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RESUMO 
 

Higa, GSV. Caracterização de conexinas neuronais no desenvolvimento pós-natal 
do hipocampo de ratos. [Tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017 
 
Os canais de junções comunicantes (JCs) apresentam um papel importante em 
processos proliferativos, migratórios e de diferenciação dos neurônios durante o 
desenvolvimento do sistema nervoso. Durante o desenvolvimento pós-natal do 
hipocampo, as JCs neuronais estão envolvidas na maturação da circuitaria 
hipocampal por meio da modulação que exerce sobre a atividade espontânea 
sincronizada entre neurônios durante este período. As JCs são canais intercelulares 
compostos pela interação extracelular de hemicanais alocados na membrana 
citoplasmática de células justapostas. Neste trabalho investigamos a Cx36 e Cx45, 
conexinas (Cxs) neuronais que constituem as JCs, abundantes no hipocampo de 
ratos. Nossas análises demonstraram mudanças nos níveis de expressão de 
transcritos e nos níveis proteicos da Cx36 e Cx45 ao longo do desenvolvimento pós-
natal. Por meio da avaliação da distribuição proteica por imuno-histoquímica, 
identificamos a presença da Cx36 e Cx45 nas diferentes sub-regiões do hipocampo 
ao decorrer dos períodos analisados, sendo sua ocorrência mais constante na 
camada de células principais. Além disso, a Cx36, predominantemente localizada 
próxima ao soma de neurônios da camada de células principais da região de CA1 e 
CA3, sucede com maior frequência em outras camadas dessas regiões durante a 
segunda semana após o nascimento. Através das análises de dupla marcação 
identificamos a Cx36 em neurônios excitatórios da camada de células principais do 
hipocampo de animais recém-nascidos (P0). Por meio da utilização de marcador 
para astroglia e Cx45, observamos que essa proteína ocorre com baixa frequência 
em astrócitos indicando que sua presença possivelmente ocorra predominantemente 
em neurônios logo após o nascimento no hipocampo. Através da utilização de 
matrizes de multi-eletrodos (MEA) avaliamos as possíveis alterações da atividade 
espontânea hipocampal em diferentes períodos do desenvolvimento pós-natal, sobre 
o bloqueio abrangente das JCs, assim como de JCs especificamente compostas por 
Cx36, utilizando o bloqueador carbenoxolona (CBX) e mefloquina, respectivamente. 
As análises de frequência de potenciais de ação extraídas dos registros 
eletrofisiológicos extracelulares, demonstraram que o bloqueio inespecífico das JCs 
diminuem a atividade de áreas hipocampais mais ativas, assim como o de eventos 
de ≥23Hz em fatias de hipocampo de ratos neonatos (P0-3). Além disso, em fatias 
de hipocampo de animais entre 8 e 10 dias de vida, CBX promoveu alteração da 
atividade média de disparo de potenciais de ação no hipocampo como um todo, 
além de reduzir a atividade de áreas hipocampais com alta atividade e de eventos 
de ≥23Hz. Curiosamente, o bloqueio das JCs formadas por Cx36 não promoveu 
alterações na atividade de fatias de hipocampo de animais recém-nascidos (P0-3). 
Porém, em fatias hipocampais de animais com duas semanas de vida (P8-10), 
identificamos uma redução de eventos de ≥23Hz, assim como no regime de 
potenciais de ação de áreas hipocampais mais ativas promovido pela mefloquina. 
Em conjunto, nossos achados demonstraram que as Cxs neuronais, assim como, o 
papel das JCs sobre a atividade hipocampal são alteradas durante o 
desenvolvimento pós-natal, eventos que podem estar relacionados aos mecanismos 
de regulação de processos fisiológicos que regem o desenvolvimento apropriado do 
hipocampo.  



 
 

 

 

Palavras-chave: Junções comunicantes. Conexinas. Cx36. Cx45. Desenvolvimento. 
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ABSTRACT 
 

Higa GSV. Characterization of neuronal connexins in the post-natal development of 
rat hippocampus. [Ph. D. Thesis (Human Physiology)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017 
 

Gap junctions (GJ) play a significant role in proliferation, migration, and differentiation 
of neurons during the development of the nervous system. During postnatal 
hippocampal development, neuronal GJ is implicated in activity-dependent circuitry 
maturation promoting modulation of coherent spontaneous neuronal activity. GJ 
comprise intercellular channels formed by the extracellular interaction of two 
hemichannels allocated in the cell membrane of apposed cells. These channels 
promote the intercellular exchange of ions and small molecules (<1kDa). GJ 
expressed in neurons support the basis of electrical synapses. Here, we investigated 
two major neuronal connexins (Cx), the proteins that compose the GJ channels, 
expressed in hippocampus. Rat hippocampal Cx36 and Cx45 were evaluated during 
the early postnatal period (0-10 days-old), a critical developmental period marked by 
intense synapse organization and cell proliferation. We identified changes in Cx36 
and Cx45 transcript and protein levels during these developmental periods. 
Interestingly, immunofluorescence analyses showed that Cx36 and Cx45 are 
expressed in similar concentrations in hippocampal sub-regions throughout the 
investigated postnatal period and accumulate preferentially in the principal cell 
layers. Additionally, Cx36 is primarily located near neuronal soma after birth and 
spread to fiber-rich layers after the second postnatal week. Moreover, we observed 
that the typical Cx36 immunostaining puncta are densely clustered immediately after 
birth before becoming diffuse in the second postnatal week. Using double 
immunostaining, we identified colocalization of Cx36 and CaMKIIα, supporting 
principal neurons express Cx36 in neonatal hippocampus. Our findings also indicated 
that Cx45 might be expressed mainly by neurons since it is virtually absent in 
astrocytes after birth. Using multielectrode array (MEA) we were able to assess the 
whole hippocampal spontaneous activity in distinct periods of postnatal development 
under the influence of carbenoxolone (CBX) and mefloquine, an unspecific and Cx36 
GJ specific blocker, respectively. Analyses of spike frequency indicated that general 
GJ blockage reduces the high active hippocampal areas and bursts events (≥23Hz) 
in neonates (P0-3) hippocampal slices. Furthermore, in P8-10 slices, CBX was also 
able to reduce the mean fire rates of the whole hippocampus, besides the reduction 
of the activity of high active hippocampal areas and bursts events (≥23Hz). 
Interestingly, we were not able to detect changes in the hippocampal activity in P0-3 
slices after Cx36 GJ blockage. Nevertheless, mefloquine was able to reduce bursts 
events (≥23Hz) and mean fire rate of high active hippocampal areas in P8-10 
hippocampal slices. Our results demonstrate a regulation of neuronal Cxs and 
distinct GJ role in activity modulation during postnatal hippocampal development, 
which might be essential to physiological processes that govern proper hippocampal 
development. 
 
Keywords: Gap Junctions. Connexins. Cx36. Cx45. Development. Hippocampus. 
Electrical Synapses. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Função e anatomia da formação hipocampal 
 

Ao longo da história foram atribuídas diferentes funções para formação 

hipocampal. Devido à proximidade anatômica com as regiões responsáveis 

pelo processamento das informações olfativas, imaginava-se que esta região 

seria uma parte integrante deste complexo. Já em 1937, James Papez atribuiu 

parte do processamento da informação emocional ao hipocampo. Outro papel 

atribuído ao hipocampo foi o controle da atenção, devido à capacidade dessa 

região originar as ondas teta. Esse padrão de atividade é vinculado a 

processos cognitivos que levam a aprendizagem (Andersen, 2007). 

Atualmente, sabe-se que a formação hipocampal contribui para o 

processamento da memória e aprendizado (especificamente a memória 

declarativa/explícita, participação no processamento da memória espacial e 

contextualização), auxiliando na formação e consolidação inicial da memória 

(Zola-Morgan, et al., 1986, Iversen., 2003, Stark, 2007, Moser, et al., 2015). 

A formação hipocampal é uma das áreas mais bem descritas do 

encéfalo, apresentando trabalhos sobre sua caracterização na ciência moderna 

a partir dos trabalhos de Ramon y Cajal e Lorente de Nó no início do século 20 

(Bayer, 1980b). A formação hipocampal é uma área pertencente ao sistema 

límbico, derivada de regiões mediais do telencéfalo. Esse grupo de áreas 

interconectadas é formado por quatro regiões corticais simples, sendo uma das 

únicas regiões encefálicas que recebem informações sensoriais multimodais de 

diferentes áreas neocorticais (Swanson, Kohler, 1986). Essa estrutura é 

composta pelo hipocampo propriamente dito (subdividido em três regiões do 

cornu ammonis, CA3, CA2 e CA1 e o GD), o complexo subicular (dividido em 

três regiões, o subículo, pré-subículo e parasubículo) e o córtex entorrinal, que 

em roedores é geralmente dividido em medial e lateral (Figura 1). A forma 

tridimensional da formação hipocampal de roedores é relativamente complexa. 

Trata-se de uma estrutura alongada com longos eixos curvados formando um 

“C” a partir do núcleo septal-rostral, até o lobo temporal caudal-ventral (Amaral, 

Witter, 1989).  
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Figura 1- Secção horizontal da formação hipocampal de rato P90. Fatia 
contendo as regiões componentes da formação hipocampal GD: giro denteado; ml: 
camada molecular do giro denteado; gl: camada de células granulares; h: hilo.  EC: córtex 
entorrinal; la: lateral; im: intermediário; me: medial; I-VI: camadas do córtex entorrinal; PA: 
parasubiculum; PR: presubiculum; SU: subiculum. CA1: so: stratum oriens; sp: stratum 
pyramidale; sr: stratum radiatum; slm:stratum lacunosum moleculare; CA3: a,b e c; NC: 
neocórtex; FI: fimbria (barra de escala= 1 mm). Adaptado de Bayer (1980b).  

