina por
FRAENKEL-CONRAT e colaboradores (1947) mostraram que a hidrolise das
ligacoes cruzadas é limitada para certas cadeias de aminoacidos, como imidazol e
indol, mas que estas ligagdes cruzadas podem ser revertidas por aguecimento a
temperatura alta ou tratamento com solugbes fortemente alcalinas. As ligacdes
cruzadas sdo uma forma de modificacdo quimica da proteina (WONG, 1991), que
pode ser definida como um processo envolvendo a unido de dois componentes
moleculares por ligacdo covalente provocada pelos fixadores de tecido. O processo
de fixacdo do tecido tem sido dividido em duas etapas: uma reagao primaria de
adicéo entre amino e um aldeido (formalina por exemplo) ou cetona (acetona por
exemplo), acompanhada por uma reagdo secundaria de condensacao. Ambos,
aldeido e cetona, sdo compostos carbonilados e podem reagir com grupos amino de
proteinas para formar bases de Schiff (WONG, 1991). Este conceito formou a base
para o desenvolvimento de técnicas de recuperac&o antigénica (AR) a partir de 1991

(SHI, 1991).
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SUURMEIJER e BOON (1.993) propuseram que a AR levaria a quebra das
ligagdes cruzadas provocadas pela formalina entre epitopos e proteinas, propiciando
melhor penetracéo do anticorpo e acesso facilitado aos epitopos. Em contrapartida,
CATTORETTI et al. (1993) sugerem que alguns antigenos ou atividade enzimatica
endogena do tecido pode ser perdida apds o tratamento da AR. Para entender os
mecanismos da AR, a primeira etapa pode ser o estudo das alteracdes na estrutura
tri-dimensional das proteinas causadas pela fixacéo do tecido em formalina, uma vez
que o reconhecimento antigeno-anticorpo é geralmente dependente da estrutura tri-
dimensional da proteina.

As estruturas secundaria, tercidria e quaternaria das proteinas s&o
dependentes da estrutura primaria ou da sequéncia de aminoéacidos. Em geral, se a
estrutura primaria da proteina permanece intacta é possivel recuperar sua
conformacéo tri-dimensional original através de um sistema de recuperacgao otimo.
Na imunohistoquimica, os anticorpos reconhecem epitopos especificos localizados
em uma configuragéo espacial particular nas moléculas de proteina (BARLOW et al.,
1986). Sendo assim, uma mudanga na conformagdo da proteina causada pela
fixagdo em formalina pode mascarar a antigenicidade do tecido. O método de AR
pode provocar uma modificagdo da estrutura da proteina induzida pelo aquecimento
a temperatura alta e restabelecer a estrutura tri-dimensional da proteina na sua
condig&o nativa, ou muito proximo daquele estado (SHI ef al., 1997).

Em contrapartida, alguns estudos tem demonstrado que se uma seccédo de
tecido fixada em formalina mostrou imunomarcagdo satisfatoria sem AR, ela pode

tornar-se pior apds o tratamento da AR, embora o contrério também possa ser
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verdadeiro (MACDONALD et al., 1995; TESCH et al., 1995). Isto pode significar que
se uma estrutura antigénica é resistente a fixacado com formalina, sem modificagao
apos a fixacdo, ela pode ser modificada pelo aquecimento. Sendo assim, a
imunorreatividade pode ser pior apos a AR pelo aquecimento a menos que a
estrutura antigénica seja resistente também ao aquecimento.

E necessario estudar a estrutura da proteina, particularmente a estrutura
antigénica sobre vérias condigGes, congelado, apos fixacdo em formalina, e apds
tratamento da AR, para entender o exato mecanismo da AR. Com base neste
estudos técnicas efetivas de AR podem ser desenvolvidas.

A imunorreatividade pobre para nNOS nas secg¢des de tecido humano fixados
em formalina e embebidos em parafina levou-nos a desenvolver um método de
trat=mento em microondas que nos permitiu uma qualidade apurada na
imunolocalizacdo da nNOS no coértex humano normal e em displasias corticais.
Enquanto as seccgdes de tecido que ndo foram tratadas com microondas nao
mostraram imunorreatividade para nNOS, as secc¢des tratadas com microondas
apresentaram recuperac@o da antigenicidade do tecido, especialmente as secgoes
tratadas com tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 9.5.

