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RESUMO
A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais
comum de epilepsia em adultos e responsável por
um grande número de casos de refratariedade
farmacologica a drogas anticonvulsivantes
convencionalmente usadas, sendo que estes
pacientes apresentam uma sintomatologia clinica
caracterizada por crises parciais complexes que se
originam nas estruturas mesials do lobo temporal,
as quais são freqüentemente de difícil controle. A
ELT é uma entidade amplamente estudada, que
apresenta uma estreita relação entre a formação
hipocampal e a atividade epilética. Diante disso,
diversos modelos experimentais de epilepsia do
lobo temporal têm sido desenvolvidos para um
melhor estudo dos possíveis mecanismos
envolvidos na epileptogénese do hipocampo, Uma
técnica recentemente aplicada nos estudos destes
mecanismos básicos neuronais é a técnica de
"slices" (tales vivas) do hipocampo, sendo este um
dos procedimentos mais importantes no
estabelecimento da neurocioncia a nível mundial.
Os objetivos principais dos estudos eletrofisiológicos
em "slices" cerebrais são a descrição das
propriedades celulares e biofísicas dos neuronios
epileticos, como também a avaliação da função
sinápfica (fenômenos plásticos) e de sistemas de
neurotransmissores, podendo auxiliar na
determinação dos eventos patológicos celulares,
sinapficos e moleculares (canais ionicos)envolvidos
com os mecanismos de propagação e
sincronização da atividade epileptiforme.
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INTRODUÇÃO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia
em adultos (40%), de inicio na infância tardia ou adolescencia49. ELT é uma
entidade amplamente estudada, que apresenta uma estreita relação entre a
formação hipocampal e a atividade epilética. Diversos modelos experimentais
de epilepsia do lobo temporal tem sido desenvolvidos para um melhor estudo
dos possíveis mecanismos envolvidos na epileptogenese do
hipocampol42745'55. Uma técnica recentemente aplicada nos estudos destes
mecanismos básicos neuronais é a técnica de "slices" (fatias vivas) do
hipocampo. Este procedimento oferece inúmeras oportunidades de pesquisa
para anatomistas, fisiologistas, farmacologistas, biologistas moleculares,
bioquímicos e biofísicos no estudo dos mecanismos básicos das epilepsias,
especificamente no estudo da epilepsia do lobo temporal. Esta técnica tem
sido usada em modelos experimentais, assim como em tecido humano obtido
nas cirurgias de pacientes epiléticos submetidos ao tratamento cirúrgico.

HISTÓRICO

O desenvolvimento da técnica de "brain slices" é um dos procedimentos
mais importantes no estabelecimento da neurociencia a nível mundial. As
preparações de "brain slices" foram desenvolvidas por McIlwain e
colaboradores na década de 50, com o entuito de se estudar a bioquímica do
sistema nervoso centra154. A notoriedade desta técnica consiste em demonstrar
que os neurônios podem ser mantidos em estado saudável para poderem ser
estudados. Mais tarde, este mesmo grupo de neurocientistas adotaram técnicas
de eletrofisiologia que consolidaram estes estudos nos "slices". Em 1966,
Yamamoto e McIlwain descreveram a primeira preparação sinapticamente
vidvell(n. A era dos "brain slices" teve inicio realmente em 1957, quando
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Luh Li e McDwain mostraram que "slices" do neocortex
do cérebro de cobaias e gatos mantem de forma estável
o potencial de membrana em repouso". Posteriormente,
foram criadas novas técnicas de aplicação de drogas e
substâncias farmacologicamente ativas nos "slices"26.
Curiosamente, uma das substâncias que estes autores
selecionaram para estudar foi o L-glutamato, fato
marcante e de particular relevância nas subseqüentes
investigações em neurociência". A técnica de "slices"
oferece a vantagem de se poder controlar a viabilidade
do meio, o pH e aplicação de drogas, além de manter a
estabilidade física e metabólica dos mesmos". Por
outro lado, o tecido é contetamente isolado do influxo
neural e hormonal-6. Modernas técnicas
eletrofisiológicas, através de registros intracelulares,
extracelulares e "patch-clamp" foram posteriormente
desenvolvidas24-32-76. Recentemente, os "slices" têm sido
utilizados para estudos imunocitoquímicos, de
hibridização in situIII e de radicais livres68. Uma nova

técnica avançada são os "slices" de longa duração, ou
cultivos de "slices" (normalmente os "slices" são viáveis
por 5 a 7 horas), permitindo um estudo mais completo e
duradouro '3. Todos estes fatos levaram os pesquisadores
a utilizar esta técnica nas investigações dos mecanismos
eletrofisiológicos e bioquímicos das epilepsias". Sendo
assim, nesta revisão iremos verificar a utilidade destes
estudos em fatias cerebrais na epilepsia do lobo
temporal.