  

O GD, região integrante da formação hipocampal, é composto por três 

camadas, sendo essas a camada molecular (M), camada de células granulares 

(GCL) e o hilo. A camada M, caracterizada pela relativa ausência de corpos 

celulares, é habitada por dendritos das células granulares, processos dos 

interneurônios basket cells e dos neurônios polimórficos, assim como, 

ramificações de axônios provenientes do córtex entorrinal e de outras regiões. 

Essa camada é delimitada pela GCL e a fissura hipocampal. A GCL é definida 

pela grande concentração de células granulares (células principais do GD) e 

pela presença de outros tipos celulares, tais como as basket cells. O hilo, por 

sua vez, também conhecida como zona polimórfica do GD ou CA4, é a região 

central do GD, delimitada pelos braços da GCL. Esta camada é composta por 

variados tipos de células, sendo as células musgosas os neurônios mais 

abundantes encontrados nessa região (Amaral D, Lavenex P, 2007). 

A região do cornu ammonis (CA) é subdivida em quatro ou cinco 

camadas, dependendo de suas subáreas, CA1 ou CA3. O stratum oriens (SO), 

camada localizada logo abaixo da camada de células piramidais (SPy, 

infrapiramidal), habita interneurônios tais como as células trilaminares 

horizontais e as células oriens-lacunosum-moleculare (células O-LM), assim 

como processos provenientes das células piramidais (dendritos basais). Já a 
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SPy é caracterizada principalmente pelo grande agrupamento de neurônios 

piramidais, as células principais do CA. O stratum lucidum (SL), camada 

presente apenas em CA3, está localizada logo acima de SPy de CA3. Nesta 

camada ocorrem as interações entre as fibras musgosas provenientes das 

células granulares e os dendritos apicais proximais dos neurônios piramidais de 

CA3. O stratum radiatum (SR), por sua vez, é conhecido por residir 

interneurônios como as células bi-estratificadas, basket cells e as células 

radiais trilaminares. Além disso, nessa camada encontra-se grande parte dos 

dendritos apicais dos neurônios piramidais, assim como axônios da colateral de 

Schaffer e da via comissural. Por fim, o stratum lacunosum-moleculare (SLM), 

camada superficial do CA, é caracterizado por apresentar interneurônios 

inibitórios e projeções provenientes do córtex entorrinal e de outras áreas do 

sistema nervoso central, como o tálamo (Amaral D, Lavenex P, 2007).  

De modo simplificado, a região que abrange a formação hipocampal é 

conectada por uma única e extensa conexão unidirecional. O GD recebe a 

maior parte das projeções do córtex entorrinal pela via perfurante. As células 

granulares do GD projetam, através das fibras musgosas, para a área CA3 do 

hipocampo. As células piramidais da região CA3 dão origem aos axônios 

colaterais promovendo conexões associativas entre os neurônios piramidais 

dessa região. Além disso, os neurônios piramidais de CA3 eferem para a 

região CA1 do hipocampo através da via colateral de Schaffer. Por sua vez, a 

região CA1 e a região subicular eferem para o córtex entorrinal, retornando a 

informação para região de origem (Amaral ,Witter, 1989, Witter, et al., 1989) 

(Figura 2).  

Além da via tri-sináptica, existem outros meios de comunicação 

estabelecidos entre as áreas que compõem a formação hipocampal. Um 

exemplo é a participação da área CA2, que realiza sinapses entre a região CA3 

e a CA1. Devido a essa condição, a região CA2 estabelece uma via indireta de 

comunicação entre CA3-CA1, via paralela e alternativa a colateral de Schaffer. 

Além disso, CA2 ainda recebe aferências provenientes do córtex entorrinal que, 

por sua vez, envia projeções para a área CA1 onde exerce intensas interações 

excitatórias. Esta dá origem à via di-sináptica de propagação de informação no 

hipocampal (Sekino, et al., 1997; Chevaleyre, Siegelbaum, 2010). 



28 
 

 

 

 

 

 
Figura 2- Via tri-sináptica da formação hipocampal. Neurônios da camada II do 
córtex entorrinal projetam para o giro denteado e a subárea CA3 do hipocampo pela via 
perfurante. Os neurônios da camada III do córtex entorrinal projetam para região CA1 e 
para o subículo (Sub) pela via perfurante. As células granulares do giro denteado projetam 
para a região CA3 pelas projeções das fibras musgosas. Os neurônios piramidais de CA3 
projetam para a região CA1 através da via colateral Schaffer. Os neurônios piramidais de 
CA1 para o subículo. Os neurônios de CA1 e do subículo projetam de volta para as 
camadas profundas do córtex entorrinal. Adaptada de Frostscher M, Seress MFL (2007). 

 

1.2 Desenvolvimento hipocampal  

 

O desenvolvimento da formação hipocampal, assim como outras regiões 

do sistema nervoso central, apresentam fases distintas que ocorrem de forma 

sequencial e parcialmente sobreposta. Dentre esses eventos, há a fase de 

proliferação, migração e diferenciação celular, contidas no estágio inicial de seu 

desenvolvimento. Estes eventos são seguidos por um período de maturação 

neuronal, estabelecimento da conectividade e refinamento da comunicação 

sináptica. Essas fases são promovidas por fatores genéticos preestabelecidos, 

assim como a contextualização da célula no meio tecidual. 

O hipocampo se origina a partir da região dorso-medial do telencéfalo, 

apresentando padrões de desenvolvimento histológico e celulares 

filogeneticamente conservados em mamíferos. Esses eventos são concebidos 

por meio da expressão de genes específicos, como a WNT-3a, que atuam na 

diferenciação do hipocampo das demais regiões corticais durante o 

desenvolvimento embrionário. O formato característico do hipocampo adulto 

ocorre a partir da curvatura do telencéfalo primitivo durante o desenvolvimento 
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encefálico. Em roedores, o neuroepitélio na parede dorso-medial do telencéfalo 

começa a se curvar no décimo quarto dia do desenvolvimento embrionário 

(E14), se alocando na parede do ventrículo lateral. A curvatura se torna mais 

proeminente com a progressão do desenvolvimento embrionário (Figura 3) 

(Bayer, 1980b, Lee, et al., 2000, Khalaf-Nazzal, Francis, 2013). 

 

  
 

Figura 3- Desenvolvimento morfológico do hipocampo. A maior taxa de 
aumento volumétrico do hipocampo ocorre durante o desenvolvimento embrionário e reduz 
gradativamente conforme a progressão do desenvolvimento. Durante a primeira semana 
do desenvolvimento pós-natal, a taxa de crescimento diário é cerca de 30% (P1-P7), 
decaindo pela metade entre P7 e P21. O aumento do volume hipocampal é acompanhado 
pela redução do neuroepitélio e a zona sub-ependimal, dando origem às sublâminas 
componentes do CA e GD. Adaptado de Bayer (1980b).  

 

Os neurônios responsáveis pelo aumento do volume das regiões da 

formação hipocampal são originados majoritariamente a partir de diferentes 

regiões contidas no neuroepitélio hipocampal. Os três compartimentos do 

neuroepitélio responsáveis pela gênese dos neurônios são: neuroepitélio 

amônico (Ammonic neuroepithelium), fonte dos neurônios piramidais do CA; 

neuroepitélio denteado primário (primary dentate neuroepithelium), fonte 

provedora dos neurônios granulares do GD; e glioepitélio fimbrial (fimbrial 

glioepithelium), que origina as células gliais da fímbria. (Altman ,Bayer, 1990).  

A neurogênese ocorrida no neuroepitélio hipocampal segue três 

principais padrões de gradientes de formação, encontrados nas diferentes 

regiões do hipocampo. O padrão profundo-superficial, ou de dentro-para-fora, 

ocorre no CA e no GD. No CA, os neurônios piramidais de SPy obedecem a 
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esse padrão apresentando neurônios originados precocemente na região 

superficial. No GD, as células presentes no hilo são originadas muito antes que 

as células granulares, alocadas na região interna do GD. O padrão de 

distribuição tipo sanduíche também ocorre em ambas as regiões do 

hipocampo, onde neurônios piramidais contidos em SPy encontram-se 

flanqueados por células geradas em períodos mais iniciais do desenvolvimento, 

situadas em SO, SR e SLM. Já no GD, células granulares da GCL são 

flanqueadas por células mais antigas presentes no hilo e na camada molecular 

do GD. Além disso, as células mais proximais a fissura rinal começam a ser 

geradas antes das células proximais do GD. Deste modo, a gênese dos 

neurônios piramidais de CA1a ocorre antes dos neurônios piramidais de 

CA1b,c (E18-E19), da mesma forma que neurônios piramidais de CA3a,b são 

originas antes dos neurônios principais de CA3c (E18-E20). No GD células 

granulares da GCL superior surgem antes das células granulares contidas no 

braço interno (Bayer, 1980a).  

Assim que se tornam neurônios pós-mitóticos, as células piramidais 

originadas a partir dos respectivos nichos do neuroepitélio hipocampal, migram 

para a região de destino durante o desenvolvimento embrionário do 

hipocampo. Neurônios piramidais da região CA1 apresentam rota de migração 

curta, já que o neuroepitélio segue quase completamente a extensão da 

curvatura do hipocampo. Porém, neurônios piramidais de CA3 apresentam rota 

de migração mais longa, devido à maior distância entre a fonte e destino dos 

neurônios (curva de CA3). O tipo neuronal, a rota de migração e o destino onde 

os neurônios formados pelo neuroepitélio hipocampal devem ser posicionados 

durante o desenvolvimento são processos determinados por programas 

genéticos específicos preconcebidos (Frotscher M; Seress MFL, 2007). 

A formação da camada de células granulares do GD difere em alguns 

aspectos da formação das camadas de células piramidais do hipocampo. 