As displasias corticais, de uma forma geral, s&o constituidas de
anormalidades microscépicas distintas e especificas, resultantes de alteragdes nos
processos de desenvolvimento cortical em diferentes janelas espago-temporais.
Displasia cortical focal € um distarbio precoce do desenvolvimento ocorrendo
conjuntamente ao tempo da ultima divisdo mitética quando os fenotipos neuronais

estdo sendo especificados. Heterotopia neuronal e polimicrogiria resultam de eventos
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em um periodo intermediario do desenvolvimento neural humano, entre 10 e 24
semanas de gestacdo, quando ocorre a migragao ativa de neuroblastos. As lesdes
de microdisgenesia cortical, disturbio da laminacgéao cortical, heterotopia glioneuronal
marginal, persisténcia de uma camada de células granulares subpiais, neurdnios na
camada molecular e neurdnios heterotopicos isolados na substancia branca séo
vistos como anormalidades do desenvolvimento cortical mais tardio. Existe
correlagédo entre a frequéncia dos danos e os trés grupos de lesdes (HONAVAR e
MELDRUM, 1997, SPREAFICO et al., 1999). Tem-se tentado graduar a severidade
das lesOes displasicas. MISCHEL et al. (1995) propuseram um sistema de graduacéo
das lesdes baseado na hip6tese que os aspectos microscopicos refletem os eventos
que estdo ocorrendo dentro de uma janela temporal discreta durante o
desenvolvimento do cortex cerebral. Sua sistematizagdo é usada para classificar
displasias corticais em lesbes resultantes de distirbios do desenvolvimento precoce,
intermediario e tardio (que correlacionam, respectivamente, com displasia cortical
severa, moderada e branda). “Baloon cells” e citomegalia neuronal representam
disturbios do desenvolvimento precoce, enquanto heterotopia neuronal e presenca
de camada de células granulares subpial representa eventos intermediarios.
Heterotopia glioneuronal marginal, neurénios na camada molecular cortical e
neurdnios heterotdpicos na substancia branca refletem eventos gestacionais tardios.
Desorganizacao laminar cortical, caracteristica especifica de displasia cortical,
sugere uma falha do processo de desenvolvimento-evento tardio.

Em nossos resultados mostramos que os neurdnios NnNOS positivos sao

distribuidos de um modo esparso por todo o cortex displasico, embora tenha sido
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detectada uma marcacdo mais intensa nas camadas mais profundas e na substancia
branca. Sendo assim, o cortex displasico, caracterizado pela auséncia da
organizagdo laminar, mostra uma quantidade elevada de neuronios nNOS-IR em
toda a espessura do cortex, que poderiam estar influenciando diretamente na
producédo e concentragio elevada de NO e ion superoxido no meio. Alguns papeis
fisiopatoldgicos no sistema nervoso central estdo sendo atribuidos a atuacao do NO
no meio, incluindo distarbios relacionados ao desenvolvimento. Anormalidades nos
processos de desenvolvimento podem resultar em alteracdes da arquitetura cortical e
de propriedades eletrofisiolégicas (MISCHEL et al.,1995). A sintese de NO
conjuntamente com ion superoxido poderiam estar formando espécies reativas que
estariam interferindo na atuacdo das proteinas envolvidas em processos de
desenvolvimento. A presenga de neurdnios gigantes neurofilamento-positivos
mostrada em nossos resultados sugere que estes elementos celulares nao
completaram seu processo de diferenciacéo. Sua associacao com desorganizagao
da laminacdo cortical sugere que estes neurénios tenham sofrido disturbio migratorio.
Esta interpretacdo de nossos achados esta em acordo com o de SPREAFICO et al.
(1999). A natureza destas células é ambigua, uma vez que elas podem expressar
marcadores neuronais e gliais (COTTER et al, 1999; VINTERS et al., 1992)
indicando que eles séo parcialmente indiferenciados. Em nosso estudo estas células
foram GFAP-negativas. Entretanto, elas poderiam ser vimentina-positivas e GFAP-
negativas. Esta interpretagdo indica a pesquisa de reatividade para vimentina, um
marcador de células da linhagem glial que é expresso mais precocemente que

