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RESUMO

Expressdo da sintase neuronal do éxido nitrico na displasia cortical focal
tipo Taylor.

Displasias corticais focais (FCDs) séo caracterizadas por uma desorganizacdo focal da
estrutura normal do cortex cerebral, as quais sdo malformacg6es causadas por anormalidades
no desenvolvimento cortical (MCDs). FCD Ilb ou displasia cortical focal tipo Taylor,
estudada nesse trabalho, se caracteriza pela desorganizagdo das camadas corticais e pela
presenca de Balloon cells (BCs) e neurdnios dismorficos (DNs). Tais anormalidades séo
encontradas em pacientes com epilepsia resistentes ao tratamento medicamentoso, resultando
no aumento do nimero de pacientes candidatos ao tratamento cirdrgico. A epileptogenicidade
nas FCDs tem sido descrita como um desequilibrio entre o balanco excitacdo-inibi¢do. As
propriedades do éxido nitrico (NO) tornam-no um candidato em potencial para participar do
balanco excitacdo-inibicdo. O NO é um géas difusivel, radical livre hidrofébico que pode
permear membranas celulares. A avaliacdo de cada paciente incluiu histéria clinica detalhada
e exames neurologicos, tais como: eletroencefalograma (EEG) interictal/ictal, monitoramento
interictal/ictal por video-EEG, extensa bateria de testes neuropsicoldgicos e registros corticais
intra-operatorios. Os cortices provenientes do processo cirirgico foram estudados usando
rotinas de coloracdo (H&E, cresil de violeta e impregnacdo por prata pelo método de
Bielschowsky). A expressdo de o¢xido nitrico sintase neuronal (nNOS), marcador de
neurofilamento pan-neuronal (SMI311), proteina acidica fibrilar glial (GFAP), foi detectada
utilizando anticorpos especificos através de técnicas de imunohistoquimica. Foram estudados
23 pacientes com FCD llb. As lesdes epileptogénicas nos pacientes FCD foram amplamente
distribuidas nas diversas regides corticais. Displasia cortical, BCs e DNs foram encontrados
em todos os 23 pacientes estudados. Neur6nios hipertroficos (HNs), DNs, e BCs expressaram
nNOS com intensidade variavel. Célula bipolar, multipolar e inter neurénios sem nome
especifico foram observados com imunomarcagdo positiva para NNOS. Longos processos
varicosos foram observados em todos os casos de FCD I1b. Em alguns casos com intensidade
variada, a expressdo de nNOS em nulcleos ocorreu aparentemente na maioria dos tipos
neuronais. A marcacdo de ambos, citoplasma e nucleos, em balloon cells foi variavel. A
expressao de nNNOS em diferentes tipos de células e estruturas celulares do neocértex com
displasia cortical focal Ilb, representa uma primeira abordagem para a identificacdo de uma
base celular para compreender o envolvimento de nNOS na patogénese das crises epilépticas
nesta doenca.

Palavras-chave: Displasia cortical focal tipo Ilb, 6xido nitrico sintase neuronal, neurdnios
dismorficos, balloon cells, epilepsia.



ABSTRACT

Expression of neuronal nitric oxide synthase in Taylor’s dysplasia.

Focal cortical dysplasias (FCDs) are characterized by a focal disorganization of the normal
structure of the cerebral cortex, which has been ascribed to malformations of cortical
development (MCD). Focal cortical dysplasia type Ilb or Taylor type, studied here, is
characterized by the loss of cortical organization, dysmorphic neurons (DNs) and balloon
cells (BCs). Patients with the disturbance presented drug-resistant epilepsy that underwent
surgical resection of the epileptogenic region for the treatment of epilepsy. Epileptogenicity in
FCD has usually been ascribed to a disturbance(s) of the excitation-inhibition balance. The
properties of nitric oxide (NO) make it a putative candidate to participate in excitation-
inhibition balance. NO is a hydrophobic, freely diffusible radical gas that can permeate cell
membranes. Patients evaluation included a detailed history and neurologic examination,
interictal-ictal scalp EEG, interictal/ictal video-EEG monitoring, an extensive
neuropsychological test battery and intra-operative cortical recording. The resected cortexes
were studied using routine stains (H&E, cresyl violet and silver impregnation by the
Bielschowsky method. Neuronal NOS (nNOS), pan-neuronal neurofilament marker (SM1311)
and glial fibrillary acidic protein (GFAP) expressions were detected using specific antibodies
in immunohistochemistry. We studied 23 patients presenting FCD Ilb. The epileptogenic
lesions in FCD patients were widely distributed over diverse cortical regions. Cortical
dysplasia, BCs and DNs were found in all twenty-three patients. Hypertrophic, and
dysmorphic neurons, and balloon cells expressed nNOS with variable intensity. Bipolar,
multipolar or unnamed interneurons were found to stain for nNOS. Long varicose processes
were observed in all FCD llb cases. In some cases there was a variable intensity, nuclear
expression of nNOS, apparently in most neuron types. Staining of both cytoplasm and nucleus
of BCs was variable. The expression nNOS in different cell types and cellular structures of
neocortex were detected in patient with focal cortical dysplasia Ilb.

Keywords: Focal cortical dysplasia type Ilb, neuronal nitric oxide synthase, dysmorphic
neurons, balloon cells, epilepsy.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento do cortex cerebral ocorre através de um programa
coordenado de eventos celulares, incluindo divisdo celular, migracdo, diferenciacdo e
morte celular programada (Hannan et al, 1999). O modelo da unidade radial descrito por
Rakic, 1988, fornece uma ferramenta para a compreensdo do desenvolvimento cortical. A
regulacdo epigenética das areas citoarquitetonicas € uma entrada para o entendimento de
certas desordens corticais em humanos. O neocortex adulto é constituido de neurdnios e
células gliais.

Os neuroblastos sdo gerados a partir de uma populacdo de células tronco
neurais que estdo presentes antes da neurogénese na zona ventricular (VZ). Essas células
dividem — se simetricamente gerando mais células, algumas se diferenciam em glia radial,
uma célula com o processo apical dirigido radialmente a superficie pial. Essa célula tem
como func¢do orientar a migracdo do neuroblasto até seu destino final que é determinado
pelo seu programa genético (Rakic, 2007). O neuroblasto também pode ser gerado por
precursores neurais presentes na VZ e Subventricular (SVZ), que constituem a matriz
germinativa. As células progenitoras neurais podem, por divisdo assimétrica gerar
neuroblasto e glia radial. As células resultantes da divisdo assimétrica da glia radial
podem ser neurbnios que irdo formar o cortex cerebral ou progenitores neuronais com
processos curtos que habitam as VZ e SVZ e produzirdo todos os neurbnios de projecao e
interneurdnios.

A glia radial estende seu cabo da superficie ventricular até a superficie pial
pelo qual o neuroblasto pds-mitético migra intimamente ligado a fibras da glia radial,
passando da zona intermediaria até a placa cortical, onde o neuroblasto termina sua
migracdo em uma das seis camadas que formam o neocdrtex e se diferencia em algum tipo
de neurdnio especifico daquela camada (Rakic, 1995; 2007).