Essas células expressam um gradiente de formação adicional, sendo esta 

caracterizada pela distribuição diferenciada dos neurônios gerados em 

diferentes períodos no eixo medial-lateral. O processo de síntese celular que 

origina as células granulares do GD é mais duradouro que das células 

piramidais, se estendendo até a vida adulta. Assim, aproximadamente 10% dos 
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neurônios granulares são gerados após P18. A rota de migração das células 

granulares pós-mitóticas é mais extensa, se comparada a dos neurônios 

piramidais de CA1 e CA3. A trajetória consiste na partida do neuroepitélio, 

passando pelo CA já formado (através da estreita zona intermediária entre a 

camada alveus e SO) e o direcionamento para a região ao redor da 

extremidade de CA3, onde há o início da formação do GD (Bayer, 1980a, 

Frotscher M; Seress MFL, 2007).  

Os neurônios do hilo, assim como as células granulares, são formados a 

partir de sítios de proliferação celular duradoura, constituindo a principal fonte 

local das células granulares (Altman; Bayer 1990). Essa fonte é formada pela 

camada germinal secundária deslocada para o GD. A proliferação celular na 

região hilar persiste durante todo o período da neurogênese das células 

granulares. Em roedores, o número total de células hílares rapidamente 

decresce entre os dias 10 e 25 do período pós-natal, com um paralelo aumento 

no número de células granulares na GCL, sugerindo que as células recém-

formadas no hilo deslocam-se para a GCL do GD. Apesar das células 

granulares apresentarem morfologia uniforme, estas células são originadas a 

partir de diferentes fontes germinativas (Frotscher M; Seress MFL, 2007). 

Os interneurônios hipocampais diferem em termos de procedência e em 

período de gênese dos neurônios principais do CA e GD. Os interneurônios 

hipocampais são concebidos na eminência gangliônica medial e caudal 

(MGE/CGE), localizados no telencéfalo basal (Pleasure, et al., 2000, Butt, et 

al., 2005, Tricoire, et al., 2011). Interneurônios provindos da MGE são 

originados entre E9-E12, enquanto a formação das células em CGE ocorre 

entre E12-E16. Ambos os tipos de interneurônios migram antes dos neurônios 

principais, estando presente no hipocampo em E14. MGE é fonte de 

interneurônios somatostatina-, parvalbumina- (PV) e óxido nítrico sintetase 

neuronal- (nNOS) positivos, incluindo os interneurônios fast-spiking basket 

cells, ivy cells, bistratified, O-L cells, interneurônios axo-axonais e 

neurogliaformes. Por sua vez, os interneurônios provindos por CGE dão origem 

a interneurônios colecistoquinina-, peptídeo intestinal vasoativo-, calretinina e 

reelina- positivos, incluindo as non-fast-spiking basket cells, interneurônios 

associados as fibras musgosas, interneurônios associados a colateral de 
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Schaffer e os interneurônios neurogliaformes (Owens ,Kriegstein, 2002, 

Hensch, 2005, Bonifazi, et al., 2009).  

Os eventos que regem a diferenciação celular, rota migratória e 

posicionamento dos neurônios hipocampais (região que abrange a CA e GD), 

são determinados parcialmente por programas genéticos preconcebidos, 

anterior ao estabelecimento das sinapses. Estudos realizados a partir de 

intervenções moleculares que geram restrições na expressão de genes 

específicos, assim como análise de alterações gênicas em síndromes 

associadas com a má formação do hipocampo, auxiliaram no entendimento dos 

genes importantes para o encaminhamento dos eventos pertinentes ao 

desenvolvimento do hipocampo. Dentre esses genes estão Lsi1 e Lsi2, que 

determinam o subtipo celular caracterizado pelo estabelecimento sináptico em 

períodos distintos; os genes responsáveis pela expressão do DCX 

(doublecortin), reelina e alfa tubulina 1A (TUBA1A), afetam o processo de 

laminação do hipocampo (Khalaf-Nazzal ,Francis, 2013, Deguchi, et al., 2011).  

 

1.3 Desenvolvimento pós-natal do hipocampo de roedores 

 

Além dos eventos regidos por programas genéticos que determinam o 

desenvolvimento hipocampal, existem outros fatores que contribuem na 

definição da progressão do desenvolvimento do hipocampo. O início da 

diferenciação neuronal acarreta no surgimento de atividade espontânea 

recorrente. Esta característica é originada por propriedades biofísicas da 

membrana de neurônios imaturos que acarreta no desencadeamento de 

eventos esporádicos de aumento transitório da concentração de cálcio 

intracelular. Sendo assim, a atividade elétrico/química dos neurônios promove 

mudanças no meio onde está, influenciando a ativação/inativação de 

programas genéticos específicos (Ben-Ari, 2001, Crepel, et al., 2007, 

Blankenship ,Feller, 2010).  

Durante o período perinatal (P0-P2), uma pequena quantidade de 

células hipocampais é capaz de gerar atividade espontânea. Dentre as células 

ativas, uma pequena fração apresenta um padrão de atividade celular 

diferenciado, caracterizado pelo aumento da duração da elevação transiente da 

concentração de cálcio intracelular. Este evento gera platôs de atividade 
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elétrica, passíveis de observação em registros eletrofisiológicos. Esses eventos 

ocorrem de forma recorrente e sincronizada entre pequenos grupos de 

neurônios. Devido a essas características, este padrão é denominado de platôs 

sincronizados de grupos (synchronous plateau assemblies, SPAs), sendo o 

primeiro evento de atividade sincronizada que ocorre no hipocampo (Crepel et 

al., 2007). 

Os SPAs são gerados de forma independente das sinapses químicas, 

porém são altamente dependentes de voltagem. Esse padrão de atividade 

ocorre devido a correntes intensas de cálcio e sódio geradas pelo canal de 

cálcio do tipo L e pelos canais de sódio dependentes de voltagem, 

respectivamente. A sincronização entre a atividade das células que apresentam 

os SPAs são mediadas pelas junções comunicantes (JCs). Experimentos 

utilizando bloqueadores de JCs (carbenoxolone e mefloquina) demonstraram 

que essa via de comunicação intercelular promove a sincronização entre a 

atividade das células ativas e na quantidade de células ativas que apresentam 

esse padrão (Crepel et al., 2007). 

A transição de uma rede local sincronizada, independente de sinapse 

química, para uma rede de atividade generalizada determinada pelo 

estabelecimento da comunicação sináptica, acontece de forma progressiva 

durante a primeira semana do desenvolvimento pós-natal de roedores. O 

primeiro padrão de atividade espontânea, provindo pela comunicação sináptica 

durante o desenvolvimento do hipocampo, é denominado como potenciais 

gigantes despolarizantes (giant despolarizant potencial, GDPs). Tanto os SPAs 

quanto os GDPs coexistem durante um período crítico do desenvolvimento 

hipocampal. O bloqueio dos GDPs, por meio da inibição das sinapses 

químicas, faz com que os disparos sincronizados sejam novamente 

observados, mostrando que ambos os eventos são realizados de forma 

independente (Ben-Ari, 2001, Crepel et al., 2007) (Figura 4).  

Os GDPs são propagados através de rede de interações entre 

neurônios, que abrange virtualmente todo hipocampo (região CA1 e CA3 e hilo) 

durante a primeira e segunda semana do desenvolvimento pós-natal de 

roedores (P0-P10). Esse padrão de atividade espontânea apresenta um perfil 

marcado por importantes mudanças na concentração transiente de cálcio, que 



34 
 

 

 

ocorre durante os primeiros dias após o nascimento, seguido por um aumento 

da frequência dos eventos de cálcio com uma gradual diminuição de amplitude 

(Leinekugel et al., 1997, Strata et al., 1997, Garaschuk et al., 1998).  

Os GDPs são padrões de atividade desencadeados pela ação sinérgica 

despolarizante dos neurotransmissores ácido γ-aminobutírico (GABA) e do 

glutamato. A ação despolarizante do GABA, sobre o receptor ionotrópico 

GABAA, é gerada a partir da alta concentração intracelular de cloreto (Cl-). Essa 

característica é atribuída à expressão temporal diferenciada de dois 

transportadores de Cl- durante o desenvolvimento do sistema nervoso, o KCC2 

e NKCC1. O transportador KCC2, proteína que promove a remoção do Cl- para 

o meio extracelular, é expresso tardiamente em relação ao transportador 

NKCC1 durante o desenvolvimento. Como resultante o Cl- acumula no meio 

intracelular. Sendo assim, a ativação do receptor GABAA acarreta na saída do 

Cl- intracelular, desencadeando a despolarização do neurônio. A 

despolarização inicial gerada pelo GABA remove o magnésio situado no 

receptor NMDA, possibilitando sua ativação pelo glutamato (Ben-Ari et al., 

2007). 