GFAP.
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A escassez de trabalhos que mostrem a distribuic@o de neurdnios e estruturas
do coértex cerebral que expressam nNOS-IR nos incentivou & pesquisar e mostrar,
por meio de resultados imunohistoquimicos, um padrdo de distribuicdo que nos
permita comparar com o padrdo de distribuicdo que foi encontrado nos casos com
displasia cortical. Embora MATSUMOTO et al. (1993) tenham sugerido o uso de
NADPH-diaphorase (NADPH-d) como um marcador para neurdnios NOS,
GONZALES-HERNANDEZ et al. (1996) mostraram n&o ser confiavel a utilizagdo de
NADPH-d, visto que esta reagéo é dependente do processo de fixacdo. Geralmente
é aceito que NADPH-d detecta enzima associada com moléculas NOS, mas a
marcacao de estruturas neuronais por esta técnica nao representa necessariamente
neurdnios positivos para nNOS. Muitas células positivas para a atividade NADPH-d
de fato carecem de nNOS. Esta reagédo pode ndo ser especifica o bastante como um
marcador positivo para neurénios nNOS-imunopositivos.

A distribuicdo de neurénios nNOS-imunopositivos no cértex cerebral humano
nao apresenta diferencas entre os hemisférios esquerdo e direito como mostrou
nossos resultados e como foi mostrado por EGBERONGBE ef al. (1994), além de ser
parecida com a distribuicdo da atividade da nNOS mostrada em ratos por BREDT et
al. (1990). Em nossos resultados ficou evidente a grande variabilidade de tipos
neuronais que expressam anticorpo anti-nNOS no neocoértex, contrastando com os
resultados obtidos por YEW et a/.(1999), que mostraram que a grande maioria dos
neurdnios NNOS imunopositivos era piramidais de tamanho grande. RAKIC (1988)
demonstrou que nos estagios mais tardios da corticogénese ha predominancia de

divisao assimétrica, o que foi confirmado por NOCTOR et al. (2001) que mostraram,
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em estagios tardios da corticogénese, que células gliais podem ser precursores de
neurdnios que irdo ocupar a placa cortical. Esta € uma hipdtese que poderia explicar
a grande variabilidade de neurdnios no neocértex. Ha também uma variacdo no
tamanho dos neurdnios relacionado com a camada que cada um ocupa no cortex
cerebral. Os neurdnios piramidais pequenos que expressam nNOS estéo localizados,
preferencialmente, na camada lll mas podem aparecer em outras camadas mais
profundas do cortex. Os neurdnios piramidais maiores nNOS imunopositivos foram
detectados nas camadas V e VI, e na transicdo entre as substancias branca e
cinzenta. Neurénios com marcagao Golgi-like multipolares e bipolares de tamanho
grande foram encontrados na substancia branca, e raramente em camadas da
substancia cinzenta. O nimero de neurdnios que expressam nNOS nos primeiros
anos de vida parece ser grande e pode estar relacionada com a importancia do NO
para os estagios finais de diferenciacdo celular (KALB e AGOSTINI, 1993; OHYU e
TAKASHIMA, 1998).

Além do NO que é produzido no cérebro através de uma reacao de oxidagao
que envolve a conversdo da L-arginina para L-citrulina catalisada pela enzima nNOS,
também pode ser formado o ion superdxido, dependendo da concentragéo de
tetrahidrobiopterina (BH4) no meio, e posteriormente peroxinitrito. O peroxinitrito € o
produto da reag&o entre o NO e o ion superdxido e induz uma série de modificacoes
oxidativas das proteinas (ISCHIROPOULOS et al., 1998). Esta propriedade da
enzima é consequéncia da sua natureza dimérica, onde as duas subunidades sao
capazes de atuar independentemente (GORREN ef al/.,1997). Normalmente, o

dimero da nNOS contém uma subunidade com BH4 acoplado ao sitio especifico de
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ligag&o e outra subunidade livre de BHa, provocado por uma diferenca na afinidade
entre os sitios de ligagdo para BHs. Somente em concentracdes altas de BHg
(superiores a 1uM) as duas subunidades poderdo ter BH, acoplado ao seu sitio de
ligag&o especifico e a nNOS promovera a biossintese do NO, com sintese minima do
ion superdxido (ANDREW e MAYER, 1999; KOTSONIS et al.,2000). Sendo assim,
nossos resultados imunohistoquimicos de neurénios que expressam nNOS no
neocortex cerebral humano ndo indicam que estes estardo sintetizando apenas NO,
mas que dependendo da concentragdo de BHs no meio poderiam estar sendo
sintetizadas quantidades variaveis de ion superoxido conjuntamente.