EQUIPAMENTO E TÉCNICA

0 tecido cerebral é fatiado por intermédio de um
vibrátomo especial com espessura padronizada,
dependendo do estudo pretendido. Todo procedimento
deve ser realizado com o tecido submerso em solução
de Krebs, a qual se assemelha ao liquido
cefalorraquiano. As fatias são mantidas neste meio até

FIGURA 1

Formação hipocampal (coloração de violeta de cresil) A: Citoarquitetura normal de um camundongo pertencente ao
grupo-controle. B: Alterações patológicas observadas em um camundongo 162 dias após a administração sistêmica de

pilocarpina. Notar a severa perda neuronal nas regiões CAI e CA3 do hipocampo (setas)
(reproduzida com autorização dos autores, Cavalheiro e col., 1996).
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ESTUDOS IN VITRO ("BRAIN SLICES")
NA EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

Os objetivos principais dos estudos
eletrofisiológicos em "slices" cerebrais
são:

• Descrição das propriedades celulares e biofísicas dos
neurônios epiléticos;

• Avaliação da função sináptica (fenômenos plásticos)
e de sistemas de neurotransmissores;

• Determinação dos eventos patológicos celulares,
siruipticos e moleculares (canais iônicos) envolvidos
na epileptogénese;

• Determinação de areas geradoras ("trigger"),
marcadoras de ritmicidade ("pacemaker"), assim
como mecanismos de propagação e sincronização da
atividade epileptiforme.

Técnicas eletrofisiológicas
freqüentemente usadas nestes estudos

Registros extracelulares (registros de potenciais de
campo pós-sinapticos geralmente evocados por
estimulação da aferencia axonal). Estas estimulações
podem ser ortodrômicas (no sentido do fluxo
fisiológico dos potenciais de ação) ou antidrômicas
(no sentido contrário destes potenciais de ação);
Registros intracelulares;
Registros de "patch clamp" em diferentes
modalidades 76332.

BREVE INTRODUÇÃO DA EPILEPSIA
DO LOBO TEMPORAL (ELT)

A epilepsia do lobo temporal é responsável por um
grande número de casos de refratariedade farmacológica

serem transferidas para a câmara de registro a drogas anticonvulsivantes convencionalmente usadas.eletrofisiológico. Na amara de registro, as fatias são Estes pacientes apresentam urna sintomatologia clinicabanhadas com solução de Krebs (liquor cefalorraquiano caracterizada por crises parciais complexas que seartificial), ern ambiente Amido e oxigenado. Após este originam nas estruturas mesiais do lobo temporal, asprocedimento, deixa-se o "slice" descansar por um quais são freqüentemente de difícil controle, Em muitosperíodo de 30 a 60 minutos. Durante este período, as casos, a ressecçAo cirúrgica da formação hipocatnpalmicropipetas de registro e microeletrodos de estimulação permite um controle das crises49.são posicionados nos neurônios e vias neurais Embora diferentes estruturas relacionadas com aselecionados para o experimento, epileptogenese tenham sido estudadas nos "slices"
cerebrais, como neoctirtex, cortex piriforme e
amidala, focalizaremos esta revisão no hipocampo.
O hipocampo tem sido o "protótipo" de estrutura para
a análise da atividade epileptiforme e seus,,S0.8 1.83.84.104 —mecanismos in vitro . Esta estrutura tem
um envolvimento especial na fisiopatologia da ELT".
Referindo-se aos "slices" cerebrais, pequenas peças
de hipocampo denominadas "mini slices" têm a
capacidade de gerar atividade epileptiforme
semelhante as descargas interictais49. Para abordar
este tema, é necessária uma breve descrição das areas
e conexões mais relevantes, assim como das
propriedades intrínsecas dos neurônios hi pocampais
que favorecem o comportamento anormal das redes
neurais presentes no hipocampo.

Os pacientes com ELT apresentam um quadro
fisiopatológico em diversas estruturas do sistema
limbicoss. Fundamentalmente, o hipocampo destes
pacientes aparece patologicamente lesado. A história
da esclerose hipocampal teve inicio em 1825, quando
Bouchet and Cazauvieilh descreveram
macroscopicamente a atrofia hipocampa18, Maynert
(1867)53 e Pfleger (1880)69 interpretaram estas
alterações como conseqüência dos distúrbios
metabólicos associados ãs epilepsias49. Sommer (1880)
foi o pioneiro em descrever os detalhes histologicos,
enfatizando o processo de morte neuronal e atrofia na
Area CAI do hipocam op 87.49. Os trabalhos
anatomopatológicos de Alzheimer' foram sitmificantes
na descrição da lesão após o insulto epilético. O termo
esclerose mesial temporal foi introduzido mais tarde
coin o objetivo de descrever de forma geral as
modificações patológicas25.