Em roedores, esse padrão de atividade espontânea envolve células 

piramidais e interneurônios GABAérgicos situados em CA3 e CA1, assim como 

interneurônios presentes no hilo. Este evento é mais propício de ocorrer em 

CA3, afetando outras áreas através da comunicação neuronal que envolve a 

ativação de receptores GABAA e NMDA. As GDPs ocorrem entre três e quatro 

eventos por segundo, sendo determinada por um lento potencial 

hiperpolarizante. A hiperpolarização é ditada por canais de potássio ativados 

pela elevação de cálcio intracelular gerado pela despolarização durante a 

ativação sináptica. O correlato das GDPs em experimentos conduzidos in vivo 

são as sharp waves (SPW), observadas em diferentes condições em ratos 

neonatos (Strata et al., 1997, Leinekugel et al., 2002, Sipila et al., 2005, Sipila 

et al., 2006, Blankenship; Feller, 2010).  
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Figura 4- Caracterização por microscopia multifóton de três diferentes 
formas de atividade espontânea na região CA1 durante o 
desenvolvimento embrionário e primeiros dias do período pós-natal. (A1) 
imagens de cálcio provindas de fatias da região CA1 do hipocampo de camundongo (E16, 
P1 e P6). (A2) Detecção automática de contornos de células a partir de imagens de 
fluorescência. Contornos sem preenchimento indicam células sem atividade. Células com 
preenchimento preto indicam células que produzem picos de atividade de cálcio; células 
contendo preenchimento vermelho representam neurônios que produzem platôs de 
atividade de cálcio (células SPAs); células preenchidas de azul são neurônios que 
produzem transientes de cálcio rápidos e sincronizados (GDPs). Barra de escala 100 µM. 
(A3) Representação de atividade de três registros das áreas  demonstradas em A1. Cada 
linha representa um único neurônio, sendo cada traço horizontal a duração do transiente 
de cálcio detectado. (A4) Três tipos de eventos podem ser discriminadas, como mostrado 
pela sua representação de traços gerados a partir de variações na fluorescência (preto, 
picos de cálcio; vermelho, platôs de cálcio; azul, GDPs). (B1) Current-clamp simultâneo (V 
repouso: ~-60 mV, topo) e registros ópticos (traço abaixo) em três neurônios 
representativos para os três tipos de atividade de cálcio descritos em A. Adaptada de 
Crepel et al. (2007) 

 

O surgimento dos padrões de atividade espontâneos sincronizados é 

desencadeado pelo início da formação da circuitaria hipocampal, definida pelo 

estabelecimento e refinamento da comunicação entre os neurônios. Este 
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episódio auxilia a determinar as alterações neuronais que contribuem para o 

desenvolvimento pós-natal do hipocampo. Durante este período, neurônios 

granulares do GD estão em intenso processo de formação, migração e 

formação de seus axônios, as fibras musgosas. A propagação das GDPs, que 

afetam os neurônios acoplados do hilo, desencadeia a liberação de GABA, que 

atua como fator trófico importante na migração e maturação dos neurônios 

granulares do GD (Strata et al., 1997). 

Ao contrário dos neurônios granulares do GD, a gênese e migração dos 

interneurônios e neurônios de projeção de CA já se encontram estabelecidos 

após o nascimento em roedores. Apesar disso, essas células sofrem intensas 

modificações que levam ao amadurecimento das funções necessárias para 

execução de atividades cognitivas, expressas durante a vida adulta. As 

arborizações dendrítica e axonal, que começam a se desenvolver durante o 

período embrionário, atingem seu nível máximo de maturação durante o 

desenvolvimento pós-natal, assim como o surgimento de espinhas dendríticas 

e, consequentemente, a formação e o refinamento das sinapses (Figura 5).  

 
 

Figura 5- Principais eventos do desenvolvimento hipocampal de ratos. Os 
neurônios piramidais de CA são gerados antes do nascimento e sofrem processo de 
maturação durante o primeiro mês do desenvolvimento pós-natal. Os neurônios começam 
a estabelecer comunicação durante o período perinatal (* indica o dia aproximado do 
nascimento- E21). Durante as duas primeiras semanas após o nascimento, a maior parte 
da atividade sináptica apresenta padrões de atividade imaturo, seguido do surgimento de 
padrões de atividade encontrados em animais adultos. Fonte: Adaptado de Ben-Ari (2001).  
 

O desenvolvimento da arborização dendrítica dos neurônios 

hipocampais é dada majoritariamente durante o desenvolvimento pós-natal. 
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Logo após o nascimento, cerca de 80% dos neurônios piramidais de CA1 

apresentam um pequeno soma e dendritos apicais pouco desenvolvidos. 

(Pokorny; Yamamoto, 1981, Tyzio et al., 1999). A comunicação neuronal 

estabelecida durante o desenvolvimento auxilia de forma importante no 

amadurecimento dos neuritos das células do hipocampo. As flutuações na 

concentração de cálcio intracelular, providas pelo aumento da comunicação 

neuronal durante o desenvolvimento hipocampal, levam a ativação de 

proteínas específicas, como a cálcio-calmodulina quinase (CaMK) e as 

quinases dependentes de mitógeno (MAPK). Ambas as famílias de proteínas 

quinase, e suas respectivas isoformas, atuam na regulação do crescimento e 

estabilidade de neuritos através da interação direta com o citoesqueleto, ou 

pela regulação da expressão de genes como a CREB (Wu et al., 2001, 

Redmond et al., 2002, Fink et al., 2003). Estudos avaliando o crescimento de 

neuritos em culturas organotípicas de hipocampo demonstraram que a 

frequência das oscilações da concentração de cálcio, propiciadas pela 

atividade espontânea durante o desenvolvimento hipocampal, exercem 

influência sobre o crescimento e estabilidade dos neuritos (Lohmann et al., 

2005).  

Assim, a atividade neuronal que ocorre durante o desenvolvimento do 

hipocampo, auxilia no refinamento de circuitos preestabelecidos por meio da 

formação/eliminação de sinapses. As GDPs atuam no fortalecimento seletivo 

de sinapses estabelecidas entre o GD-CA3 (via fibras musgosas), assim como 

na comunicação sináptica entre CA1-CA3 (via colateral de Schaffer). Além 

disso, a atividade espontânea atua na eliminação de sinapses, propiciando a 

seleção de sinapses específicas. O bloqueio dos canais de sódio voltagem-

dependente, responsáveis pela gênese dos potenciais de ação durante o início 

do desenvolvimento pós-natal de ratos (P3), ocasiona o aumento da 

quantidade de sinapses funcionais, como também da expressão de proteínas 

pertinentes a essa estrutura (sinapsina I, sinaptofisina, GluR1 e AMPA) (Lauri 

et al., 2003, Mohajerani; Cherubini, 2006).  

A partir desses mecanismos, a atividade espontânea generalizada 

propicia a determinação do local preciso de ocorrência das sinapses nos ramos 

dendríticos das células piramidais do hipocampo. Com isso, esse padrão de 
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atividade espontânea atua na formação de agrupamentos sinápticos 

provenientes de fontes distintas. O agrupamento sináptico altera a forma de 

processamento e armazenamento de informação, já que sinapses ativadas em 

uma mesma região dendrítica apresentam uma maior propensão em gerar 

potencial de ação, se comprada a uma ativação do mesmo número de 

sinapses localizada em ramos dendríticos distintos. Sendo assim, a inibição 

dos receptores NMDA, ou da atividade neuronal durante o desenvolvimento 

hipocampal, acarreta na dispersão das sinapses provenientes de fontes 

específicas sobre os ramos dendríticos das células piramidais, acometendo na 

perda parcial da integração de sinal em neurônios individuais, assim como na 

manutenção da organização topológica por meio de diferentes nichos de 

processamento de informação do hipocampo (Kleindienst et al., 2011). 

Deste modo, o estabelecimento das interações neuronais propiciados 

pela maturação dos neurônios durante o desenvolvimento pós-natal, atua como 

fator regulador dos programas gênicos preestabelecidos, possibilitando o 

desencadeamento de eventos que levam a formação e o refinamento 

apropriado das redes neuronais. Sendo assim, os mecanismos de 

comunicação neuronal, sejam esses sinápticos ou não sinápticos, atuam como 

importantes meios de regulação do desenvolvimento pós-natal, controlando 

diversos fatores, como os níveis de comunicação e excitabilidade do 

hipocampo (Galvan et al., 2000). 

 

1.4 JCs e conexinas 

 

As JCs são estruturas formadas a partir da junção de dois canais 

alocados na membrana de duas células distintas, conectadas no espaço 

extracelular. As células que contribuem para a formação desse canal 

estabelecem comunicação direta através dessa estrutura. As JCs são 

dispostas em agrupamentos de dezenas a milhares de canais intercelulares 

localizados em regiões específicas da superfície celular, denominadas de 

placas de JCs. Essa estrutura é concebida a partir de canais unitários, 

denominados hemicanais ou conexônios. Cada hemicanal é formado por seis 

unidades proteicas, chamadas conexinas (Cxs) (Maeda; Tsukihara 2011). 
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As Cxs se arranjam formando um poro hidrofílico central no hemicanal, 

permeável a íons e moléculas com massa de até 1 kDa. Dessa forma, 

moléculas como o monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) e o inositol 

trifosfato (IP3) são passíveis de atravessar os hemicanais. Além de formarem 

canais de JCs, os hemicanais podem atuar como unidades funcionais 

independentes (Jiang; Gu, 2005, Spray et al., 2006).  

Cada molécula de Cx atravessa quatro vezes a membrana 

citoplasmática, formando duas alças extracelulares (E1 e E2), quatro domínios 

transmembrânicos (TM1 a TM4) e dois segmentos citoplasmáticos, o segmento 

carboxi e amino terminal. As alças extracelulares, E1 e E2, possuem cada uma 

delas três resíduos de cisteína, que são passíveis de realizar ligações 

dissulfídicas entre as alças extracelulares de Cxs presentes em células 

próximas, constituindo sítios importantes para a formação de um canal 

funcional de JC (Figura 6) (Bao et al., 2004). 

 

 

Figura 6- Junções comunicantes, hemicanais e conexinas. (A) Diferentes 

estados das JCs. As JCs podem ser encontradas com o poro hidrofílico aberto ou fechado. 
(B) Os canais de JC podem ser constituídos por dois hemicanais distintos ou homólogos, 
sendo classificados como homotípicos ou heterotípico, respectivamente. Da mesma forma, 
os hemicanais podem ser constituídos por conexinas distintas ou homólogas, classificadas 
como homoméricos ou heteroméricos. (C) As JCs são formadas por dois hemicanais 
situados em duas células distintas conectados no espaço extracelular. (D) As conexinas 
são proteínas integrais de membrana que atravessam quatro vezes a membrana 
citoplasmática, formando duas alças extracelulares (E1 e E2), quatro domínios 
transmembrânicos (TM1-TM4) e dois segmentos citoplasmáticos, o segmento carboxi (CT) 
e amino terminal (AT). Os segmentos TM2 e TM3 das Cxs formam uma alça 
citoplasmática (CL). Adaptado de Nielsen et al., 2012. 
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Os segmentos M2 e M3 das Cxs formam uma alça intracelular (CL), em 

que o comprimento e homologia são utilizados para classificar as Cx em 

diferentes subgrupos (α, β, γ, δ e ε). Sendo assim, cada Cx é identificada pela 

abreviatura de gap junction (junção comunicante), GJ, a letra grega que 

representa o grupo em que se enquadra e o número que representa a ordem 

de sua descoberta. O nome das Cxs é atribuído de acordo com seu peso 

molecular. Por exemplo, a Cx43 é assim denominada devido ao seu peso 

molecular de 43 kDa e classificada como GJα1, por ser a primeira Cx a ser 

caracterizada do grupo α (Nielsen et al., 2012).  