Além da migracdo radial, outra forma de migragdo tem sido descrita durante o
desenvolvimento neural, denominada migracdo tangencial, que é caracterizada por
deslocamento neuronal paralelamente a superficie pial e perpendicularmente as fibras da
glia radial. Este tipo de migracdo ¢ comum no bulbo olfativo. Os neuroblatos, por sua vez,
migram através de uma via denominada fluxo migratorio rostral (RMS), em cadeia atraves

de taneis gliais e se diferenciam em neurdnios no bulbo olfativo. A segunda regido onde
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existe neurogénese no cérebro adulto é no hipocampo, onde os neuroblastos gerados
migram a curtas distancias e se integram ao giro denteado (Lois et al., 1996).

A migracédo neuronal é uma etapa do desenvolvimento do SNC antecipada por
um periodo onde ocorre intensa proliferacdo neuronal e um periodo posterior de
crescimento de axonios e dendritos. Os neurdnios gerados ao fim do desenvolvimento
cortical passam por outros que foram gerados antecipadamente, o que possibilita a
comunicacgdo entre os neurénios formados nos estagios anteriores estabelecendo conexdes
sinapticas definidas. Assim a formacdo cortical é estabelecida por neurdnios que sdo
gerados no inicio do desenvolvimento, constituindo as primeiras camadas corticais e 0sS
gerados tardiamente, que formam as camadas superficiais. O coértex ao fim do
desenvolvimento é formado por seis camadas corticais com neurdnios especificos, que
estabelecem conexdes sinapticas (Rakic, 1988, 1990).

AlteracOes durante a formacdo cortical levam a malformacdes causadas por
anormalidades no desenvolvimento cortical, conhecidas como displasias corticais, estdo
relacionadas a desordens na migracdo neuronal, proliferacdo e diferenciacdo. Tais
anormalidades sdo encontradas em pacientes com epilepsia resistentes ao tratamento
medicamentoso, resultando no aumento do nimero de pacientes candidatos ao tratamento
cirargico (Kuzniecky et al., 1991). Malformagdes do neocdrtex humano estdo presentes
em > 1% da populacdo em geral e em 20 — 40% das epilepsias intrataveis (Hardiman et
al., 1988; Farrell et al., 1992).

Durante o desenvolvimento cortical a sequéncia ordenada e espacial de
eventos é necessaria para migracdo neuronal e formacdo cortical. Ambos 0s mecanismos
genéticos e ambientais estdo envolvidos na corticogénese (Bentivoglio et al., 2003).
Proliferacdo celular, migracdo, diferenciagdo, maturacdo, bem como morte celular
programada representam eventos fundamentais envolvidos no desenvolvimento normal do
cortex cerebral. Distlrbios nesses processos podem levar a alteragdes severas, causando
malformacbes e interrupcio da estrutura cortical. E sugerido que pelo menos trés
principais mecanismos estejam envolvidos nas MCDs: anormalidades na diferenciacao e
proliferacdo neuronal e glial; anormalidades na migracdo de neuroblastos (neurbnios
imaturos) e anormalidades na organizacdo cortical (Palmini 2000). Estas malformacGes
caracterizam-se por alteracdes na organizacao do cortex cerebral e sdo acompanhadas por
anormalidades na arquitetura e citoarquitetura cortical; as células anormais séo
principalmente neurdnios dismérficos (NDs), citomegalicos e balloon cells (BCs)
(Palmini et al., 2004).
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A displasia cortical focal (FCD) foi identificada primeiramente como uma
entidade neuropatolégica em 1971 por Taylor e colaboradores apds relatarem
anormalidade na laminacdo cortical e morfologia celular anormal em tecidos cerebrais a
partir de resseccdes terapéuticas (Taylor et al., 1971). Técnicas de alta resolucdo de
imagem, particularmente por ressondncia magnética possibilitam o diagndstico das
displasias corticais focais (FCDs) in vivo e fornecem correlagdes entre imagens e
resultados eletroclinicos desses pacientes que apresentam malformacdes e crises
epilépticas (Palmini et al., 1994).

Ao longo dos anos, diferentes sistemas de classificacdo para FCDs foram
propostos. Barkovitch e colaboradores (1996) propuseram um esquema de classificagdo
baseado em aspectos embrioldgicos, anatdmicos e histopatologicos. Anos apos, Palmini e
colaboradores (2004) dividiram as FCDs em dois tipos principais: as FCDs tipo I,
caracterizadas pela perda do padrdo laminar do cértex, sem a presenca de células
anormais, ou seja, de NDs ou BCS, células muito grandes, com citoplasma intensamente
eosinofilico, e as FCDs tipo Il, caracterizadas pela presenca destas células anormais, NDs
ou BCs, que se associam também a perda da laminacéo cortical. De forma mais detalhada,
as FCDs tipo Il subdividem-se em dois subtipos: no subtipo IlA as células anormais séo
NDs, enquanto no subtipo 1B, além destes NDs encontra-se também BCs. (Palmini et al.,
2004).

FCD do tipo Il é uma das displasias mais encontradas em tecidos cirdrgicos de
pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento medicamentoso, ocorrendo em cerca de
20 — 25% dos pacientes que apresentam crises epilépticas (Fauser et al., 2006; Tassi et al.,
2002). Os dados sugerem que os individuos com FCD tipo Il apresentam inicio das crises
com idade mais jovem e maior frequéncia de crises quando comparadas aos pacientes
diagnosticados com FCD do Tipo I (Palmini et al., 2004; Fauser et al., 2006).

Em 2011, Blumcke e colaboradores, apos analises de diversos trabalhos
publicados na literatura propuseram um novo sistema de classificacdo para as FCDs. A
maior alteracdo proposta por esse grupo, quando comparada com a classificacdo proposta
por Palmini em 2004, foi a adicdo de um novo tipo de displasia cortical, denominada Tipo
I11, que ocorre em combinacdo com outra patologia.

De acordo com a nova classificacdo a FCD tipo | € uma malformacao das
camadas corticais com comprometimento da migracdo radial (neurdnios alinhados em
uma direcdo vertical) e maturagdo de neurdnios (FCD tipo IA) ou na migracdo tangencial

do neocértex (FCD tipo IB). A combinacdo de ambas as variantes é classificada como
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FCD Tipo IC. Na FCD tipo Il1A ocorre perda da organizagéo cortical e presenca de NDs
que apresentam nucleo e corpo celular aumentado, substancia de Nissl distribuida
anormalmente e acumulo de proteinas de neurofilamentos. N&o existe presenca de BCs e
isto pode ser confirmado por imunohistoquimica. A discriminacao das camadas corticais €
quase sempre impossivel com excecdo da primeira camada; NDs podem ser localizados
dentro da substancia branca (Blumcke et al., 2011). Na FCD tipo IIB existe perda da
laminacdo cortical com presenca de NDs e BCs. Outras anormalidades sdo encontradas,
como a presenca de neurdnios heterotopicos (NHs) na primeira camada ou na substancia
branca. BCs séo células que apresentam mdaltiplos nucleos. Séo visualizadas por todo o
cortex, incluindo a primeira camada, assim como na substancia branca.

