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RESUMO 

As malformações do desenvolvimento cortical (MDC) são um grupo de desordens 
que são caracterizadas por alterações estruturais e funcionais do desenvolvimento 
do córtex cerebral levando à reorganização das redes neurais que contribui para o 
alto potencial epileptogênico. Para o estudo das MDC, um dos modelos animais 
utilizado é o modelo de criolesão (freeze-lesion- FL), que consiste em induzir uma 
lesão cortical na área somatossensorial por congelamento em animais recém-
nascidos, levando a formação de microgiria cortical focal. Nesse modelo, apesar da 
indução da reorganização da rede neural e hiperexcitabilidade local, os animais 
apresentam raras crises epilépticas. Entretanto, ao associar o modelo de criolesão a 
um modelo de susceptibilidade a crises epilépticas audiogênicas (linhagem Wistar 
Audiogenic Rat - WAR) há um maior potencial dos animais em desenvolver crises 
epilépticas espontâneas. Este modelo de duplo insulto permite estudar o processo 
de epileptogênese primária e secundária e a dinâmica das oscilações cerebrais 
durante o desenvolvimento. Assim, o objetivo é avaliar as oscilações interictais 
corticais e talâmicas e a atividade epileptiforme in vitro com indução da 
hiperexcitabilidade com 4-aminopiridina (4-AP) + 0 Mg2+ no modelo animal de duplo 
insulto WAR-MDC ao longo do desenvolvimento. Para isso, foi induzida microgiria 
por meio da criolesão no córtex somatossensorial do hemisfério cerebral direito em 
filhotes de ambos os sexos (P0) de ratos Wistar (Wistar-FL) e WAR (WAR-FL). Os 
animais Sham (Wistar-Sham e WAR-Sham) foram submetidos ao mesmo 
procedimento, porém sem a criolesão. Os registros extracelulares in vitro foram 
realizados nos diferentes grupos (Wistar-Sham, Wistar-FL, WAR-Sham e WAR-FL), 
nos hemisférios direito e esquerdo e em dois tempos distintos: P20 a P25 (idade 1= 
ID1, início da adolescência) e P35 a P45 (idade 2= ID2, adulto jovem). Os eletrodos 
foram posicionados na camada 4 do córtex somatossensorial e no tálamo - núcleo 
ventral póstero-medial (VPM) para registro eletrofisiológico extracelular simultâneo. 
A fim de aumentar a excitabilidade neuronal, cada fatia cerebral foi perfundida com 
uma solução de LCRAr modificada com 0 Mg2+ e adição de 4-AP 100μM. Foram 
feitas as análises de frequência interictal, ictal, duração dos eventos ictais e análise 
da densidade espectral de potência (PSD – do inglês power spectral density) das 
oscilações corticais e talâmicas registradas in vitro. Os principais achados mostram 
mudanças no padrão de atividade epileptiforme e nas oscilações corticais e 
talâmicas in vitro durante o período da adolescência e o início da idade adulta no 
modelo animal de duplo insulto e nos animais WAR. Apesar da diminuição da 
atividade epileptiforme in vitro no modelo de duplo-insulto ser semelhante aos 
demais animais, o aumento detectado da potência das oscilações de alta frequência 
talâmicas no decorrer do desenvolvimento neste modelo pode ser um indicador de 
uma reorganização patológica da rede neuronal que contribui para a 
hiperexcitabilidade. Estes achados sugerem que o modelo do duplo insulto pode ser 
muito útil para estudo da dinâmica das oscilações cerebrais, da susceptibilidade à 
atividade epileptiforme e dos mecanismos de epileptogênese durante o 
desenvolvimento. 
Palavras-chave: Criolesão. Wistar Audiogenic Rat. Epileptogênese. Circuito 
corticotalâmico.  
 



 

ABSTRACT 

Developmental cortical malformations (DCM) are characterized by structural and 
functional developmental changes in the cerebral cortex leading to reorganization of 
neural networks that contributes to epileptogenesis. One of the animal models of 
DCM is the freeze-lesion model (FL), which consists of a cortical lesion in the 
somatosensory area are induced by freezing in newborn animals that leads to a 
cortical microgyria. Despite the induction of neural network reorganization and local 
hyperexcitability, the occurrence of seizure in these animals is rare. However, by 
performing the freeze-lesion in rats susceptible to audiogenic seizures (Wistar 
Audiogenic Rat - WAR strain) increases the chance of animals to develop 
spontaneous epileptic seizures. This double-hit model allows to study not only the 
epileptogenesis process but also the dynamics of brain oscillations during 
development. We aim to evaluate cortical and thalamic interictal oscillations and 
epileptiform activity in brain slices induced by 4-aminopyridine (4-AP) + 0 Mg2+ in the 
double-hit animal model WAR-MDC throughout development. Experimental 
microgyria in the right hemisphere somatosensory cortex were induced through 
freeze-lesion in neonates of both sexes (P0) of Wistar (Wistar-FL) and WAR (WAR-
FL) rats. The Sham animals (Wistar-Sham e WAR-Sham) underwent to the same 
procedure without the freeze lesion. In vitro extracellular recordings were performed 
in all groups (Wistar-Sham, Wistar-FL, WAR-Sham and WAR-FL), in the right and left 
hemispheres at two different periods: P20 to P25 (age 1= ID1, early adolescence) 
and P35 to P45 (age 2= ID2, young adult). The electrodes were placed in the layer 4 
of the somatosensory cortex and in the thalamus – ventral posteromedial nucleous - 
VPN and for simultaneous extracellular field potential recordings. In order to increase 
neuronal excitability, each brain slice was perfused with a modified LCRAr solution 
with 0 Mg2+ and addition of 100μM of 4-AP. Analyses of frequency of interictal and 
ictal events and duration of ictal events were performed.  The power spectral density 
(PSD) analysis of cortical and thalamic oscillations recorded in vitro was also 
performed. The main findings were changes in the epileptiform activity pattern and 
cortical and thalamic oscillations in vitro during the period of adolescence and early 
adulthood in the double-hit model and in WAR animals. Although in the epileptiform 
activity in vitro in the double-hit model decreased as the other animals, the increased 
power of thalamic high-frequency oscillations over the course of development 
detected in this model could be an indicator of a pathological reorganization of the 
neuronal network contributing to the hyperexcitability. These findings suggest that the 
double-hit model may be useful to study the dynamics of brain oscillations, 
susceptibility to epileptiform activity and mechanisms of epileptogenesis during 
development. 
Keywords: Freeze-lesion. Wistar Audiogenic Rat. Epileptogenesis. Corticothalamic 
pathway.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 MALFORMAÇÕES DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL 

