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RESUMO 

As malformações do desenvolvimento cortical (MDC) ocorrem por ruptura em 

qualquer uma das etapas do desenvolvimento cortical in utero. A polimicrogiria 

(PMG) é uma MDC da organização cortical, na qual há padrões anormais de sulcos 

e giros e a formação de múltiplos microgiros, sendo comumente encontrada em 

pacientes, englobando 20% de todos os diagnósticos de MDC. Estima-se que até 

75% dos pacientes com MDC desenvolvam epilepsias, sendo que cerca de 40% das 

epilepsias na infância refratárias ao tratamento medicamentoso são causadas pelas 

MDC, que causam reorganização da rede neural e aumento da epileptogênese. A 

epileptogênese é um processo progressivo e contínuo de alterações moleculares, 

celulares e de conectividade neural, aumentando a sincronia e causando 

hiperexcitabilidade, levando ao desenvolvimento de crises epilépticas espontâneas. 

Este processo de epileptogênese pode ser primário, desenvolvendo-se no local das 

alterações, e pode tornar-se secundário com recrutamento de circuitos de áreas à 

distância ou até mesmo inter-hemisféricas. O modelo de microgiria induzida por 

criolesão cortical neonatal tem sido amplamente utilizado para investigar a 

epileptogênese relacionada à presença de MDC, porém ele apresenta raras crises 

epilépticas espontâneas, o que torna o uso de um modelo de duplo-insulto, como o 

modelo de microgiria induzida em ratos susceptíveis a crises audiogênicas (WAR-

MDC), uma alternativa para a investigação da epileptogênese nas MDC. Assim, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar parâmetros das oscilações corticais, talâmicas e 

hipocampais interictais in vivo no modelo WAR-MDC, a fim de identificar suas 

relações com os processos de epileptogênese primária e secundária. Para isso, a 

análise quantitativa de registros eletroencefalográficos in vivo foi realizada no 

modelo de duplo-insulto, assim como em animais Wistar com e sem microgiria e em 

animais WAR sem microgiria. Verificou-se que o modelo de duplo-insulto apresenta 

alterações no padrão de oscilações em múltiplas regiões cerebrais, destacando-se a 

diminuição na potência das oscilações teta cortical e hipocampal ipsilateral à 

microgiria e independente da idade, o aumento da potência da oscilação delta nas 

regiões talâmica e hipocampal e a diminuição da potência das oscilações gama no 

hipocampo e no córtex. Estes dados reforçam a possibilidade do uso do modelo de 

duplo-insulto para a investigação do processo de epileptogênese refratária 

associada a MDC. 

Palavras-chave: Malformações do desenvolvimento cortical, Polimicrogiria, Modelo 

de duplo-insulto, Epileptogênese, Oscilações cerebrais. 

  



 
 

ABSTRACT 

Developmental cortical malformations (DCM) are caused by alterations at any step of 

in utero cortical development. Polymicrogyria (PMG) is a DCM of cortical organization 

in which there are unusual patterns of sulci and gyri and the formation of multiple 

microgyria, corresponding to about 20% of all DCM. It is estimated that 75% of 

patients with DCM develop epilepsy. In addition, approximately 40% of refractory 

epilepsies during childhood are caused by DCM associated with the reorganization of 

neural networks and an increase in epileptogenesis. Epileptogenesis is a progressive 

and continuous process of molecular, cellular and neural connectivity alterations, 

leading to an increase in hyperexcitability and synchrony and finally to the 

development of spontaneous seizures. The epileptogenesis process can be primary, 

developed at the site of the brain alteration, but it can become secondary with the 

recruitment of distant circuits at intra- and interhemispheric areas. The model of 

microgyria induced by neonatal cortical freeze-lesion is widely used to investigate the 

epileptogenesis associated with DCM. However, this model shows rare spontaneous 

seizures, which makes the use of a double-hit model an alternative to investigate 

epileptogenesis in DCM. One example of a double-hit model is to induce 

microgyria (DCM) in rats susceptible to audiogenic seizures like the Wistar 

Audiogenic Rats (WAR). Therefore, the objective of this work was to evaluate 

parameters of cortical, thalamic and hippocampal interictal oscillations in vivo in the 

WAR-DCM model in order to identify their relations to primary and secondary 

epileptogenesis processes. The quantitative analysis of in vivo 

electroencephalographic recordings was conducted in the WAR animals as well as in 

Wistar rats with and without microgyria. We were able to observe that the double-hit 

model (WAR-DCM) showed alterations in the oscillation pattern in multiple brain 

regions. Highlights include the diminished power of cortical and hippocampal theta 

oscillations ipsilateral to the microgyria. Regardless of age, increased power of 

thalamic and hippocampal delta oscillation and diminished power of cortical and 

hippocampal gamma oscillation were detected. Our data reinforce the possibility of 

using the double-hit model to investigate the refractory epileptogenesis process 

associated with DCM. 

Keywords: Developmental cortical malformation, Polymicrogyria, Double-hit model, 

Epileptogenesis, Brain oscillations. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 MALFORMAÇÕES DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL 

 

O desenvolvimento e a organização apropriados do córtex cerebral humano 

dependem da regulação altamente precisa de diversas etapas, incluindo a 

proliferação dos progenitores celulares, a diferenciação correta desses progenitores, 

a migração celular e sua organização em camadas, formando uma estrutura 

funcional cortical (GUERRINI; BARBA, 2010; SUBRAMANIAN; CALCAGNOTTO; 

PAREDES, 2020). Neste contexto, as malformações do desenvolvimento cortical 

(MDC) compreendem um conjunto heterogêneo de desordens que resultam na 

perturbação de qualquer uma das etapas do desenvolvimento cortical humano in 

utero (GUERRINI; DOBYNS, 2014; OEGEMA et al., 2020). A classificação das MDC 

baseia-se principalmente no estágio de desenvolvimento mais inicial que é 

perturbado, levando também em conta o panorama genético e alterações em 

exames de imagem vistas nos pacientes, resultando em três principais categorias: 

malformações secundárias à proliferação ou apoptose anormais de neurônios ou 

células gliais; malformações por migração neuronal anormal; e malformações 

secundárias ao desenvolvimento pós-migracional anormal (BARKOVICH et al., 

2012; GUERRINI; DOBYNS, 2014). A Figura 1 traz alguns exemplos de MDC, assim 

como a citoarquitetura envolvida em cada uma delas. 

As alterações anatômicas e funcionais das MDC são heterogêneas, variando 

conforme o período do desenvolvimento afetado, a alteração genética envolvida, a 

severidade do insulto e também fatores ambientais, como infecções intrauterinas 

(DESIKAN; BARKOVICH, 2016; LEVENTER; GUERRINI; DOBYNS, 2008; PANG; 

ATEFY; SHEEN, 2008). Embora não haja consenso quanto à incidência das MDC 

durante a infância, sabe-se que essas desordens são causa comum de atrasos no 

desenvolvimento, paralisia cerebral, autismo e também epilepsias, sendo as 

epilepsias e desordens de funções corticais superiores as manifestações clínicas 

mais comuns das malformações corticais (GUERRINI; BARBA, 2010; OEGEMA et 

al., 2020). Estima-se que até 75% dos pacientes com MDC desenvolvam epilepsias, 

sendo as MDC responsáveis por até 40% das epilepsias manifestadas durante a 

infância que são refratárias aos medicamentos atualmente disponíveis (LEVENTER; 
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GUERRINI; DOBYNS, 2008). Técnicas cirúrgicas de ressecção do foco 

epileptogênico podem beneficiar estes pacientes, porém esta abordagem nem 

sempre é possível, uma vez que a extensão da lesão e a impossibilidade de acesso 

ou identificação das lesões associadas à epileptogênese podem ser fatores que 

tornam o uso destas técnicas pouco eficiente ou inadequado (GUERRINI; BARBA, 

2010). 