A perda neuronal tem sido estudada em diferentes
modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal 12.
Existe uma vulnerabilidade neuronal seletiva em
diversas Areas cerebrais, destacando-se a região CAI
e CA3 do hipocampo (setor de Sommer) e do hilo do
giro denteado. A figura 1 mostra um estudo histologic°
do hipocampo pelo método de violeta de cresi I,
podendo-se observar acentuada morte neuronal nas
regiões hipocampais citadas acima. Esta figura está
relacionada coin o padrão de morte neuronal no
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FIGURA 2

Diagrama representativo de um slice de hipocampo mostrando a circuitaria
trisinaptica e posições de eletrodos de estimulação (area CAI) e registro (area
CA3). via perf. via perforante, fm. fibras musgosas, cg. células granulares, tb.

fimbria. Sch. via colateral de Schaffer.

hipocampo de camundongos epiléticos crônicos
obtidos através do modelo de epilepsia do lobo
temporal induzido pela pilocarpinal2. A figura IA exibe
o padrão da coloração de violeta de cresil de um
animal-controle em comparação com um animal
epilético (figura I B). Os termos esclerose mesial
temporal, esclerose do corno de Ammon ou esclerose
do hipocampo têm sido freqüentemente usados para
caracterizar patologicamente esta entidade. Outra
alteração estrutural que acompanha as lesões
hipocampais é o brotamento supragranular
("sprouting") das fibras musgosas (formação aberrante
de novas ramificações e terminações axonais) das
células granulares do giro denteado (figura 3B), sendo
que a mesma alteração não é observada nos animais
pertencentes ao grupo-controle (figura 3A). Estes fatos
tem sido observados em modelos experimentais de
epilepsia do lobo temporal como o "kindling" ou
"abrasamento", após estimulação elétrica de areas
limbicas especificas descrita por Goddard e
colaboradores (1960) 13'89, no modelo da pilocar-
pina 1.57, no model() de ácido cainicol 9, entre outros.

Uma correlação entre brotamemo
de fibras musgosas no giro denteado
e alterações eletrofisiológicas tem
sido feita em recentes estudos2 '.

PRINCIPAIS
COMPONENTES DA
FORMAÇÃO
HIPOCAMPAL

0 hipocampo é a parte principal
do arquicortex cerebral. Aparece
perto da superfície mesial do lobo
temporal e é parcialmente coberto
pelo giro parahipocampal. A
formação hipocampal engloba
quatro regiões: o giro denteado, o
corno de Ammon (CA) ou
hipocampo propriamente dito, o
complexo subicu lar (parasubi-
culum, presubiculum e subiculum)
e o cortex entorrinal45. O corno de
Ammon é composto por diferentes
áreas de uma camada integra de
neurônios piramidais denominadas
de CAI, CA2, CA3, CA4. As
diferentes áreas hipocampais estão
ligadas por conexões axonais

especificas. 0 giro denteado recebe aferencias do
cortex entorrinal através da via perfurante (sinapses
fundamentalmente excitatórias). Adicionalmente, o
cortex entorrinal envia terminações ax(inicas
diretamente para CAI e CA3 (via entorrino-
hipocampal), sendo as células granulares (CG) o alvo
destas conexões. As CG enviam seus prolongamentos
axonais (comumente denominadas de fibras musgosas)
as areas do hilo do giro denteado e região CA3, onde
fazem sinapse com neurônios piramidais. Dos
neurônios piramidais de CA3 emergem axônios (vias
colaterais de Schaffer) que terminam em neurônios da
região de CAI, efetuando a terceira sinapse do circuito
hipocampal. Os neurônios de CAI têm sua região-alvo
no subiculum ipsi lateral projetando axônios para o
cortex entorrinal ipsilateral (terminações simipticas na
camada IV). Os neurônios subiculares também
projetam seus axônios para as camadas do cortex
entorrinal e cortex perirrinal 45, assim como para outras
areas da formação hipocampal. Resumindo, a via tris-
singptica é formada fundamentalmente por sinapses
excitatórias (via perfurante giro denteado CA3 CAI)
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e participa na organização unidirecional do fluxo de
informação na formação hipocampal (ver figura 1).

Propriedades intrínsecas dos neurônios
hipocampais:

As propriedades intrínsecas dos neurônios
hipocampais são determinadas pela distribuição seletiva
de diferentes canais iônicos, como também pelas
propriedades intrínsecas da membrana neuronal.

Os ions passam através de canais (poros formados
por proteínas) na membrana celular. Estes canais
possuem propriedades especificas que garantem sua
seletividade iônica, ativação e desativação, assim como
sua condutância para cada ion que passa seletivamente
por estes canais. A composição eletroquimica dos canais
garante o potencial da membrana em repouso, assim
como o grau de excitabilidade aos estímulos externos.
O fluxo de ions através destes canais gera correntes
microscópicas de diferentes intensidades e duração, de
acordo com cada canal. Existem normalmente correntes
de sódio ('Na)' de potássio (IB) e diferentes correntes de
cálcio (Icil). Estas últimas têm sido bem estudadas na
epileptologia devido ao influxo de cálcio para o interior
dos neurônios, participando de diversos processos de
transdução de sinais, ativação de enzimas e inclusive
de fenômenos de transcrição de genes no núcleo das
células, o qual pode estar associado aos fenômenos
responsáveis pela plasticidade neuronal.