Pesquisas citoldgicas focam na possibilidade das BCs serem células ainda
imaturas: seus filamentos intermediarios mostram expressdo preferencial por vimentina,
nestina e GFAP - proteina acidica fibrilar glial- e ainda sdo GFAP positivas para astrocitos
maduros (Lamparello et al.,, 2007; Martinian et al., 2009). Em alguns casos BCs
expressam imunomarcacdo para CD133 e CD34 que sdo marcadores de células
precursoras (Ying et al., 2005; Fauser et al., 2004). As propriedades alteradas de tipos de
células anormais podem fornecer algumas pistas sobre o motivo por FCDs serem
epileptogénicas.

Displasia cortical focal tipo Il refere-se a anormalidades de laminacao
corticais associadas a uma lesdo principal. Quatro variantes foram descritas: FCD Tipo
I11A, associada a esclerose hipocampal; FCD tipo 1IB, associada a tumores; FDC tipo
I1IC, associada a malformacdes vasculares e FCD tipo 111D, associada a qualquer outra
lesdo adquirida durante a vida (exemplos: lesdo traumatica, lesdo isquémica ou encefalite)
(Blumcke et al., 2011).

As células do cortex exibem um equilibrio entre a excitagdo e inibicéo e tal
relacdo entre condutancias inibitorias e excitatorias levam a uma perda deste equilibrio
que favorece a excitagdo podendo gerar uma crise epiléptica. Estudos tém demonstrado
que 0 NO desempenha um papel na manutencdo do balanco excitacdo/inibigdo no cortex
visual (Hardingham et al., 2013).

O envolvimento funcional do 6xido nitrico na génese e duracdo das crises €
largamente investigado por anos. Porém, a elucidacdo desses processos ainda permanece
desconhecida. Diante do exposto, algumas patologias nas quais ocorrem malformacoes
causadas por anormalidades no desenvolvimento cortical (MCD), cujo principal sintoma é

a epilepsia, os mecanismos envolvidos na geracao das crises aguarda elucidacéo.
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Umas das principais funcbes fisiologicas do Oxido nitrico (NO) foi
incialmente demonstrada no relaxamento do mdusculo liso, mostrando que o fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF) formado em células endoteliais era 0 NO
(Furchoot e Zawadzki, 1984). Desde entdo, estudos evidenciaram que o NO € um
importante mensageiro celular que atua em diversos processos fisiologicos, incluindo
transmissdo neuronal, regulagdo do tbénus vascular, modulacdo imunoldgica e
inflamatdria, apoptose, proliferacdo e diferenciacdo celular (Dimmeler e Zeiher, 1997;
Madhusoodanan e Murad, 2007).

A molécula do NO é formada a partir de trés isoformas de éxido nitrico
sintases, (NOS), codificadas por genes separados. As constitutivas, isoformas ativadas
pelo complexo célcio/calmodulina sdo denominadas Oxido nitrico sintase neuronal,
(nNOS), e oxido nitrico sintase endotelial, (eNOS). A terceira isoforma, 6xido nitrico
induzivel (iNOS), € uma enzima ativada de maneira independente de célcio (Griffith e
Stuehr, 1995). A (figura 1) mostra a estrutura e mecanismo funcional da nNOS.

A P+ clase Lomains  <Saopp+(@ B

CNADP >+ (H"
NADPH>

Monomer 1

Figura 1: Estrutura e o mecanismo funcional da nNOS. Todas as isoformas utilizam L-
arginina e oxigénio molecular como substrato e nicotinamina-adenina-dinucleotideo fosfato
(NADPH) como co-substrato. Flavina adenina dinucleotideo (FAD), Flavina
mononucleotideo (FMN) e 6R — 5,6,7,8 tetrahidr-L-biopterina (BH4) sdo cofatores de todas
as isoformas (Crane, 1998; Alderton, 2001). A nNOS possui dois dominios oxigenase e dois
redutase (A). Ambos os dominios permitem a ligacdo de calmodulina na presenca de calcio, o
qual e ativado para a enzima torna-se cataliticamente ativa formando um dimero. A presenga
do grupo heme é importante para transferéncia de elétrons entre os dimeros. A sintese de NO
ocorre através de dois mecanismos: primeiramente a nNOS hidroxila L-arginina a N-hidroxi-
L-arginina e em seguida ocorre oxidacdo de N-hidroxi-L-arginina a L-citrulina e NO (B)
(Noble et al., 1999).
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A principal via de sinalizagao fisioldgica do NO ocorre através da ativacéo de
receptores de guanilil ciclase solivel (sGC) e a geracdo de monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP), (Furchgoot et al., 1984; Forstermann et al., 1986). Existem dois
subtipos de receptores de sGC - alP1 ¢ a2p1- com expressao regional complexa, como
por exemplo o receptor a2f31 que esta presente em altos niveis no cérebro e tem sido
mostrado que a subunidade a2 estd ligada a membrana celular através de proteina de
densidade pdés-sinaptica (PSD95), o que sugere uma localizacdo pds-sinaptica (Gibb e
Garthwaite, 2001).

A NOS endotelial € expressa em células endoteliais, e é conhecida por sua
participagdo na regulacdo do fluxo sanguineo. E um regulador homeostatico de inlimeras
funcbes cardiovasculares (Garthwaite et al., 2006). O 6xido nitrico derivado da eNOS
dilata todos os tipos de vasos sanguineos por estimulacdo da sGC e aumento de cGMP
em células do masculo liso (Rapoport 1983; Forstermann et al., 1986).

A isoforma induzivel ndo é normalmente expressa em células, mas sua
expressao pode ser induzida por varios tipos celulares em resposta a lipopolissacarideos,
citocinas ou outros agentes. A iINOS gera uma grande quantidade de NO que tem efeitos
citostaticos em células-alvo parasitarias, contribuindo para a fisiopatologia de doencas
inflamatorias e choque séptico (Forstermann e Sessa, 2012). Também participa da
resposta imune, sendo tipicamente formadas em macréfagos e neutréfilos, incluindo a
microglia no sistema nervoso central (MacMicking et al., 1997).

Existem cinco isoformas de nNOS. Dentre elas, as isoformas nNOS-a, nNOS-
B e nNOS-|, sdo as principais isoformas relacionadas a producdo de NO no cérebro; as
isoformas NNOS-f e nNOS-y sdo encontradas no citoplasma. A isoforma nNOS-2 € uma
variante encontrada em camundongos e é considerada inativa pela falta de um grupo
amino, o qual é importante para a ligacdo da L-arginina na isoforma nNOS-a (Luo e Zhu,
2011).

A nNOS esta presente no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso
periférico (SNP), em neurénios, células epiteliais, macula densa do rim, medula adrenal,
musculo esquelético, 6rgdo sexual masculino, células p pancreaticas, dentre outras regides
(Forstermann et al., 1994).