As Cxs são uma família de proteínas que abrangem 21 diferentes genes 

no genoma humano e 20 em camundongos. As diversas isoformas de Cxs 

apresentam propriedades fisiológicas e resposta a regulação de forma 

diferenciada. As Cxs são capazes de formar hemicanais compostos por 

diferentes Cxs ou pelo mesmo tipo de Cx, determinada pela expressão e nível 

de afinidade entre essas unidades. Deste modo, as Cxs podem formar dois 

tipos de hemicanais: hemicanais compostos por dois tipos distintos de Cxs, 

denominado heterotípico; ou formados por um único tipo de Cx, chamados 

homotípico. Do mesmo modo, as JCs podem ser formadas por dois tipos 

distintos de hemicanais ou pelo mesmo tipo de canal, sendo classificados como 

quando formados por diferentes tipos de hemicanais heterotípico, e quando 

formado pelo mesmo tipo de hemicanais, homotípico (Figura 6). A variedade de 

combinações proporciona uma diversidade na função e composição dos canais 

de JCs presentes no organismo (Willecke, et al., 2002, Bloomfield, Volgyi, 

2009, Maeda, Tsukihara, 2011,). 

De forma simplificada, as JCs podem apresentar dois estados distintos, 

aberto e fechado. Diferentes mecanismos atuam na regulação desses estados 

definindo a permeabilidade das JCs. Os fatores regulatórios podem ser 

determinados por alterações da concentração de hidrogênio (pH), 

concentração de cálcio intra/extracelular, interações com moléculas, ou até 

mesmo a diferença de voltagem existente entre as células acopladas (Burt, 

1987, Bukauskas, Verselis, 2004, Peracchia, 2004).  

As JCs são encontradas em todos os tecidos de vertebrados, com 

exceção das células do tecido muscular esquelético. No sistema nervoso de 
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roedores foram identificadas expressas 11 diferentes Cxs, entre essas poucas 

são expressas em células neuronais. Entre as Cxs presentes em neurônios 

estão a Cx36 e a Cx45. A Cx36 é composta por 321 aminoácidos, sendo 

expressa pelo gene GJD2 localizado no segundo cromossomo de 

camundongos. Devido as suas características estruturais, essa proteína é 

classificada como pertencente do subgrupo δ. As Cxs formam hemicanais 

homoméricos e JCs homotípicas que apresentam baixa condutância (~14 pS) e 

baixa sensibilidade a diferença de voltagem transjuncional. As JCs formadas 

pelas Cx36 no sistema nervoso estão transcritas principalmente em neurônios, 

sendo sua proteína geralmente associada a outras proteínas como a zona 

ocludente 1 (ZO-1) e as JCs formadas por Cx45 (Srinivas et al., 1999, Al-Ubaidi 

et al., 2000, Li et al., 2008, Li et al., 2004). 

A Cx45, a primeira Cx do identificado do subgrupo γ, apresenta 396 

aminoácidos, sendo expressa pelo gene GJC1 localizado no décimo primeiro 

cromossomo de camundongos. As JCs formadas pela Cx45 apresentam 

relativa baixa condutância (~26 pS) e alta sensibilidade a voltagem. Apesar de 

ser expressa em neurônios, a Cx45 não é exclusivamente presente em 

neurônios, estando localizada em células gliais (Kunzelmann et al., 1997, 

Baldridge et al., 2001, Valiunas, 2002, Maxeiner et al., 2003, Zahs et al., 2003, 

Chapman et al., 2013).  

As JCs quando sucedidas em neurônios são responsáveis pelas 

sinapses elétricas, papel possibilitado por sua capacidade de mediar a troca de 

íons entre as células acopladas. Sendo assim, a comunicação neuronal, via JC, 

atua de forma importante em processos patológicos (Paschon; Higa et al. 2012; 

Kinjo, Higa et al. 2014) e fisiológicos, como consolidação de memória, 

sincronização neuronal e no desenvolvimento do sistema nervoso (Figura 7) 

(Deans et al., 2001, Hormuzdi et al., 2001, Montoro, Yuste, 2004, Kihara et al., 

2010, Wang, Belousov, 2011, Belousov, Fontes, 2013). 
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Figura 7- JCs neuronais. As JCs neuronais podem ser constituídas por algumas Cxs 
específicas relacionadas na tabela (esquerda). As Cxs neuronais podem constituir 
hemicanais funcionais independentes ou canais de JCs funcionais, constituindo as 
sinapses elétricas. As JCs neuronais permitem a troca de íons e pequenos metabólitos 
entre os neurônios acoplados. Os hemicanais realizam a troca de íons e pequenos 
metabolitos com o meio extracelular. Adaptado de Belousov et al. (2013). 

 
1.5 JCs durante o desenvolvimento do sistema nervoso de roedores 

 

As Cxs, proteínas responsáveis pela formação das JCs, apresentam-se 

dinamicamente expressas durante todo o ciclo de vida de vertebrados. Durante 

o desenvolvimento embrionário e pós-natal do sistema nervoso central de 

roedores, as Cxs neuronais apresentam níveis variados de expressão, que são 

determinados pelo período e região do sistema nervoso (Dermietzel, Traub et 

al. 1989; Nadarajah, Jones et al. 1997; Belluardo, Mudo et al. 2000). Muitos 

estudos indicam que a via de comunicação pelas JCs auxilia nos processos 

que governam o desenvolvimento apropriado do sistema nervoso. Durante o 

desenvolvimento embrionário, as JCs apresentam papel importante na 

proliferação, migração e diferenciação dos neurônios (Cheng et al., 2004, Elias 

et al., 2007, Cook, Becker, 2009, Kihara et al., 2010, Hartfield et al., 2011). 

No hipocampo foi identificado o acoplamento via JCs entre as células 

glia radiais-símile (glia radial-like), que apresentam características semelhantes 

às células-tronco, responsáveis pela geração de células gliais e neurônios 

granulares no GD de hipocampo adulto. A comunicação intercelular via JC 

propicia a regulação da neurogênese nesta região hipocampal. Essa 

informação foi acessada por meio da restrição do acoplamento pela deleção 
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dos genes das Cxs formadora das JCs neste tipo celular, resultando na 

diminuição da proliferação dessas células no GD. Apesar das investigações 

serem conduzidas com foco na neurogênese adulta, as JCs poderiam contribuir 

da mesma maneira durante o desenvolvimento do hipocampo (Kunze et al., 

2009).  

Além disso, as JCs neuronais atuam de forma importante no surgimento 

e refinamento das circuitarias neuronais durante o desenvolvimento do sistema 

nervo central. Durante o período perinatal, inicia-se a formação de uma rede 

excitatória transiente relacionada com a atividade espontânea sincronizada. A 

rede de atividade espontânea é observada em diferentes regiões durante o 

desenvolvimento, incluindo a medula espinal, retina e hipocampo. Essas redes 

são formadas por combinações de diversos mecanismos, como a ação 

despolarizante do GABA, formação de conexões sinápticas transientes, 

transmissões extrasinápticas e acoplamento via JC. Este padrão de atividade 

do desenvolvimento atua de forma importante na condução apropriada do 

desenvolvimento do sistema nervoso (Personius et al., 2007; Blankenship; 

Feller, 2010).  

Durante o desenvolvimento da medula espinal, as JCs são responsáveis 

por mediar o acoplamento dos motoneurônios. O estabelecimento dessa via de 

comunicação auxilia na modulação da atividade sincronizada entre esse tipo 

neuronal. Durante o desenvolvimento, a sincronização temporal na atividade 

dos motoneurônios é reduzida, porém este processo ocorre de forma 

prematura em camundongos Cx40 -/-. A redução no acoplamento elétrico e da 

correlação temporal da atividade dos motoneurônios em camundongos 

knockout (KO) para Cx40 diminuem a inervação múltipla durante o período 

perinatal. Deste modo, as JCs, através da modulação dos padrões de atividade 

espontânea dos motoneurônios, atuam de maneira significativa para formação 

das sinapses neuromusculares durante o desenvolvimento (Personius et al., 

2007).  

Na retina, padrões de atividade espontâneas são registrados em células 

ganglionares durante o desenvolvimento. Esses eventos são realizados por 

meio da ativação de disparos espontâneos propagados célula-a-célula, 

denominados de ondas retinianas. O bloqueio da atividade espontânea altera 
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os padrões sinápticos estabelecidos entre as células ganglionares com o 

núcleo geniculado lateral do tálamo, indicando que a atividade espontânea 

gerada na retina apresenta um papel crítico no desenvolvimento adequado do 

sistema visual adulto (Roerig, Feller, 2000).  

As JCs também estão envolvidas na geração das ondas retinianas de 

pintos. Em diferentes períodos do desenvolvimento retiniano, fármacos 

conhecidos por bloquear a comunicação via JCs restringem a propagação das 

ondas retinianas. Em retinas de camundongos KO para a Cx36 e Cx45, apesar 

de ser observado o aumento do número de potenciais de ação ocorridos de 

maneira desincronizada, não foi notado a extinção completo da atividade, 

demonstrando que as Cx45 e Cx36 não são necessárias para a propagação 

das ondas retinianas. Curiosamente, a restrição da expressão de apenas um 

dessas Cxs não altera de forma significativa os padrões de propagação das 

ondas da retina (Blankenship et al., 2011).  

