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RESUMO

Objetivos: Em modelos animais de epilepsia, heat shock protein 70 (HSP70) tem sua expressdo proporcio-
nal a intensidade de crises. A HSP90, dentre diversas agdes, regula a sintase neuronal do 6xido nitrico e
protefnas do citoesqueleto. Devido ao provével papel protetor de HSP70 e a relagio de HSP90 com protei-
nas envolvidas na epileptogénese, decidimos investigar a expressio imunohistoquimica destas protefnas na
epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM). Métodos: Hipocampos de pacientes ELTM farmaco-resistentes
foram obtidos durante o procedimento cirdrgico e hipocampos controle foram obtidos de necrépsias. Os
espécimes obtidos foram tratados igualmente e submetidos a imunohistoquimica. Medidas de imuno-
reatividade positiva foram obtidas com o software Image]. Resultados: Nossas medidas mostraram menor
expressdo de HSP70 e HSP90 no hipocampo de pacientes epilépticos do que nos controles em praticamente
todas as regides do hipocampo. Para HSP70 as diferengas significativas foram encontradas na regio subicular
e para HSP90 em todas, exceto fascia dentata e subiculo. Conclusao: Diferente dos achados em modelos
animais, nossos resultados indicam que crises cronicas nos pacientes ELTM nio sio estimulo suficiente para
ativagio exacerbada de HSP70 e HSP90. Condicdes inerentes & ELTM podem ser determinantes desta
menor expressio. Ainda, nossos achados sugerem que a baixa expressao de HSPs pode estar relacionada a manu-
tencdo das crises.

Unitermos: epilepsia do lobo temporal, heat shock protein 70, heat shock protein 90.

ABSTRACT

Heat shock protein expression in mesial temporal lobe epilepsy

Objective: In animal models of epilepsy, heat shock protein 70 (HSP70) has its expression proportional to
seizure severity. Among several functions on biological systems, HSP90 regulates nitric oxide synthase and
cytoskeletal proteins. Due to the plausible protective role of HSP70 and the relationship of HSP90 with
proteins involved in epileptogenesis, we looked at HSP70 and 90 immunohistochemical expression in tem-
poral lobe epilepsy (TLE). Methods: Hippocampi were obtained from medically intractable TLE patients
and control hippocampi were from necropsy cases. Specimens were equally treated and submitted to
imunohistochemistry to HSP70 and HSP90. Positive immunoreactivity was estimated using the software
Image]. Results: Our results showed significant lower expression of HSP70 and HSP90 in epileptic patients
when compared to controls in almost all hippocampal regions. To HSP70 subicular region exhibited significant
difference and to HSP90 all regions, except fascia dentata and subiculum. Conclusion: Unlike the reports in
animal models the present results indicate that chronic seizures in TLE patients are not sufficient to induce
HSP70 and HSP90 activation. Typical attributes inherent to TLE condition may be determinants of low
HSP expression. In Addition, our results suggest that low expression of HSPs in epileptic groups may be
related to seizure maintenance.
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INTRODUCAO

A protefna de choque térmico 70 (do Inglés, heat
shock protein — HSP70) é a principal representante entre
as proteinas induziveis por stress®, como o que ocorre nas
crises epilépticas. Estudos com modelos animais de epi-
lepsia relatam que o aumento de expressio de HSP70 ¢
proporcional a gravidade das crises®. Os mecanismos
neuroprotetores da HSP70 ainda néo estio elucidados, mas
sua expressio elevada sugere um papel protetor, levando a
atenuagio do influxo de célcio intracelular e diminuico
da morte celular no hipocampo apés crises induzidas®?.

A protefna de choque térmico 90 (HSP90) tem sido
muito pouco estudada na epilepsia. Suas fungdes vao além
das de uma chaperona simples: é ligante de célcio, cal-
modulina, ATP e tem atividade peptidase e quinase.
Interage e regula intmeras proteinas de grande interesse
em viérias patologias como sintase do 6xido nitrico, recep-
tores esterdides, caseina, proteasoma, Tau, actina, tubulina
e filamentos intermediérios").