Os tecidos displasicos utilizados em nossos estudos estdo associados com
epilepsia severa em criangas e adultos, e relacionados com desordem da migracédo
neuronal. Podem ser pensados como resultantes de malformacées caracterizadas
por mal posicionamento e falha da diferenciacido de neurdnios da substancia
cinzenta cortical. Assumindo que a nNOS imunorreatividade detectada nos neurénios
das camadas mais profundas corresponda a forma cataliticamente ativa da enzima
nNOS, nés sugerimos que a liberagcdo do NO por estes neurdnios poderia ativar
neurénios alvo aditivamente, possivelmente via guanilato ciclase solGvel, provocando

uma hipersincronizacéo, e eventualmente disparando uma descarga epiléptica.
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Conclusées

VIl. Coclusodes

Demonstramos que a imunorreatividade da nNOS de cortex cerebral humano
fixado em formalina foi recuperada tratando-se as secgdes tissulares com solugdes
tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 e citrato de sédio 10 mM, pH 6.0 em férno de
microondas por 20 minutos. A maior intensidade de recuperagéo da antigenicidade
foi obtida com tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 que foi utilizado em todos os

experimentos imunohistoquimicos.

Nas heterotopias neuronais, neurénios nNOS imunopositivos estéo

distribuidos por todo o cortex heterotopico com aparente desorganizagao cortical.

Nas displasias corticais tipo Taylor, a nNOS imunorreatividade foi detectada

em toda a espessura do cortex cerebral, predominando nas camadas Ill e V.

Nas heteropias glio-neuronal marginal, poucos neurénios apresentaram nNOS

imunorreatividade na regido do bot&o glial.

O cortex cerebral humano normal, utilizado como controle, mostrou neurénios
nNOS imunopositivos nas camadas mais profundas da substancia cinzenta e na
substancia branca. Foi detectada uma grande variabilidade de tipos celulares nNOS-

IR. A camada | ndo apresentou neurénios nNOS-IR.
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Conclusées

Em ambos os cortices, displasico e normal, a nNOS-IR de corpos celulares
neuronais foi predominantemente citoplasmatica, embora alguns neurénios

apresentassem marcacao nuclear.

Um grande ndmero de fibras com varicosidades nNOS-IR foi detectada por

toda a espessura dos cortices displasico e normal, orientadas em varios sentidos.
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Figuras

Figura 1.Recuperacdo da imunorreatividade de nNOS em secgdes de neocoértex humano.
Secgbes de cortex cerebral foram incubadas com o anticorpo anti-nNOS. A recuperacdo da
antigenicidade foi obtida em seccdes tratadas com microondas por 20 minutos em tampao Tris-HCI 50
mM pH 9.5 (A) e citrato de s6dio 10 mM pH 6.0 (C), mas ndo em secgoes incubadas em tampao Tris-
HCI 50 mM pH 9.5 sem tratamento com microondas (B). D, controle negativo onde foi omitida a
incubagdo com o anticorpo primario. A intensidade de marcacao mais forte foi obtida em tampao Tris-
HCI 50 mM pH 9.5. Aumento original A, B, C e D 33x.
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Figuras

Figura 2. Especificidade do anticorpo anti-nNOS (Transduction) utilizando imunoblot. Imunoblot
demonstrando a especificidade do anticorpo anti-nNOS, visualizando uma banda na altura de 160 kDa
(seta) correspondente ao peso molecular da nNOS e bandas de menor peso molecular. Raias 1 a 4
foram aplicadas amostras de cértex frontal, raias 5 a 8 foram aplicadas amostras de cértex parietal,
raias 9 a 12 foram aplicadas amostras de cértex temporal e raias 13 a 16 foram aplicadas amostras de
cortex occipital dos casos da tabela 3 respectivamente. +, controle positivo da nNOS. —, controle
negativo da nNOS onde foi omitida a incubagdo com o anticorpo primério anti-nNOS.
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Figuras

Figura 3. Heterotopia Neuronal, “sindrome do cértex duplo”. A, cértex occipital mostrando uma
heterotopia neuronal em banda, conhecida como “sindrome do cértex duplo”. Notar o aspecto “em
virgula® da heterotopia; a area delimitada foi utilizada para as reagbes imunohistoquimicas. B,
coloracdo por HE mostrando neurdnios heterotépicos e aparente desorganizacdo da laminagéo

cortical. Barra 50 um. GM: substancia cinzenta; WM: substancia branca.
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Figuras