 

 

Figura 1. Tipos de MDC e esquematizações de sua apresentação macroscópica, com alterações 

ventriculares e na organização dos giros e sulcos (acima) e microscópica, mostrando modificações na 

estrutura das camadas corticais, na organização dos tipos celulares e na proporção entre as células 

neurais (abaixo). CP: placa cortical; SVZ: região subventricular; VZ: zona ventricular; bRG: glia radial 

basal; aRG: glia radial apical. Adaptado de OSSOLA; KALEBIC, 2022 

 

1.1.1 Displasias corticais focais e polimicrogiria 

Dentre as MDC, as displasias corticais focais (DCF) são comumente vistas 

em crianças, compreendendo anormalidades na estrutura hexalaminar e na 

citoarquitetura cortical e incluindo a presença de citomegalia, células balonadas, 

heterotopia e polimicrogiria (BLÜMCKE et al., 2011) (Figura 2). A hipótese mais 

abordada do desenvolvimento das DCF indica sua origem a partir de anormalidades 

de migração, maturação e morte celular durante a ontogênese, levando a um 

espectro de manifestações histopatológicas e fenotípicas (GUERRINI; BARBA, 

2010). Além disso, as DCF são frequentemente relacionadas a epilepsias refratárias 

em crianças e adultos e também a causa mais comum de epilepsias neocorticais em 

crianças, sendo que o início dessas epilepsias ocorre geralmente nos primeiros anos 

de vida (CRINO, 2015; IFFLAND; CRINO, 2017; WONG-KISIEL et al., 2018). A 

prevalência de DCF em crianças com epilepsias refratárias que passaram por 

Controle Microcefalia Macrocefalia Lissencefalia
Heterotopia

Lissencefalia

Cobblestone
Polimicrogiria

Neurônio

maduro

Neurônio

em migração
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cirurgias para ressecção do foco epileptiforme chega a 75% (PALMINI; 

HOLTHAUSEN, 2013). 

 

 

Figura 2. Elementos citoarquitetônicos encontrados em DCF. Adaptada de SISODIYA et al., 2009 

 

A polimicrogiria (PMG), por sua vez, é considerada uma desordem da 

organização cortical, compreendendo perturbações na migração neuronal e na 

estrutura laminar cortical (BARKOVICH, 2010). Como resultado, há a fusão de 

camadas corticais mais internas, espessamento cortical, padrões anormais de sulcos 

e giros e a formação de múltiplos microgiros no local da lesão (STUTTERD; 

LEVENTER, 2014). Dentre as malformações corticais, a PMG é a mais comumente 

encontrada em pacientes, englobando 20% de todos os diagnósticos de MDC 

(STUTTERD; LEVENTER, 2014). 

A PMG varia quanto às manifestações clínicas e à abrangência das lesões, 

podendo ser focal, multifocal ou difusa, e pode afetar qualquer região cortical de 

forma uni ou bilateral, sendo mais comumente encontrada no lobo frontal 
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Micróglia

Neurônios
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Micróglia ativada

Neurônios
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(BARKOVICH, 2010). As manifestações clínicas incluem atrasos no 

desenvolvimento, hemiparesias e epilepsias, sendo a PMG uma lesão altamente 

epileptogênica: a incidência de epilepsias em pacientes com esta malformação 

cortical é de até 87%, dependendo da extensão e da gravidade das lesões, sendo 

que até 65% dos pacientes apresenta epilepsias refratárias com início durante 

idades tenras (MAILLARD; RAMANTANI, 2018; SHAIN et al., 2013; WANG et al., 

2016). Assim como para pacientes com epilepsias refratárias associadas a outras 

MDC, a ressecção cirúrgica do foco epileptogênico é uma alternativa de manejo 

clínico. Porém, a condução de pacientes com PMG ao tratamento cirúrgico esbarra 

em muitos desafios, como a extensão da malformação e a coexistência de córtex 

epileptogênico e funcional na área da lesão (MAILLARD; RAMANTANI, 2018). Além 

disso, dentre os pacientes que passam pelo procedimento cirúrgico, os desfechos 

são variados, sendo que apenas 33% dos pacientes apresentam redução 

significativa no número de crises e muitos não apresentam melhoras (WANG et al., 

2016). 

 

1.2 OSCILAÇÕES CEREBRAIS E EPILEPTOGÊNESE 

 

As oscilações são fenômenos cerebrais dinâmicos que representam a 

atividade cooperativa de um grupo de células excitáveis, principalmente neurônios 

(BUZSÁKI, 2006). Elas são detectadas através do eletroencefalograma (EEG), que 

realiza a medida de potenciais extracelulares, ou campos elétricos, gerados pelo 

somatório dos fluxos de corrente iônica através das membranas excitáveis 

(BUZSÁKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). No cérebro de mamíferos, oscilações já 

foram registradas na faixa de 0,05 a 500 Hz         ; DRAGUHN, 2004), e, de 

uma forma geral, elas são separadas em distintas faixas de frequência. No córtex de 

roedores, foram caracterizadas, dentre outras, as oscilações delta (1 – 4 Hz), teta (3 

– 10 Hz), gama (30 – 80 Hz) e oscilações de alta frequência (HFOs), também 

chamadas ripples (80 – 200 Hz) (PENTTONEN, 2003). Essas faixas de frequência 

podem sofrer pequenas alterações no seu intervalo conforme o experimento 

realizado ou ser mais profundamente divididas em intervalos menores e são distintas 

das encontradas no cérebro humano, embora as diferenças sejam pequenas e não 
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escapem dos intervalos supracitados. A Figura 3 traz uma representação das 

oscilações cerebrais, na qual podemos ver sua ritmicidade. 

 

 

Figura 3. Representação das oscilações cerebrais após decomposição de um traçado de 

eletroencefalograma. Adaptada de PASQUETTI, 2019 

 

A geração das oscilações cerebrais depende da atividade de diferentes tipos 

celulares. A importância de interneurônios inibitórios que regulam a atividade de 

neurônios piramidais através de projeções GABAérgicas é reconhecida em várias 

regiões encefálicas, como no hipocampo e no neocórtex como um todo 

(ANTONOUDIOU et al., 2020; KLAUSBERGER; SOMOGYI, 2008), e é fundamental 

para a geração das oscilações teta (BUZSÁKI, 2002), gama (ANTONOUDIOU et al., 

2020; CSICSVARI et al., 2003) e ripples (BRAGIN et al., 2002). Devido às 

propriedades da condução de volume, eletrodos de EEG registram 

fundamentalmente potenciais extracelulares restritos a regiões cerebrais próximas 

do contato, no geral das camadas mais superficiais do córtex, o que torna difícil 

distinguir de qual região especificamente as oscilações são originárias e também 

impossibilita o registro de regiões mais profundas (GELINAS et al., 2016). Em 

experimentos que buscam o registro de regiões encefálicas isoladas ou profundas, é 

possível realizar a implantação de eletrodos de profundidade em coordenadas 

específicas, o que permite um registro mais restrito da região de interesse, como 

regiões hipocampais ou corticais ou núcleos específicos do tálamo, por exemplo. 

Delta

(1-4Hz)

Teta

(4-12Hz)

Gama lento
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As funções das oscilações cerebrais são geralmente exploradas de forma 

individual, ou seja, cada faixa de frequência é, na maioria dos casos, estudada de 

forma isolada das demais e em determinadas estruturas cerebrais         ; 

DRAGUHN, 2004). Porém, na análise das oscilações como um todo, sabe-se que as 

diferentes faixas de frequência da atividade cerebral são importantes para coordenar 

a resposta a diferentes inputs e selecionar aqueles em determinadas frequências, 

para a criação de assembleias neuronais com sincronia baseada no acoplamento de 

oscilações, para a consolidação de informações e para a representação de 

diferentes informações por um mesmo neurônio, no qual cada informação é 

“armazenada” em uma fase de determinada oscilação         ; DRAGUHN, 

2004). 