Estudos realizados no hipocampo de roedores evidenciaram que os 

diferentes padrões de atividade identificados durante o desenvolvimento pós-

natal são dependentes ou modulados pelas JCs. Apesar desses estudos 

evidenciarem a importância deste tipo de comunicação para o estabelecimento 

da atividade sincronizada, ainda não há trabalhos sobre o papel de Cxs 

específicas e sua contribuição individual para modulação desses eventos 

(Strata et al., 1997, Crepel et al., 2007, Molchanova et al., 2016,).  

Em diversas regiões do sistema nervoso, as JCs podem atuar como 

potenciais substratos para a propagação de íons e pequenas moléculas 

sinalizadoras que regulam a progressão adequada do desenvolvimento. No 

hipocampo, apesar de muitos estudos apontarem a presença de acoplamento 

neuronal, assim como seu papel em mediar os padrões de atividade 

espontâneos sincronizados, estudos detalhados sobre a distribuição de Cxs 

neuronais específicas, assim como seu papel na regulação da atividade 

hipocampal em função do desenvolvimento hipocampal ainda precisam ser 

elucidadas.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 
 

Visto que, durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo as JCs 

atuam como uma importante via de comunicação entre os neurônios, nossos 

objetivos visam caracterizar a Cx36 e Cx45 durante o desenvolvimento do 

hipocampo de ratos. Além disso, nossos objetivos contemplam identificar a 

participação das JCs sobre a excitabilidade hipocampal durante períodos 

distintos do desenvolvimento pós-natal. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Quantificar por PCR em tempo real os níveis de RNA mensageiro 

(RNAm) da Cx36 e Cx45 de hipocampos de ratos P0, P5, P10 e P60; 

 Quantificar por Western Blot os níveis proteicos da Cx36 e Cx45 de 

hipocampos de ratos P0, P5, P10 e P60; 

 Analisar por imuno-histoquímica o padrão de distribuição da Cx36 e 

Cx45 na região de CA1, CA3 e GD, durante os períodos que compreendem o 

desenvolvimento pós-natal, P0, P5, e P10; 

 Analisar por imuno-histoquímica o padrão de distribuição da Cx36 e 

Cx45 nas camadas de CA1, CA3 e GD, durante os períodos que compreendem 

o desenvolvimento pós-natal, P0, P5, e P10; 

 Analisar por imuno-histoquímica os níveis de colocalização da Cx45 e o 

marcador astroglial (proteína ácida fibrilar glial; GFAP) em hipocampos de 

animais P0; 

 Analisar por imuno-histoquímica os níveis de colocalização da Cx36 e o 

marcador de neurônios excitatórios (CaMKIIα) no hipocampo de animais P0; 

 Avaliar o efeito dos bloqueadores das JCs, carbenoxolona (CBX) e 

mefloquina, sobre a frequência média de potenciais de ação em fatias de 

hipocampo de animais P0 e P3; assim como em fatias provindas de animais 

P8-10, por meio de registro eletrofisiológicos utilizando matriz de multi-eletrodo 

(MEA). 
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 Avaliar o efeito dos bloqueadores das JCs, carbenoxolona (CBX) e 

mefloquina, sobre a frequência média de potenciais de ação de áreas 

hipocampais com elevada atividade espontânea em fatias de hipocampo de 

animais P0 e P3; assim como em fatias hipocampais de animais P8-10, por 

meio de registro eletrofisiológicos utilizando MEA 

 Avaliar o efeito dos bloqueadores das JCs, carbenoxolona (CBX) e 

mefloquina, sobre a frequência média de eventos de ≥23 Hz em fatias de 

hipocampo de animais P0 e P3; assim como em fatias hipocampais de animais 

P8-10, por meio de registro eletrofisiológicos utilizando MEA. 

 Avaliar o efeito dos bloqueadores das JCs, carbenoxolona (CBX) e 

mefloquina, sobre quantidade de eletrodos ativos em fatias de hipocampo de 

animais P0 e P3; assim como em fatias hipocampais de animais P8-10, por 

meio de registro eletrofisiológicos utilizando MEA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
3.1 Modelo animal  

 

Utilizamos ratos machos (Rattus novergicus) da linhagem Long-Evans, 

coletados no dia do nascimento (P0),assim como em idades intermediarias até 

10 dias após o nascimento (P0, P1, P2, P3, P5, P8, P9 e P10). Além disso, 

utilizamos animais com 60-90 dias de vida, período de maturação avançado da 

estrutura hipocampal, característico do estágio adulto. Os animais utilizados 

para estudos histológicos, avaliação proteica e avaliação de expressão gênica 

foram provindos pelo Biotério de Anatomia do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo e mantidos no Biotério da UFABC, localizado no 

campus de São Bernardo do Campo (SP). Animais usados para análise de 

atividade eletrofisiológica nasceram e foram mantidos no biotério da 

Universidade de Reading, Inglaterra. Os animais foram mantidos em 

temperatura controlada (20-22 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Receberam 

alimentação balanceada e água ad libitum. Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética 

em Experimentação Animal do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo e pela comissão de Bioética da Universidade 

Federal do ABC (protocolo 014-2014).  

 

3.2 Procedimento de manipulação animal adotado para extração de RNA total 
e purificação de proteínas de amostras de hipocampo 

 

Para realização da coleta de hipocampos destinados para métodos de 

extração de RNA e proteína total, submetemos os animais à eutanásia por 

meio do método de decapitação, com a posterior remoção de ambos os 

hipocampos. Esse procedimento consiste na anestesia de animais adultos com 

10 mg/Kg de cloridrato de xilazina e 100 mg/kg de cloridrato de quetamina, 

antes do procedimento de decapitação. Já animais neonatos com idade entre 

P0 a P10 foram decapitados sem a veiculação prévia de anestésicos. 
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3.3 Procedimento de manipulação animal adotado para avaliação histológica 
(histoquímica e imuno-histoquímica) 

 

Para avaliação das proteínas estudadas em seu contexto tecidual, os 

animais utilizados foram submetidos à perfusão, após serem anestesiados com 

10 mg/Kg de cloridrato de xilazina e 100 mg/kg de cloridrato de quetamina. O 

método de fixação tecidual por perfusão foi adaptado da publicação de Nagy 

(2012). O método consiste na perfusão transcardiaca de 40 ml de solução pré-

fixadora para ratos adultos, e 10 ml para ratos recém-nascidos. A solução pré-

fixadora é composta de 25 mM de tampão fosfato de sódio, cloreto de sódio 

0.9%, nitrito de sódio 0,1% e 1 unidade/ml de heparina, a 4 °C (pH 7,0). Em 

seguida, os ratos foram submetidos à perfusão de solução fixadora 

condicionada a 4 °C (ratos adultos=200 ml, ratos neonatos=30 ml). Solução 

composta por 0,16 M de tampão fosfato de sódio (pH 7,0), 1% de formaldeído e 

0,2% de ácido pícrico. Logo após, os ratos foram submetidos à perfusão de 

solução pós-fixadora. Essa solução é composta por tampão fosfato de sódio 25 

mM e 10% de sacarose. Após esse procedimento, os encéfalos dos animais 

foram removidos e condicionados por 12-48 horas (4 °C) em solução pós-

fixadora, seguido de congelamento em meio de inclusão (OCT, Optimum 

Cutting Temperature, Tissue-Tek) (Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, 

EUA) para realização de cortes histológicos.  

 

3.4 Procedimento de manipulação animal adotado para preparação de fatias de 
hipocampo para registro eletrofisiológico 

 

Para realizarmos a preparação de fatias hipocampais de animais 

neonatos (P0-3; P8-10) os animais foram submetidos ao deslocamento cervical 

seguido de decaptação de acordo com a regulamentação (Scientific 

Procedures) Act, 1986 do Home Office britânico. 

 

3.5 Avaliação da expressão gênica de Cxs neuronais por PCR em tempo real 

 

Os níveis relativos de expressão gênica das Cxs neuronais durante o 

desenvolvimento hipocampal foram acessados pelo método de PCR em tempo 

real. Foram utilizados oito animais de cada período do desenvolvimento e oito 

animais adultos para realização desse estudo (P0=8, P5=8, P10=8, P60=8; 
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n=8). Para isso, ambos os hipocampos extraídos de cada animal foram 

condicionados em 1 ml de TRIzol® (Life-Invitrogen, EUA), sendo 

posteriormente homogeneizados com auxílio de sonicador. Ao resultante desse 

processo, foram adicionados 200 µl de clorofórmio e, logo após, centrifugadas 

(12000 G, a 4° C) durante 15 minutos. Após a centrifugação foram obtidos três 

diferentes fases, sendo reservada a fase translúcida superficial. Depois de 

adicionado 500 µl de isopropanol, as amostras foram submetidas à 

centrifugação (10000 G a 4 ° C; por 10 minutos) dando origem a um precipitado 

constituído pelo RNA total da amostra. Depois de descartado o sobrenadante, 

foi adicionado 1,0 ml de etanol (75%), e as amostras foram novamente 

centrifugadas (7500 G a 4° C) por 10 minutos. A fase translúcida superficial foi 

excluída, preservando-se apenas o precipitado de RNA. O precipitado foi 

ressuspenso utilizando 20 µl de água com ausência de nucleases (Promega 

Corporation, Madison, WI, EUA). Para avaliar a concentração do RNA total 

extraído, cada amostra foi submetida a espectrofotometria, utilizando 260 nm 

de comprimento de onda. Antes da realização do protocolo de transcrição 

reversa, as amostras foram tratadas com DNAse Amplification Grade (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para eliminar os resíduos de DNA das 

amostras.  

Para realização da transcrição reversa, convertendo o RNA total em 

cDNA do RNA mensageiro, foi utilizado a enzima M-MLV (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA). Para ambos os procedimentos foram adotados 

o protocolo fornecido pelo fabricante (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA).  