As malformações do desenvolvimento cortical (MDC) são um grupo de 

desordens que se originam a partir de falhas no processamento normal do 

desenvolvimento cortical cerebral, gerando alterações micro e macroscópicas no 

cérebro (BARKOVICH et al., 1996). Vários fatores estão ligados à patogênese das 

MDC, como mutações genéticas, fatores ambientais, infecções neonatais, isquemia, 

desordens do metabolismo e hemorragias (PANG et al, 2008). É estimado que 40% 

das epilepsias refratárias em crianças é devido a MDC’s e cerca de 75% dos 

pacientes com MDC terão epilepsia (KUZNIECKY et al., 1994; KUZNIECKY, 1995; 

LEVENTER et al., 1999). 

 A primeira classificação para as MDC’s foi feita com base na primeira etapa do 

neurodesenvolvimento que foi afetada, porém, com o avanço das pesquisas e novas 

descobertas, as classificações mais recentes consideram também os fatores 

genéticos e achados de neuroimagem presentes nas MDS’s (BARKOVICH et al., 

1996; BARKOVICH et al., 2012). Segundo a classificação mais recente publicada em 

2012 por Barkovich e colaboradores, as MDC’s derivam da interrupção de algum dos 

três estágios principais do desenvolvimento cortical: proliferação celular e apoptose, 

migração celular e desenvolvimento pós-migracional (Tabela 1). Apesar das MDC’s 

terem sido separadas nesses três estágios, é evidente que a perturbação inicial 

afetará as etapas seguintes do desenvolvimento do cérebro, podendo existir uma 

sobreposição entre as fases o que resulta em disfunções em mais de um nível 

(PANG et al, 2008). 

Entre as MDC, tem destaque as Polimicrogirias que originam regiões 

cerebrais epileptogênicas sendo consideradas entre as causas mais significativas de 

epilepsia refratária em crianças (IFFLAND; CRINO, 2017). 
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Tabela 1 - Classificação das Malformações do Desenvolvimento Cortical 

Grupo I 

Malformações 

secundárias à 

proliferação neuronal 

e glial anormal ou 

apoptose 

1) Microcefalia severa congênita 

2) Megalencefalia 

3) Disgenesia cortical com prolifaração celular anormal, mas 

sem neoplasia 

4) Displasias corticais com proliferação celular anormal e 

neoplasia 

Grupo II 

Malformações devido 

à migração celular 

anormal 

1) Malformações com anormalidades neuroependimais: 

Heterotopia periventricular 

2) Malformações devidas à migração transmanto anormal 

3) Malformações presumidamente devidas a anormalidades 

na migração localizada tardia radial ou transmanto tangencial 

4) Malformações presumidamente devidas a anormalidades 

na migração terminal e defeitos na membrana limitante pial 

Grupo 

III 

Malformações devido 

às anomalias do 

desenvolvimento pós 

migracional 

1) Malformações com polimicrogirias ou malformações 

corticais semelhantes a polimicrogirias 

2) Digenesias corticais secundárias a erros inatos do 

metabolismo 

3) Displasias corticais focais (sem neurônios dismórficos) 

devido a distúrbios tardios do desenvolvimento 

4) Microcefalia do desenvolvimento pós migracional sem 

evidência de injúria encefálica 

(modificada de Barkovich, 2012) 
 

1.1.1 Polimicrogiria 

  A polimicrogiria (PMG) é uma das MDC’s mais comuns, acontecendo em 

aproximadamente 20% dos casos de todas as MDC’s (LEVENTER et al., 1999). A 

PMG é causada por alterações nos últimos estágios da migração neuronal ou nos 

primeiros estágios da organização cortical, tipicamente entre a 17ª e a 26ª semana 

de gestação, sendo considerada, pela classificação mais recente, uma desordem 

devido a anomalias do desenvolvimento pós migracional (BARKOVICH et al., 2012; 

KANEKAR, 2011). Como resultado do distúrbio no processo de desenvolvimento, há 

alterações nas camadas do córtex cerebral que se manifestam como múltiplos 

microgiros. Do ponto de vista histológico, há a identificação de dois subtipos: um 

córtex com somente 4 camadas ou um córtex sem estratificação. Contudo, os dois 

subtipos podem coexistir em um mesmo paciente e subtipos intermediários a estes 
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podem também estar presentes em áreas adjacentes (BARKOVICH, 2010; 

KANEKAR, 2011). 

A localização mais comum das PMG, ocorrendo em 70% dos casos, é ao redor 

do sulco lateral, que separa o lobo frontal e parietal do lobo temporal (HAYASHI, 

2002). Além disso, as PMG’s podem ser encontradas associadas com com outras 

malformações, como agenesia ou hipoagenesia do corpo caloso, heterotopia 

periventricular ou subcortical, displasias corticais focais e esquizencefalia 

(BARKOVICH, 2010; MAILLARD, 2018). A etiologia das PMG’s é heterogênea, 

podendo ser de causa genética ou ambiental, como infecções congênitas 

(particularmente infecções por citomegalovírus), hipóxia-isquemia localizada ou 

difusa e traumas (SQUIER, 2014). A PMG pode ser focal ou difusa, unilateral ou 

bilateral e a extensão e localização das anormalidades determina as manifestações 

clínicas dos pacientes, incluindo problemas motores, atraso no desenvolvimento, 

atraso na linguagem e mais comumente, epilepsias, que ocorrem em 80% dos casos 

(JANSEN et al., 2015; KANEKAR, 2011; SQUIER, 2014). Geralmente as crises 

começam entre 4 e 12 anos de idade e aproximadamente 65% dos pacientes são 

refratários aos medicamentos disponíveis (VERROTTI et al., 2010). 