Além do papel geral das oscilações cerebrais, cada faixa de frequência 

parece estar associada a diferentes funções encefálicas, períodos de atividade 

cerebral e momentos do ciclo circadiano. A oscilação delta, que ocorre de forma 

fisiológica nas fases mais tardias do sono anterior à fase de movimento rápido dos 

olhos (sono NREM), tem implicações no processo de “esquecimento” de memórias 

(KIM; GULATI; GANGULY, 2019) e também está envolvida em processos cognitivos 

 GÜNTE  N;  AŞAR, 2016). A oscilação teta, proeminente no hipocampo 

(BUZSÁKI, 2002), está envolvida em uma gama de processos cognitivos e 

sensoriais, como aquisição e consolidação de memórias, manutenção da atenção e 

integração sensório-motora   ARA AŞ, 2020). A oscilação gama, por sua vez, 

participa do processamento de informações, da manutenção de memórias e da 

percepção (HERRMANN et al., 2016), além de participar do processo de 

movimentação ativa (BLENKINSOP; ANDERSON; GURNEY, 2017). Oscilações 

ripples, com frequências mais altas e correspondendo aos eventos mais síncronos 

no cérebro de mamíferos (BUZSÁKI, 2015), estão fortemente relacionadas à 

recuperação e reaquisição de memórias (SOSA; JOO; FRANK, 2020) e aos 

processos de planejamento e tomada de decisões (BUZSÁKI, 2015). 

Além do seu envolvimento em diferentes funções e processos cerebrais, as 

oscilações também diferem quanto a sua localização e proeminência em diferentes 

regiões encefálicas. No hipocampo, por exemplo, as oscilações mais comumente 

encontradas em registros eletroencefalográficos são teta, gama e ripples, devido ao 

seu papel na consolidação e no processamento de memórias (COLGIN, 2016). O 

tálamo, sendo uma região de suma importância para o controle da transmissão de 
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informações para várias regiões corticais (STERIADE; MCCORMICK; SEJNOWSKI, 

1993), está envolvido na geração de ritmos ligados tanto a estados de vigília quanto 

de sono, como sleep spindles e oscilações delta (FOGERSON; HUGUENARD, 2016; 

STERIADE; MCCORMICK; SEJNOWSKI, 1993). 

Dada a sua importância em diversos processos fisiológicos envolvendo redes 

neuronais, alterações no padrão de atividade elétrica cerebral, e consequentemente 

nas oscilações cerebrais, estão envolvidas em diversas patologias do Sistema 

Nervoso Central, incluindo as epilepsias (HORSTMANN et al., 2010). A 

epileptogênese é um processo no qual uma rede neuronal cerebral, cujo 

funcionamento prévio era normal, passa por alterações funcionais a partir de um 

insulto inicial, tornando-se mais suscetível à geração de crises epilépticas 

espontâneas (PITKÄNEN et al., 2015). Ela pode ser dividida em epileptogênese 

primária, em que há a alteração permanente da rede cortical neuronal que traz a 

susceptibilidade a gerar crises epilépticas, e secundária, que envolve modificações 

adicionais que levam ao aumento da frequência e da severidade das crises 

espontâneas (BEN-ARI; DUDEK, 2010). O processo da epileptogênese não é 

instantâneo, e sim progressivo e contínuo: a frequência das crises epilépticas 

espontâneas aumenta em função do tempo a partir do início da epileptogênese 

(KADAM et al., 2010).  

Além de ser um processo contínuo, a epileptogênese parece ser um processo 

multifatorial, que segue uma “cascata” de eventos com uma sequência temporal, a 

qual é dividida em três fases: a fase aguda, que ocorre entre minutos e dias após o 

insulto e envolve a ativação de alguns genes imediatos, alterações pós-

translacionais em receptores e canais iônicos e a ativação de canais iônicos; 

subaguda, que ocorre de horas a dias após o insulto inicial e engloba a morte 

neuronal, processos inflamatórios e alterações na transcrição gênica; e crônica, que 

pode durar de dias a meses e inclui neurogênese, gliose e a reorganização de redes 

neuronais (JENSEN, 2009; MUKHTAR, 2020; RAKHADE; JENSEN, 2009). 

Há grande interesse na compreensão da epileptogênese, pois intervenções 

durante este processo podem ser benéficas para impedir o desenvolvimento de 

epilepsias que surgem após um insulto conhecido. Uma intervenção ideal seria 

capaz de reverter alterações patológicas envolvidas na epileptogênese, e o ponto de 

intervenção dependeria da avaliação individual de cada paciente para definir em que 

momento do processo ele está (PITKÄNEN; LUKASIUK, 2011). Estudos já foram 
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conduzidos com medicamentos antiepilépticos utilizados frequentemente como 

tratamento clínico (PITKÄNEN; LUKASIUK, 2011), porém seu uso como prevenção 

ao desenvolvimento das epilepsias esbarra em alguns fatores, como as diferenças 

entre os mecanismos de epileptogênese e ictogênese (ENGEL; PITKÄNEN, 2020). 

Assim, a busca de biomarcadores do processo de epileptogênese faz-se necessária 

para descobrir potenciais alvos terapêuticos (ENGEL; PITKÄNEN, 2020). 

Nesse sentido, biomarcadores eletrofisiológicos são promissores no contexto 

da epileptogênese, e muitos estudos com modelos animais de epilepsias e também 

em pacientes com traumas ou outras lesões com potencial epileptiforme tiveram 

como enfoque alterações eletrofisiológicas prévias ao surgimento das primeiras 

crises epilépticas espontâneas nesses modelos. Dentre estes candidatos a 

biomarcadores estão tanto o padrão quanto a quantidade de HFOs, os quais 

apresentam-se alterados em áreas epileptogênicas em comparação ao tecido 

cortical saudável (BRAGIN; WILSON; ENGEL, 2000; KERBER et al., 2014). Além 

das HFOs, evidências sugerem que alterações na dinâmica das oscilações teta 

também têm potencial como biomarcadores, uma vez que vários modelos animais 

de epilepsias apresentam alterações neste ritmo (MILIKOVSKY et al., 2017). 

 

1.2.1 Epileptogênese e MDC 

Embora muitos estudos em pacientes e modelos animais tenham explorado 

vários mecanismos para tentar explicar o fenômeno da epileptogênese em MDC, em 

especial nas FCD, como esse processo acontece ainda é uma questão em debate 

(KUZNIECKY, 2015). Em pacientes com diferentes MDC, foi demonstrado que 

existem anormalidades na expressão de transportadores de íons cloreto (Cl-) no 

córtex lesionado, que contribuem à hiperexcitabilidade vista no tecido lesionado e à 

função despolarizante do neurotransmissor GABA, semelhante ao que é visto em 

neurônios imaturos (ARONICA et al., 2007). Além disso, alterações no sistema 

GABAérgico também foram detectadas no tecido lesionado, incluindo diminuição de 

interneurônios que expressam  parvalbumina (ALONSO-NANCLARES, 2004). As 

células neuronais com anormalidades morfológicas encontradas nas FCD também 

apresentam anormalidades eletroencefalográficas, como correntes de Ca+2 

aberrantes e alterações em propriedades intrínsecas, como na resistência de input 

(CEPEDA et al., 2003). 
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Como discutido acima, a região que circunda a malformação cortical também 

apresenta hiperexcitabilidade e pode também ser responsável pela epileptogênese 

(MARIN-VALENCIA; GUERRINI; GLEESON, 2014). O córtex adjacente à 

malformação também apresenta alterações no sistema GABAérgico semelhantes às 

vistas no córtex envolvido na MDC (ALONSO-NANCLARES, 2004), e células 

aberrantes no córtex lesionado, como as células balonadas, que não apresentam 

alterações eletrofisiológicas e parecem “silentes”, podem induzir uma reorganização 

sináptica que aumenta o número de inputs sinápticos nos neurônios normais do 

córtex adjacente, o que contribuiria para a hiperexcitabilidade vista também nesta 

região (CEPEDA et al., 2003; MARIN-VALENCIA; GUERRINI; GLEESON, 2014). 