Esse procedimento consiste na utilização de 3 μg de RNA total 

adicionados a 1,0 μl de oligo dT (0,5 μg; Invitrogen, EUA), junto a 1,0 μl de uma 

mistura de nucleotídeos (dNTP mix- 10 mM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA) incubados por 65 °C por 5 minutos. Logo após foram adicionados 4 

μl de tampão (5x buffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 2 μl de 

DTT (0,1 M, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 1,0 μl RNAse out 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e 1,0 μl de M-MLV incubadas 

por 55 minutos a 37 °C, seguida de uma segunda incubação de 15 minutos a 

70 °C. 
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O cDNA resultante das amostras de hipocampo foram submetidas à 

técnica de PCR em tempo real. Neste sistema, a amplificação da sequência 

alvo é demonstrada pela emissão de fluoróforo, resultante da formação de 

dupla fita na região codificada pelo par de primers. A quantificação da 

amplificação é feita pela fluorescência captada pela unidade óptica do 

aparelho. 

A experimentação por PCR em tempo real foi concebida a partir da 

utilização do sistema SYBR Green, especificamente o reagente goTaq qPCR 

Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), juntamente a 100 nM 

de primers específicos para Cx36 e Cx45 e GAPDH (gene utilizado como 

controle interno) e 5 ng de amostras de cDNA. A reação consiste pela liberação 

de fluorescência proporcional ao número de cópias, oriunda graças a 

intercalação do fluoróforo pela dupla fita em cada fase de anelamento. A 

validação do resultado se dá pela curva de dissociação, onde o produto do 

PCR é aquecido de 60 °C até 90 °C, o que leva à separação da dupla fita e, 

consequentemente, a diminuição da fluorescência. Com a curva de 

dissociação, é possível determinar a especificidade da amplificação propiciada 

pelos primers. 

Os primers utilizados para averiguação da alteração da expressão dos 

genes das Cx36 e Cx45 foram obtidos de acordo com a sequência descrita por 

Kihara et al. (2010). A quantificação relativa dos genes de interesse foi 

realizada utilizando o método do CT comparativo, como descrito (Kihara; 

Santos et al. 2008). O valor do CT foi determinado subtraindo os valores do CT 

de cada amostra, da média dos respectivos valores do CT do gene adotado 

como controle interno. O cálculo do ΔΔCT foi gerado por meio da subtração de 

cada ΔCT da constante arbitrária, determinada pelo cálculo da média dos 

valores de ΔCT dos grupos controle. Os valores obtidos foram normalizados 

por meio da subtração da média do ΔΔCT de animais P60.  
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Tabela 1. Genes investigados e sequência de nucleotídeos dos primers 
forward e reverse utilizados na técnica de PCR-Real time. O gene GAPDH 
foi utilizado como controle interno.  
 

3.6 Quantificação dos níveis proteicos da Cx36 e Cx45 por western blot 
 

A avaliação de presença e modulação dos níveis das proteínas 

investigadas durante o desenvolvimento do hipocampo foi conduzida com a 

utilização de amostras de seis animais adultos e seis animais dos respectivos 

períodos do desenvolvimento avaliados (n=6). Ambos os hipocampos de cada 

animal utilizado foram diretamente coletados e colocados em tampão RIPA 

(Tris 7,4 pH 10 0mM, EDTA 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01 mg/ml), 

seguido de maceração com auxílio de sonicador. O material resultante foi 

submetido à centrifugação (12000 G a 4 °C, por 30 minutos) obtendo-se duas 

fases distintas, em que utilizamos o sobrenadante. Parte do volume obtido do 

material em suspenção de cada amostra foi diluído a 1:10 em água ultra pura. 

A concentração de proteína total foi acessada por meio da aplicação do método 

BCA (BCA Protein Assay, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). 

Depois de obtido os valores de concentração, as amostras foram diluídas (100 

μg de proteína final) e tratadas com tampão Laemmli (azul de bromofenol, 

Na2HPO4, SDS, glicerol, e DTT), sendo armazenadas a -80 °C. 

Para realização da separação da proteína total em bandas de peso 

molecular definidos, em cada amostra foi aplicado gel de poliacrilamida, 

contendo dodecil sulfato de sódio (SDS), e submetida à eletroforese. Após 

serem separadas, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose (0,45 μm de diâmetro, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) utilizando o 

sistema de transferência semi-seco (semi-dry; Trans-Blot® SD Semi-Dry 
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Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Depois das proteínas serem 

transferidas, as membranas foram submetidas à solução de bloqueio contendo 

5% de leite desnatado em salina tamponada, com Tween 20 (TTBS; 0,01 M de 

Tris-HCl; pH 7,4; 0,15 M de NaCl; 0,05% de Tween 20), pelo período de duas 

horas. Depois de lavadas em tampão TTBS (3 x 10 minutos), as membranas 

foram incubadas em solução contendo anticorpos primários contra as proteínas 

avaliadas por 12-36 horas (4 °C), em TTBS contendo 5% de albumina e azida 

de sódio (0,01g/ml). Após três lavagens (10 minutos cada) em TTBS, as 

membranas foram incubadas em uma solução com anticorpo secundário, 

marcado com peroxidase, TTBS e leite 1%, por duas horas (25 °C). A 

revelação foi realizada pela exposição das membranas a solução proveniente 

do kit ECL (1:1, GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA EUA), sendo a 

fluorescência captada por meio de transiluminador (CB4 1QB-UK, UVITEC  

CambriDGe, Cambridge, England, UK). As imagens respectivas as bandas com 

peso molecular aproximado da proteína de interesse, marcadas pela sequência 

de incubação dos anticorpos, foram submetidas à avaliação de densitometria 

utilizando o programa ImageJ (National Institute of Mental Health, EUA). Os 

valores obtidos da densidade óptica foram normalizados pela razão do valor da 

densidade óptica dada pela proteína β-actina, (controle interno), respectivo a 

cada amostra. Os valores foram normalizados pela média da densidade óptica 

de animais P60 de cada membrana.  
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Tabela 2. Anticorpos (primários e secundários) utilizados para análise de 
densidade ótica obtida através da técnica de Western Blot. 
 

3.7 Caracterização do padrão de distribuição proteica por imuno-histoquímica 

 

Para avaliar o perfil de localização da Cx36 e Cx45 durante o 

desenvolvimento pós-natal, utilizamos animais P0, P5 e P10. Os encéfalos 

emblocados foram submetidos a cortes coronais (12 μm de espessura) com 

auxílio de criostato (Leica CM1850, Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, 

Germany). As fatias de encéfalo contendo o hipocampo foram diretamente 

coletadas em lâminas de vidro gelatinizadas. Depois de lavados em tampão 

fosfato (PB 0,1 M; 2x 5 minutos), os cortes foram incubados em solução de 

bloqueio (3% de NDS, normal donkey serum, ou NGS, normal goat serum, PBS 

0,1 M, 0,5%Triton X-100) por 1 hora (temperatura ambiente - ~25 °C). Depois 

de novamente lavadas, as lâminas foram incubadas com solução contendo os 

anticorpos primários diluídos (concentração de 1:200 ou 1:300) em 0,5% Triton 

X-100 em PB 0,1M, junto ao respectivo soro do animal no qual foi feito o 

anticorpo secundário (5% NDS ou NGS), pelo período de 12-20 horas em 

temperatura ambiente. Depois de lavadas (2 lavagens de 5 minutos em PB 0,1 

M), os cortes foram incubados em solução contendo anticorpos secundários 

conjugados com Alexa488 ou Alexa546, contra as IgG das espécies onde os 

anticorpos primários foram produzidos junto ao DAPI (4',6-diamidino-2-

fenilindole, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (Solução de anticorpo 

secundário: 1:500 de anticorpo secundário, PB 0,1 M com 0,5% Triton X-100 e 
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DAPI) por duas horas em temperatura ambiente. Depois de lavadas (2 

lavagens de 5 minutos em PB 0,1 M), as lâminas foram secadas e expostas a 

solução de glicerol carbonato antes de serem fechadas com lamínulas, vidro e 

esmalte. O controle dos experimentos de imuno-histoquímica foi realizado com 

a omissão dos anticorpos primários em cada experimento realizado. A 

especificidade dos anticorpos utilizados foi validada anteriormente em tecidos 

de animais KO, ou por eliminação de marcação por peptídeos (Kihara et al., 

2006b) Em todos os casos, não obtivemos imunomarcação. Para obtenção das 

fotos referentes às regiões hipocampais, utilizamos o microscópio de 

fluorescência (Leica Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Germany). As figuras 

foram montadas utilizando Adobe Photoshop CS5. O tratamento das imagens 

foi restrito a regulação dos níveis de brilho e contraste de cada imagem. 

 

 

Tabela 3. Anticorpos primários e secundários utilizados na técnica de 
imuno-histoquímica.  

 

A quantificação das imagens de imuno-histoquímica foi realizada a partir 

da utilização do programa ImageJ (National Institute of Mental Health, EUA). As 

quantificações foram feitas de acordo com Kihara et al. (2008) e Kinjo et al. 

(2013). Por meio da separação dos canais de cores (RGB) das imagens, 

definimos as áreas de interesse (ADI) na imagem respectiva ao DAPI (canal 
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azul). Depois de estabelecida a ADI, essa seleção foi transferida para o mesmo 

local na imagem segregada respectiva ao canal da proteína de interesse (ex. 

verde), onde foi efetuada a quantificação da intensidade média de pixel da ADI. 

Os valores obtidos de cada área de interesse, pertinentes a uma região contida 

em uma fatia de hipocampo, foram agrupados para calcular a mediana da 

intensidade média de pixel de cada sub-região. Para obter a porcentagem de 

imunomarcação referente a cada sub-região em função da região a qual 

pertence (ex: SO de CA1), calculamos a razão dos valores das medianas de 

cada sub-região, pela soma de todas medianas das sub-regiões que compõe a 

região de interesse (valor 100%= valor da região principal). Para estabelecer o 

valor de distribuição da imunomarcação referente a cada animal, efetuamos 

essa análise em pelo menos três fatias distintas. Para determinar o padrão de 

distribuição referente a cada período do desenvolvimento do hipocampo, 

utilizamos de três a quatro animais (n= 4) para cada período analisado. 