1.2 OSCILAÇÕES CEREBRAIS 

As oscilações cerebrais são caracterizadas por ondas de diferentes amplitudes 

e frequências e são o resultado do somatório do fluxo de correntes iônicas 

produzidas pela integração das células neurais no encéfalo (BUZSÁKI, 2006). As 

correntes iônicas geram alterações periódicas do potencial de campo que podem ser 

detectadas e medidas in vivo, através de eletrodos, por meio de registros de 

eletroencefalograma (EEG) e eletrocorticografia (ECoG) ou in vitro, com registros 

extracelulares em preparações de fatias cerebrais (BUZSÁKI, 2012). 

As oscilações cerebrais ocorrem em um amplo espectro de frequências, 

variando de 0,05 a aproximadamente 600 Hz (BUZSÁKI; DRAGUHN, 2004). 

Comumente, são divididas em bandas de frequência que incluem: delta (1-4Hz), teta 

(4-12 Hz), beta (12-30 Hz), gama (30-100 Hz) e oscilações de alta frequência (HFO 

– do inglês, high frequency oscillations; 100-600 Hz). As HFO ainda podem ser 

subclassificadas em ripples (100-250 Hz) e fast ripples (250-600 Hz). 
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Os traçados de EEG, em geral, podem ser definidos como um somatório de 

ondas senoidais com diferentes frequências, amplitudes e fases. Dessa forma, um 

traçado pode ser decomposto nas diferentes faixas de frequência, o que possibilita 

estimar quantitativamente a contribuição de cada frequência no traçado 

eletroencefalográfico, com uma análise chamada de densidade de potência 

espectral (PSD, do inglês, power spectral density) (AL-FAHOUM, 2014). Assim, a 

análise espectral facilita a comparação quantitativa, sendo uma medida mais exata e 

informativa para os estudos (Figura 1). 

 

 

Figura 1: exemplo de decomposição do registro eletrofisiológico em diferentes bandas de frequência 

(modificado de ABDELAAL, 2018). 

 

Cada banda de frequência está associada com funções cerebrais específicas, 

momentos do ciclo circadiano e a diferentes estruturas e redes neurais. Como por 

exemplo, as oscilações alfa, que foram primariamente descritas por Hans Berger em 

1929, que podem ser registradas durante a vigília quando o paciente se encontra 

calmo e com os olhos fechados, ocorrendo principalmente no córtex occipital 

(BERGER, 1929). Ritmos mais rápidos, incluindo as oscilações gama e as HFO, 

estão envolvidos tanto em processos fisiológicos, como no processo de formação e 

consolidação da memória e cognição, quanto patológicos, sendo associadas a crises 

epilépticas (HERRMANN, 2005; TALLON-BAUDRY, 1999).  
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Os estudos in vitro, apesar das restrições em decorrência da perda de vias 

aferentes e eferentes, evidenciam que as preparações de fatias cerebrais podem 

gerar oscilações idênticas às oscilações in vivo, o que contribui para o estudo de 

regiões mais profundas do cérebro (BUZSÁKI, 2012). Uma das regiões subcorticais 

de grande importância é o tálamo, que forma uma extensa rede com o córtex, com 

vias corticotalâmicas e tálamocorticais. As oscilações geradas pelas conexões 

corticotalâmicas/tálamocorticais acontecem em dois estados diferentes: durante o 

período de sono ocorrem predominantemente as oscilações delta e os fusos do 

sono, já no estado de vigília, as oscilações que predominam são na faixa de gama 

(MCCORMICK, 1997; STERIADE, 1993).  

1.3 ALTERAÇÕES DAS OSCILAÇÕES CEREBRAIS EM EPILEPSIAS 

O padrão de atividade elétrica cerebral é essencial para a coordenação e 

funcionamento adequado das redes neurais e alterações nesse padrão estão 

relacionadas a diferentes patologias do sistema nervoso central, tal como as 

epilepsias.  

As epilepsias são um grupo heterogêneo de transtornos neurológicos 

caracterizadas pela predisposição em gerar crises epilépticas recorrentes e 

espontâneas, que são em decorrência da atividade anormal, excessiva e 

hipersincrônica dos neurônios do cérebro (SCHEFFER et al., 2017). Segundo a 

classificação mais recente elaborada pela Liga Internacional Contra a Epilepsia 

(ILAE), as crises epilépticas são divididas em três grandes grupos, de acordo com o 

seu início: focal, generalizado ou desconhecido. O início é dito focal quando apenas 

uma região apresenta atividade neuronal anormal, com participação de circuitos 

limitados a um hemisfério; já o início é dito generalizado quando há um rápido 

envolvimento de várias redes neurais, distribuídas bilateralmente (FISHER et al., 

2017). As epilepsias também podem ser classificadas conforme a sua etiologia, 

englobando mutações genéticas, doenças infecciosas, desordens metabólicas, 

alterações estruturais como traumatismos e malformações, alterações no sistema 

imune e causas desconhecidas (SCHEFFER et al., 2017). 

O processo pelo qual a rede neuronal normalmente funcional tem sua atividade 

alterada é chamado de epileptogênese. Este é um processo contínuo e progressivo 

que leva a desbalanços de sinapses excitatórias e inibitórias e como consequência, 
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a geração de crises epilépticas espontâneas e recorrentes (CER) (epileptogênese 

primária) (PITKÄNEN et al., 2015). As crises podem se tornar mais frequentes e 

severas, podendo envolver outras áreas cerebrais que gradualmente sofrerão 

alterações em suas conexões neuronais, levando a epileptogênese secundária 

(DALBY, 2001).  

Os mecanismos por trás do surgimento das crises epilépticas ainda não estão 

totalmente elucidados, porém, alterações no padrão oscilatório cerebral identificados 

durante a epileptogênese possuem potencial como biomarcadores. Além disso, a 

análise quantitativa dos registros eletrofisiológicos, através de análises de potência, 

é um importante método para o entendimento das alterações oscilatórias vistas em 

pacientes e modelos animais. Essas alterações incluem o aparecimento das HFOs, 

no qual estão relacionadas com a zona epileptogênica e possui alto valor 

diagnóstico para crises epilépticas (JACOBS, 2020; ZIJLMANS et al., 2012). 