Existem outras correntes importantes no
funcionamento eletrognifico destes neurônios: corrente
de K+ passiva (IL), retificador tardio (IDB), corrente de
K+ tipo A (IA), corrente de K+ de curta duração
dependente de voltagem e de cálcio (In.), corrente
persistente muscarinica (Ir ) e corrente de K+ de longa
duração dependente de cálcio (IAHB) ou corrente ativada
após despolarização. Participação fisiopatollogica da

0 canais iônicos podem ser ativados por ligantes, no formação hipocampal na gênese da
caso dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, atividade epileptiforme
AMPA, cainato ou metabotrópicos, caracterizando o
potencial excitatório simiptico, e também dos receptores Eletrofisiologicamente, podem se encontrar zonas
GABAérgicos do tipo GABA A e GABA B os quais especificas geradoras de descargas epileptogênicas
determinam o componente inibitório da: resposta ("trigger"), zonas marcapasos ("pacemaker") ou
sindptica. As correntes iônicas associadas a estes zonas facilitadoras do ritmo dessas descargas93-94.
receptores podem ser representadas da seguinte forma: Esse tipo de padrão da atividade tem sido estudado
'NMDA' IMONA' Im(11.U' 'CARA-A' 'GABA-li' em condições normais e patológicas, como por

exemplo, a epilepsia. Alterações na excitabilidade e
Uma representação resumida da atividade elétrica sincronização dessas redes neurais foram previamente

neuronal é determinada pela corrente absoluta total, que descritas em trabalhos experimentais3537, O estudo
tem sido descrita em diversos modelos biofísicos ou das diferentes areas hipocampais mostram fatos
matemáticos baseados nos trabalhos clássicos de interessantes relacionados ãs células piramidais da

Hodgkin e Huxley (1952). Neste modelo, cada uma
dessas correntes segue uma cinética temporal,
dependendo de muitos fatores que podem ser modelados
através de equações diferenciais complexas29  9"4.

I —I I 'c +1 ±I ±1 +1 +I +INa I. a DR A M AMP NNIIIA AMPA
+ IinGI,U + 'GABA-A + I GABA-W

Muitas destas correntes têm sido descritas nas areas
CAI, CA3 do hipocampo e células granulares do giro
denteado93'94J02 estando associada aos mecanismos da
gênese da atividade epileptiforme82.102

. A alteração de
diferentes correntes iônicas em modelos de epilepsia
crônical5'99 sugere que a hiperexcitabilidade das redes
neurais do hipocampo é um fenômeno complexo e que
talvez seja mediado por uma combinação variavel das
mesmas61.101

. Em resumo, muitos neurônios hipocampais
podem apresentar um comportamento :normal que
condiciona a suscetibilidade para a geração dc crises
epiléticas nessas areas. Essas propriedades elétricas
neuronais alteradas pelo processo epilético estão
relacionadas com modificações moleculares em relação
aos receptores excitatórios como NMDA. AMPA etc.,
e canais iônicos da membrana celular. Existem di versas
teorias para explicar esse fenômeno, no entanto, a mais
aceita seria de um aumento na expressão de canais
iônicos ou de receptores corn características similares
aos normais, como também pelo aumento na expressão
de receptores que apresentam uma maior propriedade
de excitabilidade. O efeito de diferentes drogas nesses
componentes de excitabilidade da membrana pode
produzir inibição ou excitação dos mesmos, agindo
como uma rede neural epileptogênica, gerando atividade
rítmica sincrônica semelhante as descargas
epiléticas46.92,94.
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região CA3 do hipocampo, como por exemplo, o
grande número de canais kinicos ativados por
voltagem (ex: canais de cálcio), ou ativados por
ligantes (receptores NMDA e AMPA), o quais
determinan diferentes graus de excitabilidade,
podendo dessa maneira, produzir descargas
"explosivas" ("burst") semelhantes aos "paroxismal
despolarization shift" (PDS), característicos hi;
descargas neuronais durante a atividade epilética
intericta17183. No modelo crônico de ELT induzido por

FIGURA 3

Coloração pelo método de Timm da região supragranular da
formação hipocampal de ratos. A: Animais pertencentes ao grupo-
controle. B: Animais epiléticos, podendo-se notar que os grânulos
de Timm estão distribuídos em uma faixa densa e continua do giro

denteado (seta). Notar a atrofia e deformação estrutural do
hipocampo.