 

1.3 MODELO ANIMAL DE MALFORMAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO 

CORTICAL: MICROGIRIA INDUZIDA POR CRIOLESÃO CORTICAL 

 

As MDC podem resultar tanto de fatores ambientais quanto genéticos, sendo 

então multifatoriais (WONG; ROPER, 2016). Sendo assim, modelos animais de 

malformações corticais foram desenvolvidos através da indução de mutações em 

genes específicos ligados a diferentes etapas do desenvolvimento cortical, insultos 

intrauterinos que perturbam o desenvolvimento fetal e intervenções peri e pós-natais 

(CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 1999). 

Um dos modelos animais para o estudo das MDC foi desenvolvido, no ano de 

1977, por Dvorák e Feit, e consiste na indução de uma lesão necrótica no córtex 

cerebral de ratos recém-nascidos (entre os dias pós-natal (P) 0 e 1) através do toque 

de um probe metálico congelado em nitrogênio líquido  DVOŘÀ ; FE T, 1977). Essa 

criolesão resulta na perda da estrutura laminar cortical, que passa a apresentar 

quatro camadas ao invés de seis no local da lesão, e na formação de microgiros 

com estrutura semelhante à encontrada nos pacientes com PMG  DVOŘÀ ; FE T, 

1977; DVOŘÀ ; FE T; J R N OV , 1978; W LL AM ; FERRANTE; CAV NE  , 

1976). 

O modelo de criolesão cortical tem sido amplamente utilizado para investigar 

a epileptogênese relacionada à presença de MDC (CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 

1999). Estes estudos mostram que a região cortical que circunda os microgiros 

apresenta hiperexcitabilidade e padrões anormais de atividade síncrona capaz de se 
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propagar para outras regiões corticais próximas (JACOBS; GUTNICK; PRINCE, 

1996; LUHMANN et al., 1998), embora o córtex displásico envolvido no microgiro em 

si não tenha sido encontrado como sendo o foco dessa atividade anormal 

(CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 1999). A origem e a propagação dessa atividade 

hiperexcitatória estão ligadas ao envolvimento e à hiperativação de receptores 

glutamatérgicos dos tipos N-metil-D-aspartato (NMDA) e ácido a-amino-3-hidroxi-5-

metilisoxazol-4-propiônico (AMPA) (LUHMANN et al., 1998), à redução da densidade 

de interneurônios que expressam parvalbumina e somatostatina na região do 

microgiro (PATRICK; CONNORS; LANDISMAN, 2006; ROSEN, 1998), ao prejuízo 

em projeções inibitórias em camadas corticais adjacentes ao microgiro (JIN; JIANG; 

PRINCE, 2014) e à reorganização de conexões córtico-corticais e projeções 

talâmicas aos neurônios na região da malformação devido à ausência de seus alvos 

naturais, os neurônios das camadas mais profundas que foram perdidas durante a 

indução do microgiro (GIANNETTI et al., 2000; JACOBS; PRINCE, 2005). 

Apesar da hiperexcitabilidade encontrada nas áreas adjacentes aos 

microgiros e da demonstração de que o modelo animal de microgiria induzida por 

criolesão é mais suscetível a crises epilépticas induzidas por alguns agentes, como 

por hipertermia (SCANTLEBURY et al., 2004), estes animais apresentam raras 

crises epilépticas espontâneas de natureza eletrográfica ou comportamental (GIBBS 

et al., 2008; KELLINGHAUS et al., 2007). Assim, embora este modelo animal seja 

capaz de replicar com bastante similaridade os aspectos histológicos e funcionais da 

organização cortical microgiral vista em pacientes com PMG, ele não é capaz de 

replicar uma das manifestações clínicas mais encontradas em pacientes com essa 

malformação cortical (LUHMANN, 2016). 

 

1.4 MODELO ANIMAL DE DUPLO INSULTO: MICROGIRIA EM RATOS DA 

LINHAGEM WISTAR AUDIOGENIC RATS (WAR) 

 

Frente à alta prevalência de epilepsias em pacientes com MDC e ao fato do 

modelo animal de microgiria induzida por criolesão cortical em apresentar raras 

crises epilépticas espontâneas, tem sido proposto o uso de modelos animais com 

um insulto adicional. Esta hipótese do “duplo-insulto” sugere que a combinação de 

dois fatores é necessária para que o cérebro em desenvolvimento apresente um 
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processo significativo de epileptogênese (AUVIN et al., 2010). Sendo um dos 

insultos a própria microgiria induzida por criolesão cortical, o segundo insulto poderia 

ser realizado, por exemplo, pela indução de inflamação ou de crises por hipertermia, 

que simulam crises febris (AUVIN et al., 2010; HAMELIN et al., 2014; 

SCANTLEBURY et al., 2004). 

O modelo animal de duplo-insulto também pode ser realizado pela associação 

da microgiria induzida por criolesão cortical a uma linhagem de animais já 

suscetíveis a crises epilépticas, como no caso da linhagem Wistar Audiogenic Rats 

(WAR). Os animais WAR compõem uma linhagem selecionada de ratos Wistar que 

apresentam susceptibilidade a crises induzidas por um estímulo auditivo agudo ou 

crônico, desenvolvida no Laboratório de Neuroetologia da Escola de Medicina de 

Ribeirão Preto na Universidade de São Paulo (DORETTO et al., 2003; GARCIA-

CAIRASCO; UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017). Estima-se que 10% dos 

animais Wistar sejam geneticamente suscetíveis a crises audiogênicas (GARCIA-

CAIRASCO; UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017); estes animais apresentam 

crises de comportamento estereotipado após serem expostos, na idade adulta, a 

sons de intensidade variando entre 110 e 120 dB e de frequências entre 5000 e 

20000 Hz. Os animais que apresentam crises do tipo tônico-clônicas generalizadas, 

de maior severidade, são escolhidos para reprodução (GARCIA-CAIRASCO; 

UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017), e os casais são formados entre irmãos e 

irmãs, formando uma linhagem isogênica de animais suscetíveis a crises 

audiogênicas, e essa susceptibilidade é mantida durante várias gerações 

(DORETTO et al., 2003). As crises audiogênicas originam-se principalmente da 

hiperativação de estruturas do tronco encefálico relacionadas à audição, como os 

colículos superior e inferior e a formação reticular (CUNHA et al., 2020; DORETTO 

et al., 2009; GARCIA-CAIRASCO, 2002), enquanto que sua manifestação motora e 

comportamental é coordenada principalmente pela substantia nigra, que controla a 

integração sensoriomotora necessária para expressar as crises audiogênicas 

(GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI, 1991). 

Os animais WAR possuem alterações celulares e eletrofisiológicas em 

regiões prosencefálicas, e não somente nas áreas do tronco encefálico envolvidas 

na audição. No hipocampo, por exemplo, os neurônios piramidais de animais WAR 

são mais hiperpolarizados, recebem menos inputs mediados pelo ácido γ-

aminobutírico (GABA), que é um neurotransmissor inibitório, e apresentam 
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alterações na cinética de correntes inibitórias pós-sinápticas (CIPS) (CUNHA et al., 

2018; DRUMOND et al., 2011). Em outro modelo animal também geneticamente 

suscetível a crises audiogênicas, o envolvimento de regiões talâmicas, 

especialmente do núcleo geniculado medial, na geração e nas características das 

crises audiogênicas, foi caracterizado, tendo estas regiões um aumento no número 

de disparos durante o estímulo auditivo e implicação direta na severidade das crises 

manifestadas pelos animais  N’GO EMO; FA NGOLD, 1997). 