Martins e colaboradores, em 2011, demonstraram por imunohistoquimica a
localizagdo de isoformas de NOS. Foi observada a imunorreatividade para nNOS no
cortex cerebelar humano. A expressdao de iINOS em células inflamatérias de pulmao

humano com tuberculose e expressdo de eNOS em glomérulos, arteriolas glomerulares
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aferentes e eferentes em rim de rato. A analise da distribuicdo de nNOS no cérebro
humano mostrou que no cdrtex cerebral os corpos das células neuronais exibiram
imunorreatividade para nNOS ao longo de todo o coOrtex, com maior marcacdo de
neurdnios em suas Ultimas camadas. Contudo, a maior densidade de células positivas no
cortex foi observada na juncéo entre a substéncia cinzenta e branca (Egberongbe et al.,
1994; Ohyu e Takashima, 1998). Evidéncia atual sugere que nNOS est& localizada em
dois compartimentos neuronais diferentes: no citoplasma de uma pequena subpopulacao
de células GABAérgicas e em uma grande populacdo de neurdnios excitatorios no cortex
e no hipocampo (Hardingham et al., 2013).

A maior parte da acdo de NO no sistema nervoso esté associada a ativagdo do
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Dawson et al,. 1993; Schuman e Madison,
1994). A associacdo fisica do nNOS ao receptor de NMDA com a proteina (PSD-95)
através de seus dominios PDZ ajudam a explicar a ligacdo preferencial aos receptores de
NMDA e a produgédo de NO (Brenman et al., 1996; Garthwaite et al., 1988). No SNC o
glutamato estd envolvido com a neurotransmissao excitatdria, exercendo acdo sobre uma
variedade de receptores de membrana, incluindo receptores de glutamato ionotrépicos. A
ligacdo do glutamato é essencial para mediar plasticidade neuronal, pois é capaz de
converter padrbes especificos de atividade neuronal em alteragdes sinépticas como
potenciacao de longo prazo (LTP), fendmeno envolvido com fun¢des cognitivas. A LTP é
um aumento prolongado da magnitude da resposta sinaptica de um neurénio, quando o
neurdnio pré-sindptico é estimulado por uma corrente de alta frequéncia. Este € um
fendmeno tipico de sinapses excitatérias glutamatérgicas que ja foi demonstrado em
diferentes regides do SNC, tais como, cortex cerebral (Bear e Kivkwood, 1993; Katz e
Shatz, 1996). Esse fendmeno é melhor ilustrado na (figura 2), ( Lent, 2010).
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Figura 2. O mecanismo molecular da LTP envolve trés receptores glutamatérgicos. O
primeiro a ser ativado € o receptor ndo NMDA, que permite a entrada de célcio e
consequentemente, despolariazam a membrana sinaptica. A despolarizacdo resulta em
remogéo do fon Mg™™ do receptor NMDA, e consequentemente, mais cations atravessam
a membrana, acentuando a despolarizacdo. O terceiro receptor, metabotrépico, ativa uma
cadeia de reagOes intracelulares que acabam por liberar ions Ca*™ para o citosol. O efeito
despolarizante prolonga-se ainda mais com a ativacdo da nNOS, produtor do Oxido
nitrico, que por sua vez, atravessa livremente as membranas e facilita a liberacdo de mais
glutamato pelo terminal pré-sinaptico. Modificado de Lent (2010).

Aoki e colaboradores (1997) mostraram que a nNOS e a subunidade dos
receptores NMDA funcionais co-existem em espinhas dendriticas e terminais do cortex
visual de ratos adultos. Esses resultados sugerem que uma possivel geracdo de NO possa
ser temporariamente coordenada pela transmissdo sinaptica glutamatérgica. No entanto, o
NO pode modular outros tipos de neurotransmissdo. Estudos indicam que a liberacédo de
neurotransmissores monoaminergicos dentro de uma area do cérebro possa ser regulada
pelo NO (Kiss e Vizi, 2001).

Receptores de NMDA provavelmente desempenhem um importante papel na
epileptogénese, principalmente devido & sua permeabilidade ao Ca*™. Estudos mostraram
uma associacdo no aumento da expressdo de NMDA e sua subunidade NR2B em cortex
displasico epiléptico (Crino et al., 2001; Najm et al., 2000).

No sistema nervoso central, o 6xido nitrico é um possivel mensageiro
molecular que modula a fungdo neural (Brenman e Bredt, 1997). Est4 envolvido em uma

variedade de funcdes, incluindo controle da plasticidade sinaptica e sinalizacdo sensorial
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(Leite et al., 2002). Estudos sugerem que NO atue como um mensageiro retrogrado entre
elementos pré-sinapticos em uma variedade de sinapses excitatdrias (Garthwaite, 2008).

Estudos anteriores com doadores de NO e inibidores da (NOS) revelaram que
este gas estd certamente envolvido com a regulacdo da excitabilidade neural, potenciacéo
e depressdo em longo prazo e processamento de memoria (Babbedge et al., 1993;
Borowicz et al., 2000).

Tém sido proposto mecanismos de regulacéo da atividade de nNOS. Um dos
mecanismos estd baseado na ligacdo do PIN (Proteina inibidora de nNOS) que
desestabiliza o dimero de nNOS (Jaffrey e Snyder, 1996). Apo6s indugdo de isquemia
cerebral global foi observado um aumento rapido na expressdo de PIN em neur6nios
piramidais presentes na regido CA3 do hipocampo e células granulares do giro dentado,
sugerindo que a inducdo na expressdo de PIN neutralize o aumento da atividade de nNOS
protegendo os neurdnios dos danos causados pelo excesso de liberagcdo de NO (Gillardon,
et al. 1998). Chang e colaboradores (2000) forneceram evidéncias de um mecanismo
regulatério ligado a ciclooxigenase (COX), no qual COX-2 estimula PIN, que
consequentemente inibe morte celular programada por prevenir 0 aumento na atividade de
nNOS.
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2. OBJETIVOS
Investigar a expressdo imuno-histoquimica de nNOS no cortex cerebral dos
pacientes tratados cirurgicamente que apresentam displasia cortical focal tipo b ou tipo

Taylor, como uma primeira abordagem para estudos quantitativos.

Analisar o padréo de distribuicdo de neurdnios imunorreativos para nNOS.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Acido Cloridrico (HCI): Merck, Darmstadt, Germany; Acido ortofosférico: Merck,
Darmstadt, Germany; Alcool: Merck, Darmstadt, Germany; Biotin Blocking Kit: DAKO,
Carpinteria, U.S.A.; Diaminobenzidina (DAB): Pierce, Rockford, U.S.A.; Formalina
tamponada: Merck, Darmstadt, Germany; Fosfato de sodio: Merck, Darmstadt, Germany;
Glisina: Sigma,Steinheim germany; Kit Elite ABC: Vector, Burlingame, U.S.A.; Cloreto de
Sédio (NaCl): Merck, Darmstadt, Germany; Parafina: Histosek, Darmstadt, Germany,
Perdxido de hidrogénio: Merck, Darmstadt, Germany, Permount: Fisher, Fair Law, U.S.A;
Soro de cabra: doado pelo Prof. Dr. José M. B. Duarte, Unesp-Jaboticabal; soro de jumento,
doado pelo Dr. Marcelo B. Duarte; Soro-albumina bovina: Sigma Place, Steinheim, Germany;
Tris, USB, Cleveland, U.S.A. Triton X-100: USB, Creveland, U.S.A. Trizma Base: Sigma,
Steinheim germany; Xileno: Synth, Diadema, Brasil.