ácido cainico, tem-se investigado a plasticidade
simiptica da atividade epileptiforme re-induzida e
mediada por receptores NMDA e AMPA 7.
Demonstrou-se uma potenciação a longo prazo da
resposta excitatória simiptica mediada por ambos os
tipos de receptores glutamatérgicos, podendo-se
observar também um aumento na duração das
descargas epileptiformes. Interessantemente, estes
autores demonstraram que uma estimulação tetânica
de alta freqüência (100 HZ) é capaz de suprimir os

eventos simipticos mediados por NMDA, o que
parece ser um mecanismo anticonvulsivante
intrínseco no hipocampo. Estas propriedades
elétricas neuronais modificadas pelo processo
epilético apresentam a expressão alterada de
suas bases moleculares em relação aos
receptores excitatários tipo NMDA ou não-
NMDA e canais itinicos da membrana
celular63 '64. Estudos anteriores sugeriam u ma
excitabilidade anormal em "slices" dc
hipocampo de ratos epiléticos submetidos a
modelo de "kindling"35. Existem di versas
teorias para explicar este fenômeno, porém a
mais aceita seria de um aumento na expressão
de canais tônicos ou de receptores com
características similares aos normais, como
também pelo aumento na expressão dc
receptores que apresentam unia major
excitabilidade. A novas redes neuritis
epileptogênicas garantem a manutenção da
atividade epileptiforme creinica 47 • 43. Além
destes [attires estruturais, os componentes das
redes neurais do hipocampo mostram uma
hiperexcitabilidade atípica quando estudados
por intermédio de registros profundos ou a
partir de tecido obtido em chit •Orgias de
pacientes epiléticos de difícil controle
farmacológico. Esta última modalidade de
estudo eletrofisiologico do te c i do
"epileptogônico" só é possível através do
procedimento de "slices".

Na fisiopatologia da epilepsia, acredita-se que
exista um desequilíbrio entre mecanismos
excitatórios (dependente fundamentalmente de
receptores glutamatérgicos) e inibitórios
(dependente do GABA)98.55. As alterações
estruturais nas subunidades desses receptores ou
as possíveis mudanças nas propriedades funcionais
dos mesmos podem levar a uma condição
epileptogênica" iú.O estudo eletrofisiológico"in
vitro" das redes neuritis da formação hipocampal
pode auxiliar no esclarecimento das vias neurais e

SANABRIA, ERG; SCORZA, F.A. & CAVALHEIRO, E.A - 0 Uso de Fatias de Tecido
Cerebral ("Brain Slices-) no Estudo da Epilepsia do Lobo Temporal

^^-
Rev. Neal-orient:ins 5(I): 34-46, 7997



40

sinapses que estão funcionalmente alteradas no
hipocampo de pacientes coin ELT.

Os achados experimentais sugerem uma alteração
dos processos mediados por receptores
g I utamatérgi cos no teci do
"epilético',31.37,38,39.40.51.52.60.61,62,83.96.97

. Em "slices" de
hipocampo, a atividade epi 1 epti forme tem sido
associada coin uma função anômala do receptor
do glutamato (tipo NMDA)21,22

'
59.70,92

. Por outro
lado, não se descarta a possibilidade da
existência de receptores funcionalmente alterados
("epiléticos") que estão sendo patologicamente

,,1.21 22.40 55.56 83 99expressos em neurônios "epiléticos ' • ' ' .
Sendo assim, pode-se dizer que existem duas escolas
clássicas: a escola do "neurônio epilético"71'72, a qual
defende a existência de populações neuronais
intrinsecamente anormais e uma outra que postula a
existência de um "agregado epilético"211, ou seja, a
atividade epilética é uma propriedade emergente dos
circuitos e sinapses funcionalmente alterados".

Urna perspectiva futura está relacionada com o
teste farmacológico seletivo de drogas atuantes no
tecido epilético. Pacientes resistentes ao tratamento
farmacológico clássico podem apresentar receptores
alterados ou que sua própria rede neural não responde
satisfatoriamente às drogas anticonvulsivantes.

Novos circuitos excitatórios recorrentes
associados ao brotamento de fibras
musgosas "sprouting" no giro denteado
de animais epiléticos crônicos

O brotamento de fibras musgosas na camada
molecular interna do giro denteado tem sido considerado
urn dos fatos estruturais marcantes na neuropatologia
da epilepsia do lobo temporal (figura 3). Muitos
pesquisadores têm se interessado na significáncia
fisiológica deste fato. Neste sentido, alguns consideram
que o "sprouting" é um mecanismo compensatório não
relevante para a epileptogênese crônica. Sloviter em
1994 sugeriu que "sprouting" é fundamentalmente das
células inibitórias em cesto ("basket cells"), o que
restabeleceria o nível normal de inibição das células
granulares". Respostas inibitórias alteradas,
dependentes de receptores GABAérgicos, foram
estudadas nas células granulares do giro denteado em
"slices" de pacientes com esclerose do lobo
hipocampal". No entanto, outros autores consideram o
"sprouting" um mecanismo aberrante de formação de
nova circuitaria excitatória. Tauck and Nedler (1985)
foram os primeiros pesquisadores que demonstraram