Assim, a associação entre o uso de animais geneticamente suscetíveis a 

crises audiogênicas e a indução da microgiria por criolesão cortical (WAR-MDC) 

como um modelo de duplo-insulto pode ser uma alternativa para o estudo do 

processo de epileptogênese associado às malformações corticais. 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

As MDC são uma das principais causas de epilepsias refratárias em crianças 

(HAUPTMAN; MATHERN, 2012; LERNER et al., 2009). Apesar de muitos estudos 

focarem na função sináptica das regiões displásicas, os microcircuitos neoformados, 

os fatores que podem aumentar a susceptibilidade às crises epilépticas (como um 

segundo insulto), os mecanismos envolvidos na epileptogênese secundária e os 

preditores ictais ainda são pouco compreendidos. Entender estes mecanismos 

modulatórios poderá ajudar no desenvolvimento de novas terapias para estas 

alterações altamente epileptogênicas. Portanto, dados provenientes da avaliação 

quantitativa detalhada dos registros eletrofisiológicos in vivo em modelos animais 

são promissores para obter um melhor conhecimento tanto dos mecanismos como 

dos fatores de epileptogênese primária e secundária. 

 

3 HIPÓTESE 

 

Sabemos que a organização da rede neural é importante para a manutenção 

dos ritmos cerebrais e que, em pacientes com MDC, há um rearranjo da estrutura 

das redes neurais, o qual se estende além da região do microgiro (HONG et al., 

2017). Portanto, nossa hipótese é que a reorganização na rede neural nas MDC 

durante o desenvolvimento, intensificada por um insulto secundário, aumenta a 

interação entre a microcircuitaria local, resultando em alterações nas oscilações 
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hipocampais, corticais e talâmicas e causando uma ruptura na rede sináptica, o que 

favorece os processos de epileptogênese primária e secundária. 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 GERAIS 

No presente trabalho, pretendemos avaliar parâmetros das oscilações 

corticais, talâmicas e hipocampais interictais in vivo em um modelo animal de duplo 

insulto (WAR-MDC), a fim de identificar suas relações com os processos de 

epileptogênese primária (no local do insulto) e secundária (envolvendo outras áreas 

cerebrais) no modelo. 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

1) Analisar o perfil eletroencefalográfico de animais Wistar e WAR, com 

microgiria ou não, em dois períodos de desenvolvimento (juvenil e adolescente), em 

três estruturas encefálicas (córtex somatossensorial, núcleo ventral posteromedial 

do tálamo e região CA1 do hipocampo) e em ambos hemisférios cerebrais (ipsi e 

contralateral à lesão), a fim de caracterizar os modelos de duplo insulto e de único 

insulto (WAR ou microgiria) quanto à epileptogenicidade; 

2) Investigar a progressão da epileptogênese primária de acordo com a faixa 

etária dos animais Wistar e WAR, dentro de uma mesma estrutura encefálica; 

3) Verificar a presença de epileptogênese secundária, relacionando 

alterações encontradas entre os hemisférios ipsi e contralateral à lesão em uma 

mesma estrutura encefálica. 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 ANIMAIS 

 

O manuseio e todos os procedimentos dos animais experimentais, incluindo o 

procedimento de eutanásia, envolveram o mínimo de desconforto ou sofrimento e 

foram realizados estritamente de acordo com as recomendações da Sociedade 
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Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA), 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). 

A aprovação do projeto junto ao CEUA-UFRGS foi obtida em Julho/2019, sob o nº 

37310. 

Foram utilizados animais Wistar adultos, machos e fêmeas, obtidos do 

Biotério do Departamento de Bioquímica – UFRGS, assim como animais adultos, 

machos e fêmeas, da linhagem WAR, provenientes do Biotério Especial de criação 

desta linhagem localizado no Campus da Universidade de São Paulo (USP) em 

Ribeirão Preto. Os animais de ambas as linhagens foram mantidos em condições 

padrão de biotério, em ambiente controlado por fotoperíodo (ciclo claro/escuro de 

12h, com luzes acesas às 7h e apagadas às 19h), com temperatura regulada em 22 

± 2°C e com água e alimentação (ração comercial) ad libitum. 

De acordo com a linhagem utilizada, a presença ou não de lesão por 

congelamento e a idade avaliada, explicados abaixo, os animais foram divididos em 

oito grupos: Wistar-Sham-Juv (animais Wistar juvenis sem criolesão, n = 4 machos e 

4 fêmeas); Wistar-Sham-Ado (animais Wistar adolescentes sem criolesão, n =3 

machos e 3 fêmeas); Wistar-MDC-Juv (animais Wistar juvenis com criolesão, n = 4 

machos e 4 fêmeas); Wistar-MDC-Ado (animais Wistar adolescentes com criolesão, 

n = 2 machos e 4 fêmeas); WAR-Sham-Juv (animais WAR juvenis sem criolesão, n = 

2 machos e 3 fêmeas); WAR-Sham-Ado (animais WAR adolescentes sem criolesão, 

n = 3 machos e 4 fêmeas); WAR-MDC-Juv (animais WAR juvenis com criolesão, n = 

5 machos e 3 fêmeas); e WAR-MDC-Ado (animais WAR adolescentes com criolesão 

n = 5 machos e 3 fêmeas). 

 

5.2 INDUÇÃO NA MICROGIRIA POR CRIOLESÃO CORTICAL 

 

O protocolo de indução da criolesão cortical foi realizado em ratos neonatos 

de ambos os sexos, entre P0 ou P1 (LUHMANN, 2016), na Sala de Cirurgia do 

Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS). Para isso, os animais foram inicialmente anestesiados por hipotermia, um 

dos métodos recomendados na literatura para anestesia de curta duração em 
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neonatos (ANDRESEN et al., 2014; ARMBRUSTER et al., 2014; CHU; PARADA; 

PRINCE, 2009; PATRICK; CONNORS; LANDISMAN, 2006; SHIMIZU-OKABE et al., 

2007) devido à segurança e ao fato de que, em idades tenras, roedores são 

funcionalmente poiquilotérmicos, ou seja, sua taxa de metabolismo é equivalente à 

temperatura ambiente (HUSS et al., 2016; PHIFER; TERRY, 1986). Além disso, 

devido ao pequeno tamanho dos filhotes, o resfriamento da superfície do corpo 

possibilita o resfriamento rápido também dos órgãos no seu interior, e os neonatos 

são capazes de suportar temperaturas abaixo de 1°C por períodos extensos de 

tempo (PHIFER; TERRY, 1986). A indução da hipotermia se dá pela imersão de 

copos de Becker forrados com papel em caixas de isopor contendo gelo. Os filhotes 

são colocados dentro destes copos durante no máximo 10 minutos e retirados após 

averiguação da anestesia a partir da imobilidade e da ausência de reflexos. 

A criolesão cortical foi realizada de forma unilateral no hemisfério direito, na 

região aproximada do córtex somatossensorial. Para isso, inicialmente realizou-se 

uma incisão com bisturi à direita da linha média, o que expõe o crânio do animal. Um 

probe metálico em forma de tridente, previamente imerso em nitrogênio líquido, foi 

posto em contato com a região exposta do crânio do animal durante 20 segundos, 

com a aplicação de leve pressão, e após a limpeza do corte, a pele foi suturada pelo 

uso de cola cirúrgica (Dermabond® - Ethicon®, Johnson & Johnson). Após, o 

neonato foi colocado em uma placa aquecedora, com temperatura semelhante à do 

ninho (por volta de 33°C), até completa recuperação e secagem da sutura, quando 

então foi devolvido ao cuidado materno. 