3.2 Pacientes

Pacientes com FCD Ilb (Tab. 1) foram avaliados no Programa de Cirurgia de
Epilepsia de Ribeirdo Preto da FMRPU-SP (CIREP-USP), no programa de Cirurgia de
Epilepsia de Porto Alegre, Porto Alegre, Brasil, na unidade experimental de neurofisiologia e
clinica de epilepsia, fundacdo IRCCS e no Centro de Cirurgia para Epilepsia do Istituto
Neurologico Camilo Besta, Italia, utilizando protocolos padronizados e aprovados pelos
Comités de Etica de cada instituicio (HCFMRP Nos. 6554/2007 e 6591/2007 e CEP/UFTM
processo No. 1929). Todos o0s casos para este estudo foram selecionados de pacientes com
epilepsia resistente ao uso de medicamentos que sofreram ressecc¢do cirirgica da regido
epileptogénica para tratamento das crises epilépticas, com consentimento prévio de todos 0s
pacientes antes da cirurgia.

A avaliacdo de cada paciente incluiu histéria clinica detalhada e exames
neuroldgicos, tais como: eletroencefalograma (EEG) interictal/ictal, monitoramento
interictal/ictal por video-EEG, extensa bateria de testes neuropsicoldgicos e registros corticais
intra-operatorios. Exames de neuroimagem, ressonancia magnética de alta resolucdo (MRI) e

tomografia computadorizada ictal/interictal por emissdo de um unico féton (SPECT), foram
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realizados. As regides epileptogénicas identificadas foram entdo submetidas a resseccéo

cirdrgica.

3.3 Processamento dos tecidos e imunohistoquimica

Os tecidos corticais foram fixados em formalina 10% (volume/volume) e
embebidos em parafina. A expressdo de nNOS neuronal, marcador de neurofilamento pan-
neuronal (SMI311) e proteina acidica fibrilar glial (GFAP) foi detectada utilizando
anticorpos especificos (Tab. 2).

A deteccdo de todos os epitopos em tecidos corticais com 4-8 um de espessura foi
realizada de acordo com o protocolo padronizado por Martins et al., (1999; 2011). A
recuperacdo antigénica foi realizada em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9,5 e a detecgéo foi
feita através da técnica ABC e diaminobenzidina como cromégeno. As interacdes
inespecificas foram bloqueadas com tampdo de bloqueio, constituido por tampédo Triton
(Fosfato de sédio 50 mM, Cloreto de sédio 0,9% massa/volume e triton X-100 0,3%
volume/volume), soro de cabra 15% (volume/volume) e soro albumina-bovina 3%
(massa/volume). As seccdes foram incubadas overnight com os anticorpos primarios diluidos
em tampdo de bloqueio, como indicado na Tab. 2. Apds cada incubacdo, as sec¢bes foram
lavadas com tampdo Triton. A biotina enddgena foi bloqueada usando Biotin Blocking
System. As sec¢Bes foram entdo incubadas durante 30 minutos com anticorpos secundarios
anti-rabbit ou anti-mouse biotinilados, 1gG (Dako, diluicdo 1:100) diluidos em tamp&o de
bloqueio, (Tampéo triton contendo 15% (vol/vol) soro normal de cabra e 3% (massa/volume)
de albumina em soro bovino, (Sigma). Todas as operacdes foram realizadas em temperatura

ambiente. A omissdo do anticorpo primario foi usada como controle em cada ensaio.

3.4 Obtencéo das imagens

Fotografias das secc¢Oes coradas por Hematoxilina-Eosina (H&E) ou tratadas na
imunohistoquimica foram feitas com camera AxioCamMR5 acoplada em um microscopio
axio Imager M1 (Zeiss) e alimentado para o programa Axiovision 4.8.1 (Zeiss) em um
computador Windows. Todas as imagens foram feitas com aumento de 200x e com

iluminacédo constante (3V, 100%, 60 ms de exposi¢éo).



Tabela 1. Caracterizagéo dos casos FCD I1b
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N° do Sexo Idade na

Zona

caso cirurgia epileptogénica
(anos)

1 M 6 F-D
2 F 19 T-D
3 F 34 T-D
4 F 41 F-D
5 M 5 TPO-D
6 F 2 T-D
7 F 5 TO-D
8 F <1 F-E
9 M 3 F-E
10 F 16 F
11 M 22 F-E
12 F 21 F
13 F 12 ?
14 F 9 P
15 M 40 T-D
16 F 36 P-D
17 M 36 F-E
18 M 20 F
19 M 1 FTP
20 M 36 F
21 M 1 F-E
22 F 2 P
23 M 14 T-E

M, masculino; F, feminino; F-D, lobo frontal direito; T-D, Lobo temporal direito; T-E, Lobo temporal
esquerdo; TPO -D, Lobos temporal/ parietal/ occipital direitos; TO- D, Lobos temporal e occipital
direitos; F-E, Lobo frontal esquerdo; P, Lobo parietal; FTP, Lobos frontal/ temporal/ parietal; F, Lobo

frontal; FCD llb, displasia cortical focal I1b.
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Tabela 2. Anticorpos usados nos ensaios de imunohistoquimica

Anticorpo Fabricante Cddigo do Diluicéo (vol/vol
Produto /ug/mL)
Polyclonal rabbit anti-nNOS BD/ 610311 1:10/85

Transduction
Laboratories

Monoclonal antibody against Covance SMI311R 1:2000/0,6
pan-neuronal neurofilament

marker

Polyclonal rabbit 1gG anti-glial Dako Z0334 1:500/ 2
fibrillary acidic protein

Biotinylated-rabbit 1gG anti- Dako E0354 1:100/ 10
mouse IgG

Biotinylated-swine 1gG anti- Dako E0353 1:100/ 10

rabbit 1gG
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4. RESULTADOS

4.1 Achados clinicos

Neste trabalho foram estudados 23 pacientes com FCD I1b (11 do sexo masculino
e 12 do sexo feminino), com idade de 1 a 41 anos (Tabela 1) e operados com idade média de
14+14 anos (média = desvio padrdo). As lesdes epileptogénicas nos pacientes FCD foram
amplamente distribuidas nas diversas regides corticais, mas predominaram no cértex frontal
(12/23) e temporal (8/23) com prevaléncia focal ou estendendo para outro(s) lobo(s). As
lesbes em mais de um lobo foram vistas em 3/23 casos. Quatro pacientes foram re-operados e

um morreu apoés a cirurgia.

4.2 Diagnostico histopatoldgico

Pacientes com epilepsia resistente ao uso de medicamentos dos quais 0s
exames clinicos, de imagem e eletroencefalograficos indicaram lesdo cortical compativel com
FCD tipo Ilb (Tabela 1), sofreram tratamento com ressec¢do cirdrgica. Os cortices
provenientes do processo cirurgico foram estudados usando rotinas de coloracdo (H&E, cresil
de violeta e impregnacdo por prata pelo método de Bielschowsky) e ensaios de
imunohistoquimica. Todos os anticorpos usados estdo apresentados na tabela 2.