H4 poucos estudos investigando o papel de HSP70 nas
epilepsias e praticamente nenhuma informagéo até o pre-
sente momento em relagio a HSP90. Devido a provavel
protecio mediada por HSP70 e ao papel desempenhado
por HSP90 na interagdo com proteinas fatores-chave na
epileptogénese, buscamos investigar a expressio imuno-
histoquimica delas na epilepsia do lobo temporal mesial

(ELTM).

PACIENTES E METODOS

Dezesseis hipocampos foram obtidos em cirurgia de
pacientes com ELTM farmacorresistente, todos avaliados
e operados no CIREP-FMRP. Hipocampos controle (n = 6)
foram obtidos através de necropsia, de sujeitos sem histé-

ria prévia de doengas neurolégicas. Em todos os casos de
necrépsia, o tempo post-mortem ndo excedeu a 4 horas. As
pecas cirtirgicas foram entdo igualmente tratadas, fixadas
em formalina 10% (v/v), desidratadas e incluidas em pa-
rafina. Secgdes de 10 um de tecido hipocampal foram sub-
metidas 2 imunohistoquimica para HSP70 e HSP90. Em
resumo, as sec¢des foram desparafinizadas, submetidas a
bloqueio da peroxidase endégena com solucéo de perdxido
de hidrogénio 4,5% (v/v) e recuperagio antigénica em
tampido 50 mM Tris-HCI pH 9,6. Os anticorpos, ambos da
Stressgene, foram diluidos em tampéo contendo 5% (p/v)
leite desnatado e 3% (v/v) soro de cabra nido-imune
(Vector). As diluicoes foram de 1:300 (HSP70 — SPA-812)
e 1:30 (HSP90 — SPA-830), com incubagio overnight. Na
revelacio utilizamos diaminobenzidina como cromégeno.
Secgdes nas quais foi omitido o anticorpo primdrio
tiveram completa auséncia de marcacio. As regides do
hipocampo foram definidas de acordo com a classificagio
de Lorente de N6 e inclufram: fascia dentata, hilo, CA4,
CA3, CA2, CAl, prosubiculo, subiculo, giro parahipo-
campal e cértex entorrinal. As secgdes foram analisadas
em microscopio 6ptico e a imagem digitalizada. A quanti-
dade de marcagio positiva (puncta) foi estimada com o
software Image]. A anilise estatistica utilizada foi o Teste
T para amostras independentes do programa SPSS.

RESULTADOS

O teste T de nossos resultados mostrou diferencas sig-
nificativas (p < 0,05). Mas ao contririo do que ocorre nos
modelos animais em relagdo a HSP70, obtivemos diminui-
¢Ao significativa na expressdo de HSP70 e HSP90 nos pa-
cientes epilépticos em relacio aos controles em pratica-
mente todas as regides do hipocampo. Os valores de puncta
obtidos podem ser observados a seguir.
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Figura 1. Densidade de puncta
imunopositivos para HSP70 em diferentes
subcampos da formacdo hipocampal.

Houve diferenca (p < 0,05) entre
epilépticos e controle nas regides do
pré-subiculo, subiculo e parasubiculo,
E indicadas com asteriscos. Demais
SIS regides ndo apresentaram diferenga

& & estatistica. Barra negra representa o

grupo de pacientes ELTM e barra
branca representa o grupo controle.
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O padrao imunohistoquimico para HSP70 pode ser
examinado na Figura 2. No grupo controle, as grandes cé-
lulas do subiculo apresentam marcagio homogénea no
corpo celular, em contraste com 0 menor ndmero destas
marcadas no subiculo dos pacientes epilépticos. Embora
algumas células subiculares dos individuos epilépticos
aparecam maiores e bem marcadas, inclusive na parte proxi-
mal do prolongamento axonal, podemos observar nestes mes-
mos pacientes varios tragos nio marcados, representati-
vos de prolongamentos sem presenga detectdvel de HSP70.