Para os animais dos grupos Sham, todos os procedimentos foram 

semelhantes aos dos animais lesionados, porém o probe estava em temperatura 

ambiente. 

 

5.3 ELETROFISIOLOGIA IN VIVO 

 

Os registros eletrofisiológicos in vivo foram realizados em dois períodos de 

desenvolvimento distintos, considerando animais juvenis (entre P25 e P30) e 

adolescentes (entre P35 e P45) (BURKE; MICZEK, 2014). Para fornecer tempo de 

recuperação suficiente e respeitar a data do desmame dos animais (em P21), as 

cirurgias de implantação dos eletrodos foram realizadas preferencialmente no dia do 
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desmame e, se possível, o mesmo animal teve sua atividade cerebral registrada nos 

dois períodos de desenvolvimento considerados. Alguns animais tiveram registros 

nos dois períodos de estudo (tanto na idade juvenil quanto na adolescente), 

enquanto outros apenas no primeiro ou no segundo período (somente na idade 

juvenil ou adolescente). Para os animais que tiveram registros de EEG somente no 

período da adolescência, os eletrodos foram implantados após P30 e os registros 

foram programados de forma a possibilitar cinco dias de recuperação da cirurgia de 

implantação de eletrodos (entre P35 a P45). 

A Figura 4A traz uma linha do tempo com um resumo dos procedimentos 

realizados em cada dia pós-natal. 
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Figura 4. (A) Linha do tempo experimental. 

 

5.3.1 Implantação dos eletrodos 

Para a cirurgia de implantação dos eletrodos, cada animal, em P21 ou pelo 

menos cinco dias antes do primeiro registro eletrofisiológico, foi anestesiado por via 

intraperitoneal (i.p.) com cetamina (60 – 90 mg/kg) e xilazina (5 – 10 mg/kg) 

(UFRGS, 2013). Após confirmação da anestesia devido à falta do reflexo de retirada 

da pata, cada animal recebeu uma dose de anti-inflamatório (Meloxicam, 2 mg/kg, 

por via subcutânea), anestésico local na região dorsal da cabeça (Lidocaína, 7 

mg/kg, por via subcutânea) e antibiótico (Tilosina, 10 mg/kg, por via subcutânea). 

Após, o animal foi cuidadosamente posicionado em um aparelho estereotáxico, o 

crânio foi exposto através de uma incisão realizada com bisturi aproximadamente na 

linha média sagital do crânio e nove pequenos orifícios foram feitos com o auxílio de 

uma broca odontológica. Seis orifícios foram utilizados para o posicionamento de 

eletrodos de profundidade, construídos com fio de tungstênio, de forma bilateral, 

seguindo coordenadas específicas de acordo com as estruturas encefálicas de 

interesse: dois na região do córtex somatossensorial (- 2,10 mm AP, ± 5,20 mm LL, - 

2,30 mm DV), dois na região do núcleo ventral posteromedial (VPM) do tálamo (- 

3,00 mm AP, ± 3,00 LL, - 6,00 mm DV) e dois na região CA1 do hipocampo (- 4,50 
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mm AP, ± 3,00 mm LL, - 2,80 mm DV) (PAXINOS; WATSON, 2007). Os três demais 

orifícios foram destinados à implantação de um eletrodo de referência, na região 

occipital, e dois parafusos para aterramento e para fixação do capacete. Depois de 

posicionados, os eletrodos e parafusos foram fixados com cimento acrílico dentário 

e, ao fim do procedimento, o animal foi cuidadosamente retirado do aparelho 

estereotáxico e monitorado até recuperação completa da anestesia. 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados na Sala de Cirurgia do 

Departamento de Bioquímica da UFRGS. Após a cirurgia, os animais foram alojados 

de forma individual em caixas-moradia de acrílico (41x34x16 cm) para sua 

recuperação na Sala do Pós-Operatório no Biotério do Departamento de Bioquímica 

da UFRGS, onde permaneceram até o final dos experimentos. Nos dois dias 

subsequentes à cirurgia, os animais receberam também doses diárias de anti-

inflamatório (Meloxicam, 2 mg/kg de forma subcutânea), e, durante todo o tempo de 

experimentação, os animais foram cuidadosamente monitorados diariamente. 

 

5.3.2 Registros eletrofisiológicos in vivo (vídeo-EEG) 

No dia do registro eletrofisiológico in vivo associado ao monitoramento por 

vídeo (vídeo-EEG), feito individualmente para cada animal, a caixa-moradia foi 

transportada para uma caixa de observação, na qual os eletrodos implantados foram 

conectados a um amplificador (MAP-32, Plexon, Inc.), sendo o animal livre para se 

movimentar. A atividade eletrofisiológica e o comportamento do animal foram 

registrados durante períodos de 3h consecutivas por dia de registro, a fim de avaliar 

a progressão temporal do efeito da presença do duplo-insulto nas oscilações 

cerebrais das estruturas encefálicas de interesse. 

A análise detalhada da densidade da potência espectral (PSD do inglês: 

power spectrum density) das frequências no EEG foi realizada através de rotinas 

customizadas no software MATLAB (Mathworks Inc.). Os sinais de EEG foram 

filtrados entre 0,1 – 500 Hz e digitalizados a 1 kHz para análise quantitativa, a qual 

foi realizada utilizando a função pwelch com uma janela de hamming de 4 s, com 

50% de sobreposição. A decomposição de frequências foi realizada através da 

função spectrogram, que usa uma transformada de Fourier para fornecer um valor 

representativo da quantidade de determinada faixa de frequência em um 

determinado trecho do registro de EEG. O sinal decomposto foi quantificado em 
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cinco faixas de frequência: delta (1 – 4 Hz), teta (4 – 12 Hz), gama lento (30 – 50 

Hz), gama médio (65 – 90 Hz) e gama rápido (90 – 150 Hz). 

Após a decomposição, também foi realizada a remoção de componentes 

aperiódicos, os quais ocorrem juntamente às oscilações que identificamos no EEG, 

porém não possuem origem em um processo regular e rítmico (DONOGHUE et al., 

2020) e, no presente trabalho, precisam ser separados dos componentes periódicos, 

que são as oscilações em si. Em dados neurais, este componente aperiódico possui 

uma distribuição 1/f – uma curva 1/f foi então calculada para cada faixa de 

frequência, considerando valores de potência ao redor da faixa de interesse, e 

subtraída do sinal bruto, a fim de normalizar os traçados e isolar o componente 

periódico de cada oscilação (SCHEFFZÜK et al., 2013). A Figura 4D ilustra o 

processamento do sinal realizado em cada um dos traçados. 

Para as análises quantitativas, foram selecionados, por registro de EEG, 

múltiplos trechos de 30 s de duração, os quais estavam localizados pelo menos três 

minutos afastados de qualquer atividade epileptiforme e que foram correlacionados, 

a partir da análise de vídeo, a momentos de vigília e imobilidade do animal, a fim de 

excluir alterações no EEG por movimentos musculares ou alterações de padrão 

devido a ciclos de sono. 

Fez-se um esforço para que o mesmo animal fosse registrado tanto durante o 

período Juvenil quanto Adolescente, porém nem todos os animais possuem registros 

em ambos os períodos de desenvolvimento. Além disso, os animais também foram 

registrados sempre dentro de um mesmo turno (manhã ou tarde, durante o período 

claro), a fim de remover vieses ligados ao ciclo circadiano. 