Seccdo cortical corada por H&E (Fig. 3A), de paciente cujo cortex frontal foi
retirado para tratamento de epilepsia resistente a medicamentos demonstrou rompimento da
organizacédo cortical que incluiu desorganizacdo laminar e colunar. Esta displasia era severa
uma vez que nao era possivel observar colunas e camadas, exceto a camada | (Figs. 3A, 3B
marcacgdo por anti-SMI311). Contudo, mesmo a camada 1 no caso 10 estava profundamente
invadida por celulas grandes (Figs.3A e 3C). Células grandes, observadas em nossos casos
incluiram balloon cells (Figs. 3A, C e C inset esquerdo, D and D inset esquerdo) e neurdnios
dismorficos (Figs. 3A, D inset direito), os quais sdo achados histopatoldgicos da FCDIIb.
Outras caracteristicas da FCD llb, observadas aqui, incluiu perda de orientacdo de dendritos
(Figs. 3B, E), neurdnios heterotopicos na substdncia branca (Fig. 3G) e neurdnios
hipertroficos (Fig. 3C inset direito, ver seccdo 3.3). Numero e reatividade glial aumentados
também foram observados conspicuamente na vizinhanca de grandes neurénios corticais (Fig.
3H)
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Fig. 3. Diagndstico da displasia cortical focal tipo Ilb. SeccBes de cdrtices frontal (casos 8 e 10) e parietal
(caso 11), retirados de pacientes epilépticos demonstraram regido fortemente displasica, caracterizadas por
ambos tipo de desorganizagdo citoarquitetural, laminar e colunar (A, B, C). Ambos balloon cells (cabecas de
seta em A, C e D inset a esquerda) e neurdnios dismorficos (setas em A e D inset a direita) foram observados e
juntos com a displasia cortical, concluiram o diagnostico histopatologico de FCD Ilb. Note neur6énio hipertrofico
em A, C (cabega de seta branca) e C inset a direita. Achados histopatologicos frequentes incluem: perda de
orientagdo dos dendritos principais, muitos dos quais ndo estdo orientados para a superficie pial (SP), (B, E);
borramento na transi¢do branco-cinzenta (B, F); neurdnios heterotpicos presentes na substancia branca (G), e
intensa gliose na vizinhanga de neurénios aglomerados (H). Cases: 8, D (inset & direita); 10, A, B, C, D, E, G;
11, H; 1, D (inset a esquerda). Panels A and D, H&E; panels B, E, F e G, imunomarcac¢do com anti-SMI311;
painel H, imunomarcacdo com GFAP; painel C, coloragdo por Bielschovsky’s. Barras 100 pm.



29

Displasia cortical, BCs e DNs foram encontrados em todos os vinte e trés
pacientes estudados aqui. Balloon cells foram observadas em todas as profundidades corticais,
incluindo a camada | (Fig. 3A, C e C inset esquerdo), mas foram primeiramente localizadas
na substancia branca. Balloon cells frequentemente localizavam na juncgéo entre a substancia
branca e cinzenta. Ambos BCs e DNs estendiam para dentro da substancia branca, resultando
no borramento do limite branco cinzento em comparacdo com o limite bem delimitado
observado no cortex normal (Figs. 3A, B, F). Areas corticais com aspecto normal foram

observadas algumas vezes ao lado do cortex displasico.

4.3 Expressdo da 6xido nitrico sintase neuronal em displasia cortical focal tipo

Taylor

Oxido nitrico sintase neuronal foi observada em todas as camadas do cortex
cerebral obtido de pacientes que sofreram resseccéo cirdrgica como tratamento de epilepsia
(Fig. 4). Alguns pacientes exibiram forma histopatolégica severa, com células grandes
fracamente ou moderadamente marcadas presentes na camada | (Fig. 4A, C ), enquanto nas
formas menos severas estas células estavam presentes em todas as camadas, exceto na camada
| (Fig. 4B, D). Neurdnios pequenos com marcagdo Golgi-like foram observados em todas as
camadas, em ambas formas de FCD Ilb, bem como na substancia branca (Fig. 4E). A
imunorreatividade para nNOS foi positiva no corpo celular e em processos (Fig. 4F). Observe
aglomerado de células alteradas morfologicamente com intensidade variada de marcagéo (Fig.
4G). Néo observou imunorreatividade no controle com a omissdo do anticorpo primério (Fig.
4H).

Neurénios hipertroficos (Fig. 5A, E) e neronios disfmérficos (Fig. 5B), os quais
ocorrem em ambos tipos de FCD, lla e llb, expressaram nNOS com intensidade variada.
Balloon cells (Fig. 5C, D), tipo celular caracteristico de FCD Ilb, ocorreram de forma isolada
(Fig. 5C) ou aglomerada (Fig. 5D). Células putativas gemistociticas também foram

observadas (Fig. 5F).
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Fig. 4. Expressdo de nNOS no cértex de pacientes diagnosticados com displasia cortical focal tipo Taylor.
SeccBes de cortices temporo-parietal (A, C, F), e frontal (B, D, E, G), retirados de pacientes epilépticos
demonstraram regido fortemente displasica caracterizada por ambos tipo de desorganizagdo citoarquitetural,
laminar e colunar (A, B, C, F, G, ). Note que células grandes invadem a camada da superficie cortical, incluindo
a camada | (painel A) ou estdo distribuidas em outras camadas corticais, com exce¢do da camada | (painel B).
Em contraste com estas células grandes, pode-se observar pequenas células com aspecto Golgi-like de marcagéo
positivo para nNOS, distribuidas através das camadas corticais (painéis C, D) e também na substancia branca
(painel E). Intensa marcacdo de nNOS no corpo celular e em processos (paniel F). Variada intensidade de
marcacdo em células alteradas morfologicamente (painel G). Note auséncia de imunorreatividade no controle
com a omissdo do anticorpo primario (painel H). Casos: 9, A, C G; 5, B, D, E, F; 22, H Barras: A, C, D, 200 pm;
E, B, H100 um; F, G, 50 um.
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E F
Fig. 5. Expressdo de NOS neuronal em todos tipos celulares caracteristicos de FCD Ilb. Neurdnios

hipertréficos (painéis A, E), dismorficos (painel B) e balloon cells (painel C) expressaram nNOS com
intensidade variavel. Esta variada intensidade de marcacdo pode ser melhor observada em aglomerados de
balloon cells (painel D). Um par de células putativamente identificadas como gemistocitica é observado no

painel F. Casos: 10, A, F; 9, B, C, D, E. Barra: 20 um em todos os painéis.