Figura 4. Caracterizagdo imunohistoquimica da heterotopia neuronal em banda em cortex
humano. A e B, secgdo de tecido correspondente & area delimitada na Figura 3 A incubada com
anticorpo anti- nNOS. Notar neurénios com citoplasma e niicleo fortemente marcados e também fibras
com varicosidades marcadas. O cortex isotépico apresenta uma aparente desorganizacdo da
laminacdo cortical. C, sec¢édo controle onde foi omitida a incubacdo com o anticorpo primario. Barra B
e C 50 um, A 30 pm.
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Figuras

Figura 5.Caracterizagdo imunohistoquimica da heterotopia neuronal em banda em cdrtex
humano. A e B, secgdes de tecido incubadas com anticorpo anti-GFAP mostrando a marcagdo de
grande ndmero de fibras (A) e também de astrécitos (B) no cortex heterotdpico. C e D, secgbes de
tecido incubadas com anticorpo anti-neurofilamento, notar a marcacdo intensa de fibras na substancia
branca (C) e os feixes entre o cortex heterotdpico e o cortex adjacente (D). Barra 50 um.

90



G einbi4




Figuras

Figura 6. Heterotopia Neuronal. A, macroscopia do cértex occipital mostra uma heterotopia em
banda extensa. B, seccdo corada com HE onde é visualizada a septacdo da regido heterotopica. C,
nota-se agregados de neurdnios heterotdpicos na substancia branca.Barra B 100 pum e C 50 um. GM:

substancia cinzenta; WM: substancia branca.
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Figuras

Figura 7.Heterotopia Neuronal. A, macroscopia do cértex frontal ilustrando a regido da heterotopia
neuronal B, heterotopia neuronal, com presenca de nodulos heterotdpicos subependimarios. Notar o

alinhamento de neur6nios na substancia branca. Barra 50 um.
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Figuras

Figura 8.Displasia Cortical Focal tipo Taylor. Seccoes de tecido coradas pelo método HE
mostrando a desorganizacdo da laminagdo cortical ( A ) e presenca de neurbnios grandes
citomegalicos, inclusive “dark neurons” ( C ) e “baloon cell” ( B ). Barra A 100 um, B e C 50 Lm.

96



£

7
wilt
e
(1

97



Figuras

Figura 9. Displasia Cortical Focal tipo Taylor. Seccdes de tecido incubadas com anticorpo anti-
nNOS. A, intensa expressdo de nNOS IR em fibras varicosas em toda espessura cortical,
especialmente na camada molecular. B, nNOS IR em neurénios de tamanho pequeno e médio por
toda a espessura cortical, predominando nas camadas Ill ( C ) e V (.D ). Notar a presenca de
dendritos com comprimento maior que 400 um ( C, setas) orientados em direcdo a I[dmina | Neurénios
no limite entre as substancias branca e cinzenta também apresentaram nNOS IR (D). Barra A 100
um; B, Ce D 50 um,
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Figuras

Figura 10. Displasia Cortical Focal tipo Taylor. A, seccdo de tecido incubada com anticorpo anti-
neurofilamento mostrando neurénios grandes fortemente marcados na regido dos “dark neurons’. B,

seccao de tecido incubada com anticorpo anti-GFAP marcando astrécitos e fibras gliais. Barra 30um.
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Figuras

Figura 11.Heterotopia Glio-Neuronal Marginal, regido do botdo glial. A, sec¢do de tecido corada
com HE. B e C sec¢éo de tecido incubada com anticorpo anti-nNOS mostra a marcagdo de poucos
neurdnios, mas de tipos diferentes (C). D e E, seccdes de tecido com fibras positivas para anticorpos
anti-neurofilamento (D) e anti-GFAP (E). F, controle negativo onde foi omitida a incubacdo com

anticorpo primario. Barra 30um.
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Figuras

Figura 12.Heterotopia Glio-Neuronal Marginal, regido préxima do botio glial. A, seccgdo de tecido
corada com HE. B, controle negativo onde foi omitida a incubacdo com anticorpo primario. C, secgéo
de tecido incubada com anticorpo anti-neurofilamento mostra a marcacédo de fibras. D, algumas

células com aspecto semelhante a neurdnios sdo GFAP IR.Barra 30um.
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Figuras

Figura 13. Sec¢des de tecido do neocértex cerebral humano coradas com HE. A-F sequéncia de
fotos desde a camada molecular em direcdo & substancia branca, mostrando a estrutura laminar do
neocortex cerebral e os tipos celulares presentes. Seta, cabeca de seta, asterisco e cruz indicam

areas correspondentes entre os painéis. Barra 50 pm.
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Figuras