Também, alterações no EEG com a presença de um padrão síncrono de ponta-onda 

(do inglês, spike-wave discharges - SWD) são características já estabelecidas das 

crises epilépticas de ausência, que são o reflexo da sincronização das oscilações da 

rede talamocortical (MEEREN et al., 2002). Além disso, estudos indicam o 

envolvimento das redes talamocorticais durante as crises em pacientes com 

epilepsia do lobo temporal e em pacientes com epilepsia idiopática, sugerindo que a 

extensão da rede epileptogênica ao tálamo é um fator importante no prognóstico 

cirúrgico (BERNASCONI et al., 2003; GUYE et al., 2006). 

1.4 MODELO ANIMAL DE MALFORMAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL 

POR CRIOLESÃO 

O desenvolvimento de modelos animais a fim de mimetizar as MDC é 

necessário para avançar nos estudos dos mecanismos envolvidos na 

epileptogênese (CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 1999; LEVENTER, 2008). Esses 

modelos geram malformações que se assemelham às MDC vistas em pacientes e 

estas podem ser induzidas experimentalmente de forma farmacológica, mecânica ou 

por manipulação genética (LUHMANN, H., 2016).  

Dentre estes, destaca-se o modelo animal de criolesão em ratos desenvolvido 

por Dvofák e Feit em 1977 no qual consiste em induzir uma lesão no córtex cerebral 

de animais recém-nascidos (dia 0 ou 1 pós-natal) através do posicionamento de uma 
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sonda congelada no crânio, já que em roedores parte do desenvolvimento cortical se 

conclui após o nascimento (DVOFÁK; FEIT, 1977). Esta perturbação interfere no 

processo de desevolvimento cortical, gerando um microgiro com somente 4 

camadas corticais. Após 24 horas, há completa necrose tecidual com presença de 

astrócitos e macrófagos reativos. Três dias depois, se observa migração neuronal e 

crescimento de fibras gliais radiais para a região lesionada. A partir do quinto dia o 

microgiro começa a ficar evidente e a completa formação ocorre em média após 15 

dias do insulto (ROSEN et al., 1992). 

 A região paramicrogiral, adjacente ao microgiro, apresenta diversas 

modificações moleculares e funcionais, incluindo, desorganização das camadas 

corticais, projeções talamocorticais e corticotalâmicas reduzidas e conexões 

aferentes e eferentes anormais (JACOBS, 1999; ROSEN et al, 2000). Também, a 

organização das projeções do córtex paramicrogiral para o hemisfério contralateral 

através do corpo caloso apresenta anormalidades, com uma distribuição laminar 

diferente da observada em animais controle, indicando interações aberrantes entre 

os hemisférios cerebrais (GIANNETTI et al., 1999). Ainda, diversos estudos com 

registros eletrofisiológicos mostraram que a região paramicrogiral apresenta uma 

pronunciada hiperexcitabilidade devido a diversas modificações moleculares e 

estruturais, com alterações nos sistemas excitatórios e inibitórios (JACOBS, 1999; 

JACOBS et al, 1996; LUHMANN et al, 1998; LUHMANN, 1996). 

Apesar desses animais apresentarem diversas alterações eletrofisiológicas e 

limiar reduzido para crises epilépticas, raramente são observadas CER (LUHMANN, 

2016). No entanto, quando há um insulto adicional, como hiperemia, é possível 

verificar CER a partir da análise do EEG (SCANTLEBURY et al., 2004). 

1.5 MODELO ANIMAL DE DUPLO INSULTO: LESÃO CORTICAL POR 

CONGELAMENTO EM RATOS DA LINHAGEM WAR (WISTAR AUDIOGENIC 

RAT) 

A partir do uso de modelos animais, os estudos buscam compreender o 

processo de epileptogênese que estão associados com as MDC. O uso de modelos 

animais já suscetíveis a crises epilépticas audiogênicas com associação de um 

insulto adicional, sendo essa a criolesão, auxilia o desenvolvimento da 

epileptogênese, favorecendo o estudo das MDC associadas as epilepsias.  
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A linhagem Wistar Audiogenic Rat (WAR) é um modelo animal geneticamente 

selecionado que possui susceptibilidade a crises epilépticas audiogênicas. Essa 

linhagem foi gerada no laboratório de Neurofisiologia e Neuroetologia Experimental 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo e foi 

estabelecido a partir do acasalamento de ratos Wistar que apresentavam 

suscetibilidade inata a crises epilépticas quando expostos a estimulação sonora de 

alta intensidade, em torno de 120 dB e composto por sons de frequências entre 

5000 e 20000 Hz. A colônia é mantida através do cruzamento endogâmico, 

apresentando um padrão genético consistente e com homogeneidade de fenótipo 

(DORETTO et al., 2003; GARCIA-CAIRASCO et al., 1996).  

Em geral, os animais quando submetidos ao estímulo sonoro, apresentam 

crises do tipo tônico-clônicas generalizadas, exibindo diferentes comportamentos 

progressivos, que podem ser classificados segundo um índice de gravidade descrito 

por Garcia-Cairasco e colaboradores (GARCIA-CAIRASCO et al., 1996). As crises 

audiogênicas têm início com a ativação de vias auditivas do tronco encefálico e 

abrangem estruturas como o colículo inferior e superior, formação reticular, 

substância nigra e substância cinzenta periaquedutal (GARCIA-CAIRASCO, 1993; 

ROSS, 2000; ROSSETTI et al., 2006). Além disso, os animais WAR apresentam 

crises espontâneas, no entanto pouco percebidas (dados não publicados) e 

apresentam o envolvimento de estruturas límbicas, como o hipocampo e regiões 

talâmicas (CUNHA et al., 2018; DERANSART et al., 2001).  