resultados eletrofisiológicos indicando que o brotamento
de fibras musgosas poderia formar circuitos excitatórios
recorrentes91 . A partir do modelo do Acido cainico, os
mesmos autores verificaram que a estimulação elétrica
antidrômica das células granulares do giro denteado
pode evocar múltiplas populações de espiculas
("population spikes"). Esta resposta poderia ser
potenciada por um estimulo condicionante, sendo que
essas anormalidades estariam relacionadas coin a
intensidade do "sprouting". Baseando-se em estudos
preliminares em relação aos circuitos recorrentes
excitatórios em CA3 15'58, Cronin e colaboradores (1999)
elaboraram a hipótese de que os novos circuitos
excitatórios recorrentes entre as células granulares 550
mascarados por uma inibição recorrente". Estudos em
"slices" de hipocampo, sob condições de inibição
reduzida, estes autores supoem que o estimulo elétrico
na região do hilo pode evocar respostas com atividade
epileptiforme nas células granulares" Outros autores
têm associado resultados eletrofisiológicos às
características das células granulares presentes no
hipocampo de animais epiléticos crônicos induzidos pela
pilocarpina31 como também em tecido obtido em cirurgia
de pacientes epiléticos". Pesquisas recentes no modelo
do ácido cainico indicam que a suscetibilidade às crises
recorrentes em animais que apresentam brotamento das
fibras musgosas, deve ser dependente da formação de
novas sinapses excitatórias lut É muito provável que
grau de excitabilidade da nova rede neural seja
determinado pelo desbalanço entre os eventos
excitatórios e inibitórios". Essa reorganização simiptica
aberrante acontece no transcorrer do tempo após um
insulto, como por exemplo, o status
epilepticus57—

85 86.88.89. Em estudos recentes têm-se
estudado o brotamento de fibras musgosas no giro
denteado em preparações e cultivos (in vitro)de "slices"
de hippocampo".

ESTUDOS EM ANIMAIS

Modelos de epilepsia desenvolvidos "in
vitro" a partir de "slices" de tecido
cerebral

Diferentes estruturas cerebrais têm sido estudadas
nestes modelos. As mais estudadas são "slices" de
hipocampo e "slices" combinados de córtex entorrinal
e hipocampo, preservando-se a integridade da via
trissimiptica.

•OTO
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As classificações desses modelos "in vitro" de
atividade epileptiforme baseiam-se em formas existentes
de geração da atividade epilética.

Modelos induzidos farmacologicamente:

A Especialmente por bloqueio seletivo de receptores
inibitórios GABA érgicos do tipo A mediante diversas
drogas (ex. bicuculina, picrotoxina ou penicilina)20.37.

B Aplicação de drogas ativadoras de receptores
glutamatérgicos. O NMDA tem sido usado para
produzir atividade epileptiforme "in vitro" In.

C Bloqueio do canal Milieu de potássio (responsável pela
hiperpolarização fisiológica da membrana neuronal).
Uma droga amplamente usada é a 4-aminopiridina (4-
AP). A 4-AP aumenta a excitabilidade neuronal
intrínseca, aumentando e prolongando os potenciais
sinapticos75 • 1°6. O aumento da concentração de
potássio também tem sido usado para produzir
atividade epileptiforme in vitro".

Modelos Induzidos por manipulações
iiinicas e metabólicas do meio:

Perfusão do meio que &mint o tecido na ausência de
ions de magnésio (Mg2+) (epilepsia por baixo teor demg2+)62,100. mg2+ produz um bloqueio dependente de
voltagem no complexo canal iânico/receptor de NMDA92.
Porem, a falta deste ion condiciona um estado de
hiperexcitabilidade neuronal pelo aumento da
condutância destes receptores, aumentando a liberação
simiptica de neurotransmissores41.61.63

.

Estudo "in vitro" do tecido cerebral em
modelos de epilepsia induzidos "in vivo"

Estes estudos apresentam algumas particularidades,
destacando-se a reindução da atividade epileptiforme ou
o funcionamento e plasticidade sinaptica dos circuitos
neural s (potenciação a longo prazo = long-term
potentiation).

No caso da reindução da atividade epileptiforme,
destacam-se os trabalhos de Nagao e colaboradores
em 199465. Nesta investigação, a 4-AP é aplicada em
"slices" de hipocampo para a análise do padrão
eletrofisiológico, após a indução de descargas
epileptiformes no hipocampo de ratos que apresentam
crises espontâneas e recorrentes, em comparação com
"slices" de ratos normais. As propriedades de
excitabilidade mediada por NMDA, têm sido

estudadas neste mesmo modelo 31, sendo relacionadas
its alterações estruturais dos neurônios analisados.
Recentemente, alguns autores registraram um
aumento na duração da resposta sinaptica mediada por
glutamate (potenciais excitatários pós-sinapticos,
PEPs) nas células granulares do giro denteado de
ratos. Este mesmo grupo de pesquisadores observam
modificações semelhantes presentes no hipocampo de
pacientes epiléticos".

Estudos da plasticidade sinciptica
hipocampal do tecido epilético

As mudanças funcionais e estruturais após um
insulto, como o status epilepticus, parece ser um
processo lento e progressivo, o qual leva a uma condição
crônica. Esses fenômenos de epileptogenese têm sido
comparados ao processo de potenciação de longa
duração da função simiptica (LTP), processo associado
com um aumento na função dependente de receptores
glutamatergicos5 '6,16.