Figura 2. Imunomarcacao de HSP70 em subiculo humano.

Em relagio a expressdo de HSP90 observaram-se di-
ferengas entre o grupo epiléptico e controle em todo o
Corno de Amon, setor de Sommer, além do parasubiculo,
giro parahipocampal e cértex (Figura 3).

Na Figura 4 mostramos o padrio de expressio de
HSP90 no hilo. Novamente, o padrio de imunoreatividade
nos pacientes epilépticos difere bastante do encontrado
nos controle. No grupo controle a marcagio tende a ser
mais homogénea, e no grupo ELTM restrita a algumas cé-
lulas.

Pacientes epilépticos
exibem menor marcagio
em ntmero de células e em
prolongamentos do que
pacientes controle.

Barra de calibragio no
canto inferior direito
representa 100 pum.
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Figura 3. Densidade de puncta imunopositivos
para HSP90 em diferentes subcampos da
formacdo hipocampal.

Houve diferenca (p < 0,05) entre epilépticos

e controle nas regides do hilo, CA1, CA2, CA3
e CA4, pré-subiculo, parasubiculo, giro
parahipocampal e cértex entorrinal, indicadas
com asteriscos. Barra negra representa o

grupo de pacientes ELTM e barra branca
representa o grupo controle.

Figura 4. Imunomarcacdao de HSP90 no hilo humano.
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A principal diferenga est4
na quantidade de neur6nios
e células gliais positivas para
HSP90. Embora os pacientes
epilépticos exibam algumas
células polimérficas com
maior imunoreatividade do
que as dos controle, o
ndmero de puncta ainda
assim € maior no grupo nao
epiléptico. Barra de
calibragfo no canto inferior
direito representa 100 um.
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DISCUSSAO

Reportamos aqui resultados sobre a relagio de HSP70
e HSP90 em ELTM, dados ainda ndo encontrados na lite-
ratura. Os resultados indicam que a presenca de crises epi-
lépticas (cronicas) no grupo epiléptico nfo é condicdo de
stress suficiente para a ativagdo de HSP70 e HSP90, con-
trastando com achados de aumento de expressdo observa-
da ap6s crises agudas induzidas e animais de experimenta-
¢ao?¥. Os achados sugerem que a perda neuronal, gliose
e reorganizagio de circuitos axonais, achados tipicos do
hipocampo de pacientes com ELTM, possam ser condigoes
determinantes da baixa expressio de HSP. Além disso, por
nio termos registro de quando nossos pacientes sofreram
sua tltima crise antes do momento da cirurgia, tal ocor-
réncia pode ter sido um fator limitante na janela de
deteccdo de um pico de expressio de HSPs, que em mo-
delos animais é de entre 3 e 5 dias contando da crise ou
stress precipitante®. Também podemos inferir que muitos
dos neur6nios com baixa expressio de HSPs estejam na
verdade com danos irreversiveis, como os encontrados
em casos de SUDEP (morte stbita e inesperada em epi-
lepsia) ©).

E importante ressaltar, no presente estudo, a limita-
¢do na interpretacio dos dados obtidos do grupo contro-
le. Procuramos definir um grupo controle o mais préximo
possivel das condigdes dos grupos de pacientes epilépti-
cos, observando um limite de 4 horas entre o ébito e a
necrdpsia, a fim de trabalharmos com um material bem
conservado e passivel de comparagdes. No entanto, fato-
res determinantes da morte nestes pacientes podem ser,
em tese, responsaveis por alguma ativagio na expressio
de HSP. A auséncia de problemas neurolégicos no grupo
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controle permite-nos sugerir que a expressio diminuida
dessas HSPs nos epilépticos est4 relacionada a vias de ma-
nutengio de crises.
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