2 JUSTIFICATIVA 

Estima-se que 40% das epilepsias refratárias em crianças sejam atribuídas as 

MDCs e que 75% dos pacientes com alguma MDC apresentarão epilepsia 

(LEVENTER, 2008). Apesar de vários estudos terem enfoque nas alterações 

sinápticas nas malformações corticais, ainda há vários mecanismos pouco 

compreendidos, como os microcircuitos neoformados, fatores que podem aumentar 

a susceptibilidade às crises epilépticas, os mecanismos envolvidos na 

epileptogênese secundária e os preditores ictais. A avaliação quantitativa dos 

registros eletrofisiológicos in vitro em um modelo animal de duplo insulto com 

microgiria podem fornecer detalhes sobre a circuitaria envolvida na ictogênese e na 

epileptogênese secundária. 



17 

3 HIPÓTESE 

A reorganização da rede neural induzida pela microgiria no córtex 

somatosensorial como um insulto adicional causa uma ruptura nos padrões de 

oscilações no circuito corticotalâmico durante o desenvolvimento, favorecendo o 

processo de epileptogênese primária e secundária. 

4 OBJETIVO 

Gerais 

Avaliar as oscilações cerebrais interictais e a severidade da atividade 

epileptiforme in vitro no córtex somatosensorial e no tálamo - núcleo ventral póstero-

medial em um modelo animal de duplo insulto WAR-MDC através de registros 

eletrofisiológicos extracelulares com indução da hiperexcitabilidade com 4-

aminopiridina (4-AP) + 0 Mg2+ ao longo do desenvolvimento para determinar se 

existe um aumento na epileptogênese primária e secundária. 

 

Específicos  

Avaliar o perfil da excitabilidade no modelo de duplo insulto ao longo dos 

períodos de adolescência e adulto jovem através da:  

1) Identificação e quantificação das atividades ictal e interictal em fatias 

corticotalâmicas;  

2) Avaliação quantitativa da potência das oscilações dos potenciais de campo 

locais corticais e talâmicos; 

3) Correlacionar o perfil da excitabilidade no modelo de duplo insulto com a de 

epileptogênese primária e secundária ao longo do desenvolvimento; 

5 METODOLOGIA 

5.1 ANIMAIS 

O manuseio e todos os procedimentos dos animais experimentais, incluindo 

procedimento de eutanásia, foram realizados estritamente de acordo com as 

recomendações da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório 



18 

(SBCAL), da Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNeC), da 

International Brain Research Organization (IBRO), do Council for International 

Organizations of Medical Sciences (CIOMS) e da Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UFRGS (CEUA) , com aprovação obtida em julho/2019, número 37310. 

Os animais Wistar e WAR foram obtidos da criação do Biotério do Departamento 

de Bioquímica – UFRGS. A colônia dos animais WAR do departamento de 

bioquímica - UFRGS foi derivada de animais provenientes do Biotério Especial de 

criação desta linhagem localizado no Campus da USP em Ribeirão Preto (ninhada 

nº 1065, fêmea nº 8563 e macho nº 8565). 

Os animais foram mantidos em salas com temperatura regulada em 22 ± 2°C e 

com um ciclo de claro/escuro de 12 horas controlado por fotoperíodo (luzes acesas 

às 7h00min; luzes apagadas às 19h00min), com água e alimentação (ração 

comercial) ad libitum. 

5.2 INDUÇÃO DA CRIOLESÃO 

A criolesão (FL - do inglês, freeze-lesion) foi realizada em machos e fêmeas 

neonatos (Wistar-FL e WAR-FL) entre P0 e P1 devido a fase de desenvolvimento 

cortical cerebral. Para isso, os animais foram anestesiados pelo método de 

hipotermia, já que estes animais são poiquilotérmicos até a terceira semana de vida, 

ou seja, a temperatura corporal e a taxa metabólica dependem da temperatura do 

ambiente, e a termorregulação não está desenvolvida até a terceira semana de vida 

(DANNEMAN, 1997). Para a realização da criolesão, os filhotes foram removidos da 

caixa-moradia e levados dentro de uma caixa contendo maravalha do ninho a uma 

sala específica para realização de procedimentos. 

Para induzir a hipotermia, os filhotes foram colocados no interior de um copo 

de Becker submerso em isopor com gelo até a completa perda dos reflexos de 

extensão das patas sob pressão. Posteriormente foi realizado uma incisão na linha 

média sagital do escalpo dos animais para afastar a pele do dorso do crânio. Uma 

sonda metálica congelada em nitrogênio líquido foi colocada em contato com o 

hemisfério direito do crânio do filhote durante 20 segundos e após a sutura da pele 

foi feita com cola instantânea universal (Super Bonder - Loctite) (Figura 2 omitida). 

Os animais ficaram em uma placa aquecedora até completa recuperação e então, 

devolvidos a caixa-moradia com a mãe. Os animais sham (Wistar-Sham e WAR-
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Sham) passaram pelo mesmo protocolo experimental, porém, a sonda metálica foi 

mantida em temperatura ambiente (DVOFÁK; FEIT, 1977). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 ELETROFISIOLOGIA IN VITRO 

Os experimentos de eletrofisiologia in vitro para registro extracelular foram 

realizados nos diferentes grupos (Wistar-Sham, Wistar-FL, WAR-Sham e WAR-FL), 

nos hemisférios direito e esquerdo e em dois tempos distintos: P20 a P25 (idade 1= 

ID1; Wistar-Sham: n=6, Wistar-FL: n=5, WAR-Sham: n=6, WAR-FL: n=6) e P35 a 

P45 (idade 2= ID2; Wistar-Sham: n=6, Wistar-FL: n=7, WAR-Sham: n=8, WAR-FL: 

n=5) (Figura 3).  
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Figura 3 - Linha do tempo experimental 

5.3.1 Preparo das fatias cerebrais 

Os animais foram anestesiados com isoflurano e a eutanásia foi realizada por 

decapitação com guilhotina, o cérebro de cada animal foi removido rapidamente e 

colocado em uma solução de líquido cefalorraquidiano artificial de corte (LCRAc) 

composto por: 220 mM de sacarose, 3 mM de KCl, 1,25 mM de NaH2PO4, 2 mM de 

MgSO4, 26 mM de NaHCO3 e 10 mM de dextrose (295-305 mOsm) - oxigenado 

(95% O2 - 5% CO2) a uma temperatura de 4°C. Os hemisférios direito e esquerdo 

foram separados e logo em seguida, para a realização do corte das fatias cerebrais, 

cada hemisfério foi fixado com cola instantânea universal (Super Bonder – Loctite) 

em uma plataforma feita de 4% de agarose com angulação de 55° (Figura 4 omitida) 