Figura 14. Secgdes de tecido do neocértex cerebral humano imunomarcadas com anticorpo
anti-nNOS. A-F sequéncia de fotos desde a camada molecular em direcdo a substancia branca,
mostrando o padrdo de distribuicdo de neurénios e estruturas nNOS-IR em todas as camadas do
neocdrtex cerebral. Seta, cabeca de seta, asterisco e cruz indicam &reas correspondentes entre os

painéis. Barra 20 um.
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Figuras

Figura 15. SecgOes de tecido do neocoértex cerebral mostrando os tipos celulares diferentes
que apresentam nNOS-IR. A mostra uma célula (cabeca de seta pequena) com aspecto de neurénio
piramidal na camada Il do neocértex com processo marcado positivamente. B apresenta um neurdnio
piramidal (seta grande) grande com processo marcado positivamente na camada V do neocértex. C
neurdnios bipolares (setas pequenas) com processos marcados positivamente e D neurdnio multipolar
(cabeca de seta grande) com processos marcados positivamente que se apresentam nas camadas
mais profundas do neocértex (llI-Vl). E neur6nio gliaforme com processos marcados positivamente na
transicdo substancia branca/cinzenta e F neurénio com marcacdo Golgi-like na substancia branca e

com processos marcados positivamente. Barra A, B, D, E e F 10 um; C 50 wm.
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Figuras

Figura 16. Neurénios nNOS-IR em secg¢des de tecido do neocoértex cerebral humano. A mostra
um neurdnio (cabeca de seta) com marcacdo restrita ao citoplasma celular, enquanto B mostra
neurbnios com predominio de marcagdo no nicleo (asterisco), mas com marcacdo do citoplasma
(cruz). € mostra, com maior aumento, neurénio (seta) com marcagdo de ambos nticleo e citoplasma,

com maior intensidade na regido perinuclear. Barra A e B 20 um; C 10 um.
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Figuras

Figura 17. Fibras nNOS-IR em secg¢des de tecido do neocértex cerebral. A mostra a presenca de
fibras orientadas paralelamente & superficie pial na camada molecular (seta), além de fibras
orientadas em sentidos diversos nas camadas mais profundas a camada molecular (cabeca de seta).
B apresenta fibras marcadas positivamente na transicdo substancia branca/cinzenta (cabeca de seta).
C mostra um maior aumento onde ha fibras marcadas positivamente na substincia cinzenta do

neocortex; notar fibra (setas) de aproximadamente 400 um atravessando as camadas corticais em

direcdo a superficie pial. Barra 50 um.
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Summary

X. Summary

Nitric oxide (NO) is a diffusible and reactive molecular messenger in the
nervous, vascular and immune systems. NO is not stored, but rather synthesized on
demand from the amino acid L-arginine by a family of isoenzymes, the nitric oxide
synthases (NOS). NO is a mediator of many physiological roles. In the brain, NO acts
as a neurotransmitter/neuromodulator and regulate many cerebral functions. NO also
plays patophysiological roles such as in epilepsy and some neurodegenerative
diseases.

The heading of cortical dysplasia groups heterogenous disorders of
development often associated with epilepsy. Some neocortical dysplasias are
considered disorders of neuronal migration, which have variously been classified
regarding their morfology or putative etiology.

We describe here cytoarchitetonic alterations in displatic tissue from patients
affected by pharmacologically resistant epilepsy, which were obtained at surgery for
epilepsy. This study shows the distribution of nNOS immunoreactivity-like structures
in displastic and normal neocortex. Normal cortex was obtained from patients without
history of neurologic disease and evidence of neuropathologic changes.

In the displastic cortex, cortical laminar disorganization was found in all cases.
The strongest nNOS immunoreactivity was detected in the cytoplasm and nucleus of
neurons in the deepest cortical layers and in the white matter. The normal cortex
showed nNOS immunoreactivity predominantly in neurons of layers Il e V. Varicose

fibers were detected throughout both the normal and displastic cortex.
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Summary

Assuming that the nNOS immunoreactivity in the deepest cortical neurons of
displastic neocortex corresponds to a catalytically active form of the enzyme, we
suggest that the release of NO by them might additively activate target neurons,
possibly via soluble guanylate cyclase, thereby leading to their hypersynchronization,

and eventually triggering an epileptic discharge.
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