 

5.4 ANÁLISES HISTOLÓGICAS 

 

Imediatamente após o final do período de registros, os animais foram 

eutanasiados a partir da inalação do anestésico isoflurano, com posterior 

decapitação via guilhotina para remoção dos cérebros, os quais foram fixados em 

paraformaldeído 4% overnight e então armazenados em solução de sacarose 30% 

em baixa temperatura. Todo o processo de eutanásia foi conduzido de acordo com a 

Resolução Normativa CONCEA nº 37, de 15.02.2018 (CONSELHO NACIONAL DE 

CONTROLE DE EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL – CONCEA, 2018). 
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Fatias cerebrais coronais (60 μm de espessura) foram cortadas em um 

criostato (CM1850, Leica), entre as coordenadas - 1 mm e – 5 mm AP, e coradas 

com hematoxilina-eosina. A posição dos eletrodos de profundidade implantados e da 

lesão por congelamento foram confirmadas por microscopia óptica de acordo com o 

posicionamento da lesão causada pelo eletrodo ou da probe congelada. A Figura 4B 

mostra os cortes histológicos com o posicionamento dos eletrodos, enquanto que a 

Figura 4C mostra a representação do posicionamento dos eletrodos conforme as 

coordenadas adotadas (PAXINOS; WATSON, 2007). 

 

5.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Devido à estrutura experimental de medidas repetidas, as análises 

estatísticas foram conduzidas utilizando um modelo de equações de estimações 

generalizadas (GEE) (GUIMARÃES; HIRAKATA, 2012). Para a potência das 

oscilações, a análise considerou uma distribuição Gama com função de ligação 

logarítmica, uma vez que os dados são não paramétricos. Fatores de interesse do 

modelo incluíram idade (juvenil ou adolescente), hemisfério (direito ou esquerdo), 

procedimento (sham ou MDC) e linhagem (Wistar ou WAR). O sexo dos animais e o 

turno de registro (manhã ou tarde) foram utilizados como fatores de ajuste, porém, 

devido ao tamanho amostral, não foram utilizados para maior separação dos grupos 

ou considerados diretamente nas comparações. Os modelos foram ajustados 

utilizando funções do pacote geeglm do software r, enquanto que os contrastes 

foram calculados utilizando a função esticon do pacote doBy. 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão. Foram consideradas 

significativas diferenças cujo nível de significância (p) foi inferior a 0,05. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando rotinas customizadas em linguagem r e os 

gráficos foram feitos utilizando os softwares GraphPad Prism 8 e MATLAB. 

 

6 RESULTADOS 
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7 DISCUSSÃO 

 

Embora a prevalência de epilepsias em pacientes com polimicrogirias possa 

chegar a 87% (SHAIN et al., 2013), o modelo animal de lesão por congelamento, um 

modelo amplamente aceito de indução de microgiros em roedores, apresenta 

poucas crises epilépticas espontâneas (HOLMES et al., 1999). A fim de aperfeiçoar 

este modelo, tem-se proposto o uso de modelos de “duplo-insulto”, nos quais um 

fator de predisposição seria utilizado como primeiro insulto (SCHMIDT; 

SCHACHTER, 2008), enquanto que a criolesão para indução da microgiria seria o 

segundo insulto no modelo, o que então intensificaria o processo de epileptogênese 

e a ocorrência de crises epilépticas. A hipótese do duplo-insulto já é explorada 

através de algumas técnicas, como a indução de crises epilépticas febris 

(SPAGNOLI et al., 2015) e a exposição pré-natal a agentes tóxicos, como 

metilazoximetanol (BATTAGLIA et al., 2009), por isso a combinação de uma 

linhagem de animais Wistar suscetíveis a crises epilépticas audiogênicas com a 

lesão por congelamento surge como uma possibilidade para investigação dos 

processos de epileptogênese relacionados às malformações do desenvolvimento 

cortical. Baseado nisso, no presente trabalho, avaliamos as alterações 

eletroencefalográficas em um modelo animal de duplo-insulto (animais WAR com 

microgiria – WAR-MDC) em três regiões encefálicas de interesse (córtex, tálamo e 

hipocampo) a fim de investigar as alterações nas oscilações cerebrais que possam 

indicar o curso dos processos de epileptogênese primária e secundária no modelo. 

Nossos principais achados foram alterações em oscilações corticais de baixa 

frequência, maiores valores das potências de oscilações de alta frequência 

talâmicas e menor potência das oscilações rápidas hipocampais no modelo de 

duplo-insulto (WAR-MDC). 

O processo de epileptogênese está acompanhado de alterações nas 

oscilações cerebrais e estudos sugerem que a presença de oscilações de alta 

frequência (a partir de 80 Hz) esteja correlacionada ao local de gênese das crises 

epilépticas em pacientes com epilepsia do lobo temporal (THOMSCHEWSKI; 

HINCAPIÉ; FRAUSCHER, 2019). Recentemente tem-se destacado também a 

diminuição na potência da oscilação teta como forte preditor de regiões 

epileptogênicas (ARABADZISZ et al., 2005; KITCHIGINA et al., 2013; MILIKOVSKY 

et al., 2017). Neste trabalho, os animais WAR-MDC apresentaram diminuição na 
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potência da oscilação teta em diversas regiões encefálicas, assim como em ambas 

as idades avaliadas. Enquanto que a diminuição na potência desta oscilação na 

região cortical foi revertida entre os períodos juvenil e adolescente no hemisfério 

contralateral à microgiria, ela foi mantida no hemisfério ipsilateral. Neste sentido, a 

microgiria parece alterar permanentemente a dinâmica das oscilações teta corticais 

apenas nos animais WAR, uma vez que nos grupos Wistar com MDC esta 

diminuição da potência de teta não está presente. 

A mesma diminuição de potência da oscilação teta é vista na região 

hipocampal para os animais com duplo-insulto – nesta região, ela ocorre 

independente do hemisfério analisado ou da idade considerada. O ritmo teta é 

bastante vulnerável em regiões hipocampais (KITCHIGINA; SHUBINA, 2023) e 

estudos indicam que a diminuição na potência de teta nesta estrutura reflete a 

integração das regiões hipocampais em uma rede epileptogênica, que abrange 

ambos os hemisférios (KILIAS et al., 2023). Os achados aqui apresentados podem 

indicar a contribuição do hipocampo na epileptogênese tanto primária quanto 

secundária no modelo de duplo-insulto WAR-MDC. 

O córtex pré-frontal é considerado um modulador global da atividade de teta 

gerada no hipocampo (PIGNATELLI; BEYELER; LEINEKUGEL, 2012) e a oscilação 

teta cortical funciona como um carreador de informações entre o hipocampo e outras 

estruturas encefálicas, como o estriado (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA, 

2011). O hipocampo e o córtex atuam em conjunto na geração e propagação da 

oscilação teta (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA, 2011) e esta geração 

depende de vários tipos celulares hipocampais diferentes, como neurônios 

piramidais e interneurônios inibitórios (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA, 

2011; LEUNG, 1998). O processo de epileptogênese em modelos animais está 

relacionado à perda de interneurônios GABAérgicos hipocampais (Kumar e 

Buckmaster, 2006) e também a alterações no padrão de disparos dos interneurônios 

hipocampais restantes (TOYODA et al., 2015). O déficit na atividade inibitória 

hipocampal intermediada por interneurônios é vista tanto em animais WAR 

(DRUMOND et al., 2011; MESQUITA et al., 2005) quanto em animais com microgiria 

(YANG; WILLIAMS; SUN, 2021), o que indica uma possível correlação entre as 

alterações celulares e de circuitaria nos animais WAR-MDC e o processo de 

epileptogênese. 
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O papel da oscilação delta no processo da epileptogênese tem sido 

considerado e incluído há muito tempo nas discussões de busca de biomarcadores e 

preditores para áreas suscetíveis a crises epilépticas (GAMBARDELLA et al., 1995). 