(AGMON, 1991). A plataforma foi inserida no equipamento vibrátomo (VTS-1000, 

Leica, Alemanha) e foi realizado o corte das fatias com espessura de 500 μM. Logo 

após o corte, as fatias foram imediatamente transferidas para um recipiente 

contendo solução de líquido cefalorraquidiano artificial de registro (LCRAr) 

oxigenado (95% O2 - 5% CO2), composto por: 124 mM de NaCl, 3 mM de KCl, 1,25 

mM de NaH2PO4, 2 mM de MgSO4, 26 mM de NaHCO3, 2 mM de CaCl2 e 10 mM de 

dextrose (295-305 mOsm). Os cortes permaneceram durante 45 minutos a uma 

temperatura de 37ºC e 1 hora em temperatura ambiente para serem registrados 

posteriormente. 
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5.3.2 Registros eletrofisiológicos extracelulares in vitro 

Foram realizados os registros de potencial de campo em fatias de ambos os 

hemisférios cerebrais para cada animal. Para isso, cada fatia foi transferida 

individualmente para uma câmara de submersão com fluxo contínuo de LCRAr 

oxigenado (95% O2 - 5% CO2). As micropipetas para registro extracelular 

(borosilicato-1,5 mm DI) foram preenchidas com solução de NaCl 2M. As regiões do 

tálamo - núcleo ventral póstero-medial (VPM) e camada 4 do córtex 

somatossensorial (Figura 5 omitida) foram identificadas por meio de um microscópio 

e a partir da identificação, os eletrodos foram colocados em ambas as regiões para 

registro eletrofisiológico extracelular simultâneo. O eletrodo de registro colocado no 

córtex somatossensorial do hemisfério direito ficou aproximadamente 2,5 mm 

afastado da microgiria. Nos animais Sham, o eletrodo foi posicionado no mesmo 

local. Além disso, para análises posteriores, foi realizado o registro eletrofisiológico 

do córtex próximo da microgiria juntamente com o registro do córtex afastado da 

microgiria (estes dados não serão abordados neste trabalho e estão em 

andamento).   

O registro basal com líquido LCRAr oxigenado (95% O2 - 5% CO2) foi feito 

durante 10 minutos. Posteriormente, a fim de aumentar a excitabilidade neuronal, 

cada fatia foi perfundida com uma solução de LCRAr modificada com 0 Mg2+ e 

adição de 4-aminopiridina (4-AP; 100μM) (SERAFINI, 2016) e após em média 25 

min de perfusão, houve o surgimento de atividade epileptiforme e então foi realizado 

o registro eletrofisiológico durante 1 hora (124 mM de NaCl, 3 mM de KCl, 1,25 mM 

de NaH2PO4, 26 mM de NaHCO3, 4 mM de CaCl2 e 10 mM de dextrose - 295-305 

mOsm). 

O potencial de campo foi registrado usando um sistema de aquisição de 

sinais (Multiclamp 700B, Digidata 1440 e o software pClamp 10.3 - Molecular 

Devices) com taxa de amostragem de 10 kHz, filtro passa-alta 0,5 Hz e filtro passa-

baixa 2 kHz. 

A análise das atividades epileptiformes interictais e ictais foram feitas através 

do software Clampfit 10.3 (Molecular Devices). Para a análise da frequência da 

atividade interictal foram selecionados 3 trechos do registro eletrofisiológico com 100 

segundos cada. Os eventos interictais foram contados manualmente e após foi 

realizada a média dos eventos para os 3 trechos selecionados. A análise dos 
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eventos ictais foi realizada contando manualmente os eventos no período de uma 

hora de registro eletrofisiológico. Posteriormente, também foi determinada a duração 

de cada evento ictal. 

 A análise do PSD dos registros extracelulares foi realizada através de rotinas 

customizadas no programa Matlab (MathWorks, MA). As frequências das oscilações 

nos períodos a serem analisados foram separadas em: delta (1-4 Hz), teta (4-12 Hz), 

beta (12-25Hz), gama lento (do inglês, slow gamma, SG - 30-50 Hz), gama médio 

(do inglês, middle gamma, MG - 70-90 Hz), gama rápido (do inglês, fast gamma, FG 

- 90-150 Hz), ripples (150-250 Hz) e fast ripples (250-400 Hz). Foram selecionados 

20 trechos com 5 segundos cada nos registros basais e nos registros durante a 

perfusão com LCRAr - 0 Mg2+ + 4-AP (100μM) (trechos selecionados entre os 

eventos interictais). Os dados obtidos do PSD foram transformados para unidade 

decibel (dB) e em seguida, a fim de verificar somente os efeitos de 4-AP + LCRAr 0 

Mg2+ foi feita uma relação, dividindo o PSD dos trechos registrados de cada faixa de 

oscilação durante a perfusão das fatias com LCRAr - 0 Mg2+ +4-AP (100μM) e o 

PSD dos trechos registrados de cada faixa de oscilação durante o período basal. 

 

 

 

 

 

 

 

5.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Devido a estrutura experimental de repetição de medidas, foi utilizado modelos 

de equações de estimações generalizadas (GEE). Para a frequência ictal utilizou-se 

distribuição de Poisson com função de ligação logarítmica. Para a duração dos 

eventos ictais, devido a assimetria observada nos dados, utilizou-se distribuição 

Gama com função de ligação logarítmica. Para todas as demais variáveis foi 

considerado distribuição normal com função de ligação identidade. Os modelos 

tinham os fatores de interesse como preditores (grupo, procedimento, idade e 

hemisfério e suas interações) mais o termo de sexo do animal, que foi considerado 
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apenas para ajuste, sem interações com outros fatores. Os modelos foram ajustados 

através do pacote geepack do software R. As comparações de interesse foram 

realizadas através de contrastes estimados pelo pacote emmeans, adotando-se a 

correção de Bonferroni para compensar as múltiplas comparações. O nível de 

significância foi convencionado como p < 0,05. Todos os dados estão apresentados 

como média com limites inferior e superior e todos os gráficos foram feitos utilizando 

o software GraphPad Prism 8. 