Os estudos de plasticidade sinaptica no tecido
epiletico são bem variáveis. Em prévios estudos
demonstrou-se que a atividade epileptiforme induzida
"in vitro" é capaz de alterar os processos simipticos de
potenciação de longa duração da atividade
sinaptica3-61u9. Esta forma de plasticidade simiptica
dependente de estímulos, está sendo associada aos
mecanismos celulares e moleculares responsáveis pela
formação e consolidação da memória ("in vivo"),
porem, urna alteração da mesma pode explicar a
fisiopatologia da amnesia, freqiientemente observada
em pacientes epiléticos. Recentes estudos sugerem que
os mecanismos epileptogénicos podem produzir
mudanças semelhantes ao processo de plasticidade42 •43.
Tem-se demonstrado que a atividade epileptiforme
pode produzir alterações na potenciação e depressão
da função sinaptica a longo prazo 16. Estudos recentes
em "slices" de hipocampo no modelo crônico de ELT,
sugerem hiper-respostas excitatórias na região CA I do
hipocampo e giro denteado após a estimulação
aferente74. Estes resultados estão de acordo com
estudos anteriores em tecido cerebral de pacientes
epiléticos crônicos submetidos à cirurgia para extração
do foco epiletico53 • 84. Adicionalmente, foram
encontradas alterações na neurotransmissão
GABAergica induzida após a estimulação das mesmas
areas da formação hipocampal (CAI e giro denteado)
neste modelo de ELT47.48.50, como também no
"kindling"63 •67. As alterações descritas na expressão e
funcionamento de receptores AMPA e NMDA no
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processo de epileptogênese 66 também contribuem na
alteração da fisiologia das sinapses. Vários autores
correlacionam as alterações plásticas "in vitro" aos
distúrbios na função dos receptores GABAA 78. Esses
resultados estão de acordo com estudos
eletrofisiológicos previamente realizados em pacientes
epiléticos98.103

O fenômeno de plasticidade é muito interessante, pois a
potenciação simiptica em determinadas vias facilita o
processo de "kindling"I8'65. Urn dos primeiros estudos
mostrando este fenômeno de plasticidade foi realizado na
via perfu rant?. Outro fato amplamente estudado em "slices"
de hipocampo é a alteração na expressão de canais iânicos,
corno também as alterações existentes nas propriedades
fisiológicas intrínsecas da membrana neuronal após a
in da atividade epilética59.70.97,109

. Em resumo,
pode-se dizer que o processo de epileptogênese está
relacionado com fenômenos plásticos induzidos pela
atividade epilética9.19.63.65.78.

ESTUDOS EM HUMANOS

Estudos eletrofisiológicos "in vitro" em
"slices" de hipocampo humano obtidos de
pacientes submetidos à cirurgia para o
tratamento da epilepsia

As primeiras investigações eletrofisiológicas em
tecido humano datam de 1955 101  Tem-se demonstrado,
posteriormente, que as células neocorticais e
hipocampais de pacientes com ELT apresentam
propriedades eletrofisiológicas semelhantes àquelas

79 81.83 017 108observadas em modelos experimentais " .
Os primeiros estudos "in vitro" coin tecido humano

foram possíveis alp& a adaptação da técnica de registro
intracelular em "slices" desenvolvida por Yamamoto e
Schwartzkroin na década de 1970 79'82 '1°,108. 0 primeiro
registro extracelular no tecido humano "in vitro" foi
realizado em 1973 por Kato e colaboradores34. Já o
registro intracelular em neurônios do tecido humano foi
relatado em 1976 por Schwartzkroin e Prince49. Estes
estudos levaram ao rápido desenvolvimento destes
procedimentos em regiões neocorticais e estruturas
mesiais temporais como o hipocampo, amidala e córtex
entorrina1497132.

Embora estas propriedades tenham certa
variabilidade, foi determinado, por meio da análise
quantitativa de I I 1 neurônios neocorticais do lobo
frontal e temporal, a medida do potencial de
membrana destes neurônios que foi de

aproximadamente -65 mV, a amplitude do potencial
de ação foi de aproximadamente 85 mV e a resistência
elétrica de 40 ohinsli. Outros tipos de correntes
também foram avaliadas neste estudo, como a corrente
de K+ dependente de Ca2+ °And, que participa dos
fenômenos subjacentes à atividade interictal.
Posteriormente, estas correntes i (micas foram
analisadas através da técnica eletrofisiológica de
"voltage clamp" 28.