O aumento na potência desta oscilação durante a epileptogênese em várias 

estruturas encefálicas já foi mostrado tanto em modelos animais (COSTA et al., 

2021; PASQUETTI et al., 2019; WU et al., 2021) quanto em pacientes com 

epilepsias diversas (CLEMENS; SZIGETI; BARTA, 2000; POTOTSKIY et al., 2021; 

WESTIN et al., 2022). Os resultados apresentados por este trabalho mostram uma 

maior potência de delta na região CA1 do hipocampo no modelo animal de duplo-

insulto no período da adolescência, vista apenas no hemisfério ipsilateral à 

microgiria, corroborando os achados em modelos animais e pacientes encontrados 

na literatura (PASQUETTI et al., 2019; TSENG et al., 2020; ZAVERI et al., 2001). 

No tálamo, em contraste, a maior potência de delta ocorre apenas para 

animais adolescentes no hemisfério esquerdo dos animais WAR, com ou sem MDC, 

e Wistar-MDC em relação ao grupo Wis-Sham-Ado. Esta maior potência de delta 

talâmico nos animais WAR com ou sem MDC e nos Wistar com MDC em relação ao 

controle Wistar sem lesão é um importante achado, uma vez que alterações na 

circuitaria tálamo cortical estão relacionadas a crises de ausência (LÜTTJOHANN; 

VAN LUIJTELAAR, 2022; STERIADE, 2001, 2006) que foram encontradas em 

animais WAR, independente da microgiria (KLIPPEL ZANONA et al., 2022), e com 

menor frequência, em roedores com microgiria (SUN et al., 2016; WILLIAMS; SUN, 

2019; WILLIAMS; ZHOU; SUN, 2016), denotando uma alteração talâmica que pode 

estar relacionada com epileptogênese.  

Em contrapartida, o modelo animal de duplo-insulto no período da 

adolescência apresenta menor potência de delta na região cortical contralateral à 

microgiria, enquanto que, no hemisfério ipsilateral, alterações não foram detectadas. 

Um estudo anterior de nosso laboratório mostrou que animais WAR-Sham 

apresentaram menor potência da oscilação delta em registros subdurais, porém esta 

diferença não foi vista para animais com microgiria bilateral (KLIPPEL ZANONA et 

al., 2022). Uma vez que registros subdurais detectam o potencial de campo de 

regiões mais superficiais no córtex, esta forma de registro pode camuflar alterações 

específicas de determinadas regiões corticais. Os eletrodos, implantados em 

profundidade, registram a atividade de áreas mais específicas do córtex, as quais 

podem apresentar alterações distintas das camadas superficiais. Além disso, neste 
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trabalho a microgiria foi induzida de forma bilateral, ao contrário do trabalho aqui 

apresentado, no qual a indução foi realizada apenas no hemisfério direito. 

As alterações eletroencefalográficas em pacientes e modelos animais de 

epilepsias também abrangem as oscilações gama. Na região cortical, os animais 

WAR-Sham, de ambas as idades, apresentam menor potência das oscilações gama 

médio e gama rápido no hemisfério ipsilateral à microgiria e em comparação aos 

grupos Wistar de mesma idade. A diminuição de potência de gama rápido cortical foi 

observada previamente por nosso grupo em animais WAR (KLIPPEL ZANONA et al., 

2022). Outro estudo anterior do nosso grupo de pesquisa mostrou que os ratos com 

epilepsia induzida por pilocarpina apresentaram menor potência de gama lento em 

relação a animais controle nas regiões corticais, além de alterações em gama lento, 

médio e rápido no stratum oriens de CA1, porém não foi possível detectar alterações 

nas demais camadas hipocampais em CA1 (PASQUETTI et al., 2019).  

No tálamo ipsilateral à microgiria, em contraste com a região cortical, as três 

faixas de gama consideradas neste estudo apresentam maiores valores de potência 

no período da adolescência nos grupos com MDC em comparação aos grupos 

Sham. Levando em consideração que não ficou demonstrada soma de efeitos entre 

os dois insultos do modelo WAR-MDC, pode-se estimar que a contribuição para a 

maior potência de gama é interferência da reorganização da circuitaria neuronal 

causada pela microgiria, podendo afetar a via corticotalâmica. 

Na região de CA1 hipocampal, a potência de gama é menor nos animais 

WAR-MDC em comparação aos demais grupos, independentemente da idade e 

principalmente no hemisfério esquerdo, contralateral à microgiria. Estudos anteriores 

mostraram que displasias corticais focais, como a microgiria induzida pela criolesão, 

levam a perturbações na distribuição de subunidades dos receptores GABAA não 

apenas na região adjacente ao microgiro, mas também longínquas, como o 

hipocampo (REDECKER et al., 2000), e que a geração dos ritmos gama é regulada 

através da inibição mediada por receptores do tipo GABAA e depende da distribuição 

das subunidades destes receptores nas células piramidais (HENTSCHKE et al., 

2009; KUJALA et al., 2015). Somado a isso, alterações na transmissão GABAérgica 

têm sido descritas em hipocampo de animais WAR (CUNHA et al., 2018). Como a 

transmissão sináptica GABAérgica é essencial para a organização das oscilações 

gama (SOHAL et al., 2009), esta alteração da inibição mediada por GABA 
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hipocampal (REDECKER et al., 2000) pode ser um dos mecanismos de diminuição 

da potência de oscilações gama no hipocampo nos animais WAR-MDC. 

O processo de epileptogênese é contínuo e depende de uma série de 

alterações de plasticidade celular e circuitaria neuronal, como a perda da circuitaria 

inibitória, alterações na expressão de receptores, a reorganização sináptica e a 

geração de novas sinapses entre os neurônios restantes (DUDEK; SPITZ, 1997; 

PITKÄNEN et al., 2015; RAKHADE; JENSEN, 2009). Considerando que alterações 

de circuitara neuronal ocorrem em animais com microgiria induzida por criolesão 

(JACOBS; PRINCE, 2005; REDECKER et al., 2000; SCANTLEBURY et al., 2004) e 

também nos animais WAR (CUNHA et al., 2018; DRUMOND et al., 2011; PINTO et 

al., 2017) e que a preservação da circuitaria neuronal é de suma importância para a 

manutenção dos ritmos cerebrais e das oscilações fisiológicas (BUZSÁKI; WATSON, 

2012), é possível associar as alterações de rede neural com as alterações das 

oscilações corticais hipocampais e talâmicas relacionando-as ao processo de 

epileptogênese. 

 

 

8 CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho demonstrou que animais modelo de duplo-insulto 

(animais WAR com microgiria) apresentam alterações das oscilações cerebrais em 

múltiplas regiões (córtex, tálamo e hipocampo), as quais podem estar relacionadas 

aos processos de epileptogênese primária e secundária. Dentre estas alterações, 

destacam-se a diminuição na potência das oscilações teta cortical e hipocampal 

ipsilateral à microgiria e independentemente da idade, o aumento da potência da 

oscilação delta nas regiões talâmica e hipocampal e a diminuição da potência das 

oscilações gama no hipocampo e no córtex. Estes dados reforçam a possibilidade 

do uso do modelo de duplo-insulto como modelo animal para o processo de 

epileptogênese vista em pacientes com MDC. 

Como perspectivas, continuaremos com a análise qualitativa dos registros 

eletroencefalográficos, buscando padrões de spike-wave discharges (SWD) e crises 

de ausência, já reportado no modelo de duplo-insulto pelo nosso grupo previamente 

(KLIPPEL ZANONA et al., 2022), e pretendemos realizar análises de sincronia da 

rede neuronal entre as regiões córtico-talâmicas e hipocampo, em busca do padrões 
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de oscilações cerebrais e biomarcadores de epileptogênese associados a 

malformações do desenvolvimento cortical. 
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