A expressdo de Oxido nitrico sintase neuronal em interneurbnios GABA-€rgicos
no neocortex adulto tem sido demonstrada. Interneurdnios fortemente marcados, tipico
aspecto Golgi-like, foram observados em todas as camadas corticais, na transi¢cdo branco-
cinzenta e na substancia branca (Fig. 6A). Eles eram menores nas camadas corticais quando
comparados com aqueles presentes na transi¢do branco-cinzenta ou na substancia branca (Fig.
6A). Vaérias formas neuronais foram observadas, tais como bipolar (Fig. 6B, célula a
esquerda; 6F), bitufted (Fig. 6C,E), multipolar poligonal (Fig. 6D), células sem nome
especifico (Fig. 6B, célula a direita; 6G) e neurogliaforme (Fig. 6H).
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Processos varicosos (Fig 7A, B), cursando horizontalmente no neocdrtex e na
substancia branca, obliguamente ou verticalmente a superficie pial foram observados na
maioria dos casos (ndo demonstrado aqui). Estes neurénios foram identificados como axonios
no neocdrtex e na substancia branca em adultos.

Marcacdo nuclear de varios tipos neuronais (Fig. 8A), incluindo BCs (Fig. 8B e
inset) e neuroblastos (Fig. 8C), foi uma caracteristica observada na maioria dos casos FCDIIB
estudados aqui.
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Fig. 6. Expressdo de nNOS em diferentes tipos de interneurdnios. Uma visdo panoramica (painel A), do
neocortex indica regides onde tipos celulares foram imunomarcados: bipolar (painéis B, F), bitufted (painéis C,
E), multipolar (painel D) e interneurdnios sem nome especifico (painéis B, G), foram observados com
imunomarcacgdo positiva para nNOS. Célula neurogliaforme é demonstrada no painel H. Casos: 12, A, B, C, E,
F; 8, D, G; 10, H. Barras: A, 1000 um; B, C, D, H, 20 um; E, F, G, 50 pm.
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Fig. 7. Processos varicosos foram detectados atravées do neocdrtex e da substancia branca de pacientes com
FCD Ilb. Longos processos varicosos foram observados em todos os casos de FCD Ilb, alguns processos com
varicosidades largas (painel A) e outros com varicosidades menores (painel B). Casos: 11, A; 7, B. Barra: 50 um
em todos os painéis.
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Fig. 8. Expressdo de nNOS em nucleos celulares no neocortéx FCD Ilb. Em alguns casos com intensidade
variada, a expressdo de nNOS em nlcleos aparentemente ocorreu na maioria dos tipos neuronais (A). A
marcacdo de ambos, citoplasma e nucleos, de balloon cells foi variavel (B e inset). Pequenas células,
semelhantes a neuroblastos, apresentaram intensa expressao nuclear com citoplasma evidentemente claro (C).
Note um neurdnio citomegalico no painel C. Caso: 8, A, B, C. Barra: 50 um em todos os painéis.
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas diagnosticas de neurdnios dismorficos, hipertroficos e balloon
cells

O presente trabalho sistematicamente documentou a expressdo de nNOS em FCD
do tipo Ilb, com dois focos especiais: primeiro as células patoldgicas caracteristicas desta
patologia, DNs e BCs, células anormais que permitem o diagnostico diferencial da FCD tipo
IIlb de outros tipos de displasias corticais focais e outras patologias neuroldgicas que
apresentam neurénios citomegalicos e BCs, em segundo, 0s tipos celulares e as estruturas que
expressam nNOS. FCD lla e FCD Ilb podem ser diferenciadas pela presenca de BCs na FCD
I1b e ndo na FCD lla, enquanto que DNs ocorrem em ambos tipos de FCD, lla e 1lb (Taylor et
al., 1971; Palmini et al., 2004; Bluncke et al., 2011). Balloon cells e DNs ndo ocorrem em
nenhum subtipo de FCD tipos | ou Ill. J& os neurbnios hipertroficos podem ser encontrados
em todos os outros subtipos de FCD, entédo é crucial distinguir neurdnios hipertréficos e DNSs.
Neurdnios dismorficos sdo caracterizados por um conjunto de anormalidades citoldgicas
severas que incluem: 1 - alargamento do diametro celular (16-43 um) comparado com aqueles
neurdnios piramidais da camada Il (12-25 um); 2 - alargamento do diametro nuclear (15-28
pum), também comparado com neurdnios piramidais da camada Il (10-18 pum); 3 - substancia
de Nissl pode estar aglomerada ou deslocada para a membrana celular; 4 - acimulo de
isoformas de neurofilamento no citoplasma; 5 - orientacdo anormal e 6 - perda de orientacao
dendritica. A forma celular ndo é uma caracteristica de DNs, embora eles possam ser
misshapen (Bliincke et al., 2011). Em contraste, neur6nios hipertréficos sdo aqueles maiores
que os neurdnios piramidais da camada V, porem localizados fora desta camada e com nucleo
central (Tassi et al., 2002). Eles usualmente preservam relativa morfologia piramidal normal e
apresentam dendritos apicais (como mostrado aqui); ( Palmini et al., 2004; Bliincke et al.,
2009; Bluncke et al., 2011), mas também podem apresentar forma de interneurdnios (André et
al., 2007). Acumulo de neurofilamento agora tem sido aceito ocorrendo em ambos tipos
neuronais, hipertroficos e DNs, como demonstrado pela coloracdo de Bielschowsky e
imunomarcagbes com MAP2, tubulina, SMI311 e neurofilamento (Bllincke et al., 2011).
Células com caracteristicas de neurdnios hipertroéficos nunca sdo encontradas foram da
camada V em coOrtex normal (Tassi et al., 2002). Balloon cells sdo diagnosticadas como

células grandes, com formato arredondado ou oval, com citoplasma palido e eosinofilico que
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possui caréncia de substancia de Nissl e apresentando um ou mais nucleos excéntricos
(Palmini et al., 2004; Bluncke et al., 2009; 2011). Elas apresentam citoplasma marrom
dourado quando coradas pela técnica de Bielschowsky’s.

O termo displasia cortical designa um espectro de anormalidades citoarquitetural
do cértex, variavelmente associadas com caracteristicas citopatoldgicas incluindo, BCs, DNs,
neurbnios hipertréficos e neurbnios imaturos com pequeno didmetro (Palmini et al., 2004,
Tassi et al., 2002). Displasias corticais focais parecem se originar de anormalidades que
ocorrem durante a migracao, proliferacdo, diferenciacdo e/ou apoptose celular durante o
desenvolvimento cortical, e/ou lesdes cerebrais peri ou pds natais (Guerrini e Parrini, 2010),
como sugerido pela expressdo de diversos marcadosres (Chamberlain & Prayson, 2008;
Andre et al., 2007; Ying et al., 2005).