Muitos trabalhos foram realizados com intuito de
elucidar os mecanismos básicos que sustentam a
hiperexcitabilidade dos neurônios epiléticos
humanos79'80'82. Umas das hipóteses mais interessantes
está relacionada com uma alteração dos potenciais
inibitórios GABAergicos. Por outro lado, s ti põe -se
que certas células neocorticais poderiam induzir
descargas tipo "burst" após a estimulação, geradas
possivelmente por mecanismos sinzipticossL'tli. Com
o intuito de diferenciar as propriedades
eletrofisiológicas dos neurônios de alta e de baixa
epileptogenicidade, trabalhos realizados
anteriormente não detectaram descargas
epileptiformes espontâneas do tipo PDS. Os neurônios
de alta epileptogenicidade apresentaram LI in aumento
gradativo da resposta sináptica evocada por
estímulost Outros autores sugerem que os potenciais
de ação evocados por estimulação devem atuar como
marcadores de epileptogenicidade em neurônios
humanos49, fato que poderia corrresponder ao baixo
limiar da descarga elétrica neuronal. Até o momento,
não tem sido demonstrada uma atividade de descargas
epileptiformes espontâneas no tecido epi lético
humano, o qual tem sido observado em estudos de
eletrocorticograma intra-operatório "in situ" (ECoG).
Em 1989, Reid e Palovcik relatam a presença de
potenciais de campo espontâneos e sincrônicos
parecidos com descargas interictais em "slices" de
tecido neocortical, obtido de zonas coin descargas
eletrográficas previamente detetadas por meio de
ECoG 3. Esta atividade sincrônica "in vitro" não te iii
sido encontrada nas zonas inativas ou "silentes". Uma
das dificuldades clássicas e não bem-resolvida na
atualidade é a inexistência de tecidos-controle nestes
estudos. Têm-se empregado diferentes métodos para
uma analise comparativa, utilizando-se tecido de
primatas e tecido obtido em cirurgias para remoção
de tumores cerebrais, porém os detalhes éticos e
metodológicos são muito complexos nestes casos.
Uma possibilidade mais objetiva foi sugerida por
Liiders (1992), na qual comparou os diferentes graus
de epileptogenicidade no tecido humano em relação
às alterações patológicas existentes 49

. Estas
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investigações foram realizadas em tecido epilético de Referências
crianças submetidas a ressecção cirtirgica2390.

Alterações do componente NMDA na resposta
sindptica têm sido encontradas em tecido hipocampal
("slices") obtido em cirurgias de pacientes
epiléticos51.52.97. Esse mesmo grupo de pesquisadores
têm correlacionado as alterações estruturais na
circuitaria hipocampal (ex.: grau de brotamento de fibras
musgosas) aos distúrbios eletrofisiológicos17-31).9l1.91.96:91.
0 receptor do tipo AMPA parece também estar afetado
na patologia epilética humana analisada "in vitro"
51,52,55,56.73. Por outro lado, diversos trabalhos realizados
com tecido obtido de pacientes epiléticos tem
enfatizado as propriedades eletrofisiológicas das
conexões e sinapses do hipocampo responsáveis pela

Oil
hiperexcitabi lidade 36 .83.84 .

Em contrapartida, estudos farmacólogicos em
"slices" de hipocampo "in vitro" estão sendo realizados
com o intuito de se avaliar a ação de drogas
anticonvulsivantes

2.66,110
. Isso possibilita maiores

informações sobre o mecanismo de ação das drogas
anticonvulsivantes.

Em resumo, várias questões devem ser esclarecidas
com relação à gênese da atividade epileptiforme no
tecido "epilético": I) Existe uma redução da inibição
no tecido "epilético"? 2) As células do tecido epilético
são mais suscetíveis a descargas epileptiformes em
resposta à estimulação? 3) Existe uma contribuição
exagerada e patológica dos receptores excitateirios
glutamatérgicos nos potenciais sinapticos ou descargas
epileptiformes? 4) As mudanças estruturais como
"sprouting" estão correlacionadas com o aumento da
excitabilidade?

SUMMARY
Temporal lobe epilepsy is a common neurological disorder and, perhaps, a
window into the nature of neuronal network defects that result in pathological
hyperexcitability. Mesial temporal structures play an important and probably
predominant role in the causation of complex partial seizures encountered in
patients with temporal lobe epilepsy. This evidence has represented the
rationale for numerous studies in vivo and in vitro in models of epilepsy in
which the main emphasis has been directed toward the physiopathology of
the hippocampus proper. Experiments performed in the in vitro hippocampal
slice preparation have revealed several fundamental cellular and
pharmacological mechanisms responsible for the generation of epileptiform
discharges. The brain slice techinique offers the advantages of physical
stability, which allows intracellular recording, control over the extracellular
ionic medium and pH, and drug aplication. The brain tissue is, of course,
isolated from other neural and hormonal inputs, which can be considered an
advantage and a disadvantage of the method.
Eletrophysiological studies of brain slices have been centered around some
main oblectives: 1) descriptions of the cellular biophysical and synaptic
properties of neurons, 2) investigations of neurotransmitter function in the
brain, that an important issues in determining cellular and synaptic pathologies
causing epileptogenesis.

KEY WORDS
Brain "slices", blectrophysiology, temporal lobe epilepsy, hippocampal
sclerosis.
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