6 RESULTADOS 

 

 

 



37 

7 DISCUSSÃO 

Os principais achados deste trabalho envolvem mudanças no padrão de 

atividade epileptiforme e nas oscilações cerebrais in vitro durante o período da 

adolescência e o início da idade adulta no modelo animal de duplo insulto e nos 

animais WAR.  

 

Quanto às alterações no padrão de atividade epileptiforme, observamos que os 

animais WAR com ou sem microgiria e Wistar com microgiria apresentaram uma 

menor frequência de atividade epileptiforme interictal no hemisfério contralateral no 

período da adolescência (P20-25); os animais com microgiria apresentaram maior 

atividade ictal no hemisfério ipsilateral neste período da adolescência; e a atividade 

epileptiforme interictal diminuiu com a idade em ambos os hemisférios dos animais 

WAR com ou sem microgiria.  

Nas preparações de fatias cerebrais é necessário induzir farmacologicamente 

um aumento da excitabilidade para gerar atividade epileptiforme. O fármaco 4-AP é 

conhecido por induzir atividade epileptiforme por várias horas em fatias cerebrais in 

vitro (AVOLI, 2016; AVOLI, 1987; MATTIA, 1993; PERREAULT, 1992). Para 

investigar as alterações da excitabilidade com mais detalhes no modelo de duplo-

insulto in vitro, a associação de 4-AP + 0 Mg2+ promove uma atividade epilepforme 

estável, permitindo o estudo das características da atividade epileptiforme (RAGOT 

et al., 2021). 

O uso de 4-AP + 0 Mg2+ levou a uma diminuição da frequência da atividade 

epileptiforme interictal nas fatias do hemisfério contralateral de animais WAR com e 

sem microgiria e Wistar com microgiria no período da adolescência (P20-25). 

Entretanto os eventos ictais, nas fatias dos animais WAR e Wistar com microgiria, 

aumentaram em número no hemisfério com microgiria quando comparado com o 

hemisfério contralateral no período da adolescência. Alguns estudos demostram que 

a região paramicrogiral apresenta uma hiperexcitabilidade mediante estimulação 

elétrica local (BELL, 2014; JACOBS, 1996; LUHMANN, 1996), e alguns possíveis 

mecanismos incluem um desequilíbrio local na densidade ou função dos receptores 

GABAérgicos e  receptores glutamatérgicos, conexões sinápticas aberrantes ao 
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redor do microgiro e aumento das aferências excitatórias para a região 

paramicrogiral (ANDRESEN et al., 2014; CAMPBELL; HABLITZ, 2008; DEFAZIO; 

HABLITZ, 2000; HAGEMANN et al., 2003; LUHMANN, 1998; REDECKER et al., 

2000). Em um estudo recente, a utilização somente de 4-AP para induzir atividade 

epileptiforme em fatias de animais Wistar com microgiria não foi capaz de causar 

alterações nos parâmetros de duração e frequência interictal quando comparado 

com as fatias controle (RAGOT et al., 2021). Apesar dos animais com microgiria 

apresentarem uma hiperexcitabilidade paramicrogiral, o aumento da susceptibilidade 

a atividade epileptiforme requer outros fatores além das mudanças na excitabilidade 

regional. Alguns estudos já demonstraram, por exemplo, uma hiper-regulação dos 

transportadores NKCC1 (que transporta cloreto para dentro da célula) e uma 

hiporregulação dos transportadores KCC2 (que transporta cloreto para forla da 

célula) na região paramicrogiral em modelos animais de microgiria e em pacientes 

com MDC, indicando distúrbios na homeostase do cloreto intracelular (FUKUDA, 

2013; SHIMIZU-OKABE et al., 2007). A isoforma 1 do cotransportador Na-K-2Cl 

(NKCC1) e a isoforma 2 do cotransportador K-Cl (KCC2) são os dois principais 

cotransportadores de cátios-cloreto que tem sido implicados na epilepsia (LIU et al., 

2019). O rompimento no equilibrio entre NKCC1 e KCC2 induzido por diferentes 

causas pode resultar na inibição ineficaz da rede neuronal pelos neurônios 

GABAérgicos (MOORE et al., 2017). Durante a aplicação de 4-AP, a ictogênese in 

vitro no córtex entorrinal pode ser abolida pela inibição dos transportadores KCC2 

(CHEN, 2019; HAMIDI, 2015). Além disso, a 4-AP possivelmente também induz 

mudanças na homeostase do cloreto intracelular devido a contribuição dos 

receptores de GABAA na geração dos eventos epileptiformes através da geração dos 

potenciais despolarizantes (AVOLI et al., 1996; GONZÁLEZ et al., 2018; LÉVESQUE 

et al., 2016; LILLIS et al., 2012; UVA et al., 2015). 

As fatias cerebrais dos animais adultos jovens (P35-45) apresentam 

diminuição da frequência interictal e do número de eventos ictais em ambos os 

hemisférios principalmente nos animais WAR com ou sem microgiria quando 

comparado com os animais adolescentes (P20-25). 

O cérebro imaturo é mais suscetível a crises epilépticas do que o cérebro 

maduro e a incidência de crises epilépticas é maior na primeira década de vida em 

humanos (HOLMES, 2005). Este fato também é observado em modelos 

experimentais, com animais jovens apresentando um limiar mais baixo para crise do 
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que animais adultos (HOLMES, 2005). Isso poderia explicar por que os animais no 

início da adolescência tiveram mais atividade ictal que os adultos jovens. Uma série 

de estudos em modelos de MDC sugerem que o insulto provocado pode atrasar a 

maturação do cerébro, incluindo um aumento da resposta da forma imatura dos 

receptores GABAA e NMDA (BANDYOPADHYAY; HABLITZ, 2006; DEFAZIO; 

HABLITZ, 2000). Além disso, evidências demonstram que o atraso no 

desenvolvimento normal do cérebro devido a insultos e o atraso na transição de 

expressão dos transportadores NKCC1 para KCC2, promove um estado celular 

imaturo no qual a transmissão GABAérgica permanece excitatória por um período 

mais longo (SHIMIZU-OKABE et al., 2007; WANG et al., 2014).  