5.2 Expressdo de nNOS no neocortex de pacientes com FCD Ilb que sofreram ressecc¢ao

cirargica para tratamento da epilepsia

O desenvolvimento de circuitos neurais € um processo regulado precisamente,
susceptiveis a alteracbes genéticas e ambientais que podem conduzir a distarbios que afetam a
funcdo cerebral humana. O Desenvolvimento neural ocorre atraves de uma sequéncia
organizada e controlada de eventos que incluem a proliferacdo, migracdo, diferenciacgéo,
apoptose e sinaptogénese. A organizacdo normal ou anormal das minicolunas cerebrais
(Hannan et al; 1999; Rakic, 1988) que sdo compostas de neur6nios dispostos verticalmente
ligados numa rede local € programada para se originarem a partir de unidades de
desenvolvimento radial (Rakic, 1988). NOS neuronal é expressa de forma transiente em uma
sub-populacdo de neurdnios piramidais no neocortex humano em desenvolvimento (Kwan e
Sestan, 2012) além de sua localizacdo na placa cortical e interneurénios (Fertuzinhos et al.,
2009). Localizagdo neuronal de NOS em células piramidais foi encontrada em regides e
camada especifica, predominantemente em dendritos apicais e soma, e é dependente da idade.
Expressdo NOS neuronal em neurbnios piramidais é progressivamente regulada apds o
nascimento. A expressdo em funcdo do tempo e a localizacdo anatdmica da nNOS sugerem
um potencial papel para NNOS no desenvolvimento dos circuitos corticais, especialmente
durante a sinaptogénese (Kwan e Sestan, 2012). O NO é um gas com capacidade de difusdo e
meia vida curta, cuja sintese pode ser precisamente rapida e localizada. De fato isto ocorre

pelo controle local de sua sintese e fatores de transcricdo e traducdo (Garthwaite, 2008).
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As propriedades do 6xido nitrico (NO) tornam-no um candidato em potencial para
participar do balango excitacéo-inibigdo. O NO é um gas difusivel, radical livre hidrofobico
que pode permear membranas celulares. O NO pode ser sintetizado por NO sintase (NOS),
entre as quais a isoforma neuronal (nNOS, NOS tipo I) é localizada no cérebro (Bredt et al.,
1991; Schmidt e Murad et al., 1992), no citoplasma, dendritos, estruturas pré e pds-sinapticas
e espinhas dendriticas (Aoki et al., 1997). Axdnios e suas varicosidades também foram
mostrados por conter nicotinamida adenina fosfato-diaforase (NADPHd), por histoquimica
(DeFelipe, 1993). nNOS foi observada em displasias cortical focal (Gonzalez-Martinez et al.,
2009). NADPHd /nNOS co- localiza com 100% de neurdnios GAD positivos em neocortex
de macaco (Yan et al., 1996) e neocortex de rato (Valtschanoff et al., 1993) O NO esta
envolvido na acdo de varios mediadores e canais idnicos que participam da excitabilidade
neuronal, atuando tanto pré e pdés — sinapticamente (Garthwaite, 2008). Neurdnios
gabaérgicos constituem o substrato anatémico inibitdrio do balanco excitacdo-inibigao.

HNs, DNs e BCs séo resultados de disturbios na proliferacdo celular nas etapas
iniciais de desenvolvimento (Palmini et al., 2000; Bllncke et al., 2009). A expressdo da
nNOS no DNS e BCs mostrada aqui sugere que nNOS foi expressa durante a neurogénese.
Estes resultados estdo em conformidade com a demonstragcdo de que a zona subventricular
(SVZ), esta cercada por neurbnios positivos para nNOS e que 0s precursores neuronais no
giro dentado expressam nNOS, que a inibicdo de nNOS aumenta o numero de células
mitoticas na SVZ, no fluxo migratério rostral e no bulbo olfativo, mas ndo no giro dentado
(Zhou and Zhu, 2009). Dessa forma, tem sido sugerido que nNOS pode participar da
neurogénese. A expressdo de nNOS foi demonstrada tanto no citoplasma como em dendritos
no neocortex dos pacientes, como descrito anteriormente (Schmidt et al., 1992; Bredt et al.,
1991). Verificou-se também no ndcleo de varios tipos de células (na presente dissertacao).
Imunomarcagdo em astrocitos do cortex cerebral em cultura de ratos mostrou que, durante 0s
primeiros seis dias em cultura nNOS foi encontrada predominantemente no citoplasma, mas
no sétimo dia a imunorreatividade foi encontrada predominantemente no nucleo, durante um
periodo de 10 horas, e depois disso novamente no citoplasma (Korzhevskii et al., 2008).

Analise através de imunohistoquimica para deteccao de isoformas de 6xido nitrico
sintase em celulas de linfoma de ndo Hodgkin's e mieloma maualtiplo mostrou
imunorreatividade variavel para as trés isformas que sintetizam NO. Foi observado expressédo
de nNOS em células neoplésicas do plasma com marcacao nuclear de pacientes com mieloma

maultiplo, nos casos de linfoma de ndo Hodgkin's foi mostrado imurreatividade para nNOS no
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citoplasma e no ndcleo de células neoplésicas com intensidade de marcacdo variavel entre 0s
casos estudados (Mendes et al; 2001).

Imunohistoquimica revelou que carboxi-terminal PDZ ligante de nNOS (CAPON)
um regulador de nNOS, que ajuda a regular a estabilidade, localizacdo e possivelmente
expressdo durante a formacdo de sinapses, esta localizada nos nucleos dos neurénios no
cérebro apos a injeccdo peritoneal com lipopolissacarideo (LPS) in vivo. Foi demonstrado um
aumento na expressao de CAPON em neurbnios do hipocampus e cortex cerebral apds
tratamento. Os resultados demonstraram uma translocacdo de CAPON do citoplasma para o
ndcleo apds injecdo com LPS, sugerindo um efeito protetor sobre os neurdnios através da
producdo interrompida de NO derivado de nNOS (Shoo Bai et al; 2009).

Recentemente foi demonstrado que o dominio PDZ permite o recrutamento de
nNOS a nucleos, favorecendo a producdo de NO local e inducdo da biogénese mitocondrial
que é um processo complexo consistindo no crescimento e divisdo das mitocondrias pré —
existentes que requer a replicagdo do mtDNA, sintese e importacdo de proteinas e lipideos
para as mitocondrias existentes; esse evento € mediado por a-sintrofina, que reside em
nacleos de midcitos, funciona como um mediador da translocacdo de nNOS nuclear. Esta
evidéncia sugere fortemente que a producgéo nuclear direta de NO poderia estar implicada na
regulagdo da transcri¢do. Neste trabalho foi mostrado o envolvimento do NO na transcri¢éo
mitocondrial em midcitos (Aquilano et al; 2014). Esses achados corroboram com nossa
localizacdo nuclear observada de nNOS com e sem localizacdo citoplasmatica. As diferencas
na localizacdo de nNOS contribui com as muitas funcdes atribuidas a esta enzima.

Células tipo interneur6nio que expressam nNOS foram identificadas em tecidos
de todos os casos, tanto na substancia cinzenta como na branca. Estruturas que se assemelham
a espinhas dendriticas, ambos com e sem varicosidades, e axénios varicosos também foram
encontrados. Para determinar a identificacdo dessas estruturas exige-se o uso de multiplas
marcacgdes de imunohistoquimica e microscopia confocal, que estdo atualmente em curso.

Em concluséo, a expressdo de nNOS em diferentes tipos de celulas e estruturas
celulares do neocdrtex com displasia cortical focal Ilb de pacientes que foram submetidos a
tratamento cirurgico para epilepsia mostrado aqui, representa uma primeira abordagem para a
identificacdo de uma base celular para compreender o envolvimento de nNOS na patogénese

das crises epilépticas nesta doenca.
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