 

Quanto aos padrões de oscilações, observamos que no período da 

adolescência, os animais WAR com microgiria adolescentes (P20-25) apresentaram 

menor potência de oscilações delta, beta e middle gamma corticais no hemisfério 

direito (ipsilateral a lesão) quando comparado com o hemisfério contralateral. 

 Já descrito na literatura, animais com microgiria apresentam perda das 

aferências talamocorticais e diminuição no tamanho das células nos núcleos 

talâmicos (HERMAN et al., 1997; JACOBS, 1999). Em um estudo in vivo, foi 

demostrado que uma lesão completa ou parcial das vias talamocorticais promove a 

redução das oscilações de baixa e alta frequência no córtex (LEMIEUX et al., 2014). 

Também, um estudo com um modelo animal de epilepsia de ausência, lesões no 

tálamo com destruição das vias talamocorticais foram capazes de abolir as ondas de 

7-11 Hz registradas no córtex (SWD – do inglês, spike-wave discharges) (MEEREN 

et al., 2009). Além disso, um estudo in vitro mostrou que fatias de animais com 

microgiria apresentaram redução da amplitude das respostas de potencial de campo 

evocado na área lateral a lesão comparado com o hemisfério contralateral. Este 

estudo também demostrou uma redução do metabolismo da glicose, mensurado 

com [14C]-deoxiglicose, indicando uma atividade sináptica reduzida na região lateral 

ao microgiro (KRAEMER et al., 2001). 

Em relação as diferenças entre hemisférios, assimetrias hemisféricas na 

hiperexcitabilidade cortical já foram demostradas em modelos animais e em 

pacientes com epilepsia (BLUME, 1998; MYSLOBODSKY, 1979). Em modelos 
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experimentais, animais com crises audiogênicas que foram submetidos a kindling 

moderado apresentam diferenças inter-hemisféricas na propensão a epileptogênese, 

com diferenças nas respostas eletrofisiológicas corticais, possivelmente por 

diferenças na propagação da crise audiogênica entre os hemisférios 

(VINOGRADOVA, 2012; VINOGRADOVA, 2010).  

No córtex somatossensorial, os animais WAR com microgiria adultos jovens 

(modelo de duplo insulto) (P35-45) apresentam maior potência das oscilações delta 

no hemisfério ipsilateral ao microgiro e das oscilações teta e beta no hemisfério 

contralateral ao microgiro quando comparado ao grupo controle. Já no tálamo, 

houve aumento da potência das oscilações MG no hemisfério ipsilateral ao microgiro 

nas fatias cerebrias dos animais do modelo de duplo insulto adulto jovens e aumento 

da potência das oscilações SG, MG, FG, ripples e fast ripples no hemisfério direito 

dos animais WAR ao decorrer da idade (comparado com o grupo na idade 

adolescente). 

Nos circuitos neurais maduros, os mecanismos da geração das oscilações 

gama envolvem interações sinápticas entre neurônios glutamatérgicos e 

GABAérgicos, além de junções comunicantes (QUILICHINI et al., 2012; REN et al., 

2015). Porém, as oscilações gama, ripples e fast ripples podem surgir em condições 

epileptogênicas, sinalizando um estado patológico e podem ser um potencial 

biomarcador de redes neuronais patológicas (QUILICHINI et al., 2012; REN et al., 

2015). O aumento da potência das oscilações de alta freqûencia durante o 

desenvolvimento pode ser um preditor da formação das redes neurais patológicas 

(FEDELE et al., 2017; JACOBS, 2020). 

Além disso, a potência das oscilações lentas no tálamo aumentou com a 

idade de forma geral nos grupos. Já a potência das oscilações de alta frequência 

talâmicas aumentou com a idade somente nos animais WAR e WAR-FL.  

Estudos recentes sugerem que a perda da inibição feed-forward no circuito 

corticotalâmico podem ser epileptogênicos (PAZ, 2015). Além disso, lesões corticais 

promovem o início de processos de morte celular cortical e degeneração de axônios 

corticotalâmicos/tálamocorticais. Após lesões no córtex, como por exemplo acidente 

vascular cerebral (AVC), as consequências são vistas a longo prazo, e dependem da 

localização e do tamanho da lesão e da capacidade do cérebro de compensar e 

reorganizar as funções perdidas, e as vezes, levando a epilepsia pós-traumática 

envolvendo o tálamo (PAZ et al., 2010). Por exemplo, um modelo animal de AVC 
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cortical desenvolve epilepsia ao longo do tempo (PAZ et al., 2013). Além disso, após 

acidentes vasculares cerebrais isquêmicos, é observado uma extensa perturbação 

nos ritmos cerebrais, com diminuição das oscilações de alta frequência e evoluindo 

para diminuição de todas as faixas as frequências (FOREMAN, 2012; MÜLLER et 

al., 2021). 

O cérebro imaturo difere do cérebro maduro nos mecanismos básicos de 

epileptogênese, propagação de crises e nas características do EEG (HOLMES, 

1997) e a avaliação quantitativa dos registros eletrofisiológicos in vitro em um 

modelo animal de duplo insulto com microgiria durante o desenvolvimento é 

importante para entender a dinâmica das oscilações geradas pelo córtex 

somatossensorial e pelo tálamo e a relação com a epileptogênese. 

8 CONCLUSÃO 

Nossos achados principais mostram mudanças no padrão de atividade 

epileptiforme e nas oscilações cerebrais in vitro durante o período da adolescência e 

o início da idade adulta no modelo animal de duplo insulto e nos animais WAR. 

Apesar da diminuição da atividade epileptiforme in vitro no modelo animal de duplo-

insulto ser semelhante aos demais animais, o aumento detectado da potência das 

oscilações de alta frequência talâmicas ao decorrer do desenvolvimento pode ser um 

indicador de reorganização patológica de rede neuronal que contribuir para a 

hiperexcitabilidade. Estes achados sugerem que o modelo do duplo insulto pode ser 

muito útil para estudo da dinâmica das oscilações cerebrais, da susceptibilidade à 

atividade epileptiforme e dos mecanismos de epileptogênese durante o 

desenvolvimento. 
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