Já para realização das análises de dupla marcação utilizamos o 

coeficiente de Manders. Para isso, as imagens de hipocampo de animais P0 

foram submetidas à separação de canais, definindo a área do hipocampo pelo 

canal de DAPI. Sendo definida a ADI, esta foi transferida para ambos os canais 

respectivos a cada proteína marcada. Utilizando o programa ImageJ, foram 

obtidos valores respectivos ao coeficiente M1 e M2. O mesmo procedimento foi 

realizado para 3-4 cortes de hipocampo de cada animal. Por sua vez, para 

determinar o valor de colocalização respectiva a um grupo amostral (P0), 

realizamos o mesmo procedimento para quatro animais distintos (n= 4). 

 

3.8 Preparação de drogas para utilização em registros eletrofisiológicos in vitro 

 

Para avaliar o papel das JCs sobre a atividade hipocampal in vitro, 

utilizamos os compostos carbenoxolona (CBX, Sigma-Aldrich Corporation, 

Saint Louis, MO, EUA) e mefloquina (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, 

MO, EUA) para indução do bloqueio das JCs de forma abrangente e JCs 

formadas por Cx36, respectivamente (Cruikshank et al., 2004, Juszczak; 

Swiergiel, 2009). Para isso foram produzidas soluções estoques com 

concentração de 100 mM para ambas as drogas. Para isso, CBX foi diluído em 

água deionizada e mefloquina diluída em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-
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Aldrich Corporation, Saint Louis, MO, EUA). Ambos os compostos foram 

diluídos para concentração de 50 µM em aCSF para serem usados para 

perfusão das fatias de hipocampo registradas. 

Além disso, foram utilizadas 1 µM de tetrodotoxina (TTX) em alguns 

registros para excluir a possibilidade dos eventos registrados serem 

provenientes de ruído. Para isso, solução estoque contendo 10 mM de TTX 

foram feitas por meio da diluição das drogas em DMSO.  

 

3.9 Preparação de fatias de hipocampo para avaliação eletrofisiológica em 
MEA  

 

Para avaliação eletrofisiológica foram utilizados animais entre 0 e 10 

dias de idade (P0-3, P8-10). Logo após, os encéfalos foram rapidamente 

removidos e submersos em solução de corte composto de (em mM) sacarose 

75; NaCl 87; NaHCO3 25; KCl 2,5; NaH2PO4 1,25; CaCl2 0,5; MgCl2 7; D-

glicose 25 perfundido com carbogênio (95% O2 e 5% CO2),  mantido a 4° C. 

Após a remoção do cerebelo, os hemisférios encéfalicos foram separados com 

um corte sagital único. Parte do neocórtex foi removido e ambos os hemisférios 

foram aderidos a plataforma do vibrátomo com auxílio de cola cinoacrilato. 

Após fixado na câmara do vibrátomo contendo solução de corte (perfundido 

com carbogênio, 4° C), os hemisférios foram seccionados transversalmente 

com auxílio de vibrátomo (0,07 mm/seg, 0,9 mm de amplitude, VT-12005, Leica 

Mikrosysteme Vertrieb, Wetzlar, Germany) resultando em fatias de 400 µm de 

espessura (Bischofberger et al., 2006, Hill et al., 2010). As fatias de encéfalos 

foram coletadas e condicionadas em solução artificial cérebro-espinhal (aCSF) 

composto de (em mM) 126 de NaCl, 26 NaHCO3; 2,5 KCl; 1,25 NaH2PO4; 

CaCl2; 2 MgCl2.6H20; 10 D-glicose, perfundida continuamente com carbogênio 

e mantidas a 30 °C por 30 min. Antes de serem efetuados os registros 

eletrofisiológicos, as fatias de encéfalo foram mantidas por 2-3 horas em 

temperatura ambiente (~25 °C).  

 

3.10 Avaliação eletrofisiológica em MEA  
 

O registro de atividade elétrica extracelular das fatias de encéfalo 

contendo hipocampo foi realizado utilizando matriz de 60 eletrodos com 
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eletrodo de referência embutido. O eletrodo possuía 30 μm de diâmetro, e o 

espaçamento entre eletrodos era de 200 μm. O raio da área de registro era de 

100 μm (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, Germany). Antes dos 

registros serem efetuados, as MEAs foram submetidos a esterilização por meio 

da aplicação de detergente Terg-A-Zyme (Cole-Parmer North America, Vernon 

Hills, IL, EUA), água deionizada e metanol 100%. Após secarem, as MEAs 

foram submetidos a limpeza com plasma (Plasma cleaner, PDC-32-2 - Harrick 

Plasma, Ithaca, NY, EUA) 10-30 minutos antes de ser iniciado os registros. 

Este procedimento permite a eliminação de impurezas por meio da ionização 

de gases pressurizados, assim como, a redução da hidrofobicidade da 

superfície das MEAs. Sendo assim, este método possibilita uma melhor adesão 

das fatias de encéfalo, favorecendo a aquisição do sinal registrado. As fatias 

foram alocadas em MEAs por meio da observação realizada em microscópio 

invertido (Nikon TS-51, Sendai Nikon Corporation, Natori, Miyagi, Japão) e a 

posição foi mantida através da utilização de harpas (harps) caseiras ou 

específicas para MEA (Scientifica, Brambleside, Uckfield, UK). As imagens das 

fatias sobre os eletrodos foram capturadas via câmera Micro-Okular (Meade 

Instruments Corp, Irvine, CA EUA) e usadas para identificar as áreas 

registradas. As fatias mantidas nas MEAs foram posicionadas no headstage 

(Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, Germany), acopladas a um 

sistema de perfusão contínuo (2 ml/min aCSF perfundida com carbogênio, 32 

°C) e mantidas por 10 minutos para estabilização do tecido.  

Com o intuito de avaliar a proximidade de áreas hipocampais específicas 

em relação ao eletrodo, assim como a viabilidade da fatia, 5 pulsos de 

estímulos elétricos consecutivos (160 µs pulso bifásico com amplitude de ±1-2 

V, intervalo de 10 segundos, Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, 

Germany) foram aplicados em áreas específicas a fim de estimular sistemas de 

fibras distintas (sistema de fibras musgosas, colateral de Shaffer) do 

hipocampo (Domenici et al., 1998, Scullin et al., 2010, Rombo et al., 2015). 

Após verificada a viabilidade e proximidade do tecido e os níveis de atividade 

retomarem a normalidade, registros contínuos foram efetuados com frequência 

de amostragem de 10 kHz por canal. O sinal captado foi simultaneamente 

amplificado (1200× ganho) por meio de amplificador com capacidade de 120 

canais (MEA60 System, Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, 
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Germany). A aquisição foi controlada e processada usando o software MC 

Rack (Multi Channel Systems MCS GmbH, Reutlingen, Germany). Para 

acessar o efeito do bloqueio das JCs (mefloquina e CBX - Sigma-Aldrich 

Corporation, Saint Louis, MO, EUA) sobre a atividade hipocampal, as fatias 

foram registradas por 10 minutos em solução de aCSF, visando a obtenção do 

registro de atividade espontânea basal. Em seguida, 20-30 minutos de registro 

foram efetuados sobre fatias expostas a aCSF contendo bloqueadores de JCs 

(mefloquina ou CBX; 50 µM). Em algumas fatias de hipocampo, registros 

adicionais com aCSF contendo 1 µM de TTX foram realizados para verificação 

de possíveis artefatos provenientes de ruídos na atividade registrada. Dados 

provenientes dos registros das fatias de hipocampo foram gravados para 

posterior processamento e quantificação offline. 

 

 

Figura 8- Procedimento para preparação e registros de fatias de 
hipocampo em MEAs. (1) Após o encéfalo ser removido e preparado, ambos os 
hemisférios hipocampais foram submetidos a cortes transversais (400 μm de espessura) 
em vibrátomo. (2) Fatias de encéfalos contendo a região hipocampal foram incubadas por 
30 minutos em solução de aCSF, continuamente gaseificado com carbogênio a 30 °C (3) e 
2-3 horas em temperatura ambiente (~25 °C). (4) As fatias de encéfalo foram posicionadas 
em MEA através da visualização em microscópio invertido (amplificação de 4x) para 
assegurar o posicionamento correto da região hipocampal sobre os eletrodos. (5) Após 
fixados no headstage, as fatias de hipocampo foram mantidas perfundidas com aCSF (2 
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ml/min, carbogenizada, 32 °C) por 10 minutos para acomodação e estabilização do tecido. 
(5a) Pulsos bifásicos de estimulações elétricas foram aplicadas em regiões hipocampais 
específicas visando avaliar a viabilidade do tecido e posicionamento dos eletrodos. (5b) 
Registros contínuos foram obtidos por 10 minutos para registro da atividade espontânea 
basal do hipocampo. (5c) Logo após, as fatias foram submetidas a perfusão de aCSF 
contendo bloqueadores de JCs (CBX ou mefloquina, 50 μm) e registradas por 20-30 
minutos.  
 

3.11 Análise dos registros eletrofisiológicos em MEA 
 

Dados provenientes dos registros contínuos utilizando MEA foram 

processados com auxílio do software MC Rack. Antes da aplicação das 

análises, dados provenientes dos registros de MEA foram submetidos à 

filtragem de ruídos contidos na faixa de frequência de 50 Hz (Bandstop 

Resonator f =50 Hz Q=2.0), assim como a filtragem de componentes de baixa 

frequência por meio da aplicação de um filtro passa-alta com frequência de 

corte ajustado para 200 Hz (filtro Butterworth 2nd order). Para acessar as 

possíveis alterações sobre a excitabilidade das fatias do tecido submetidas ao 

bloqueio de JCs, foram extraídos dados referentes a frequência de potenciais 

de ação por meio da aplicação de spike sorter ajustado para -6 do desvio 

padrão do ruído de base de cada eletrodo (MC Rack, Multi Channel Systems 

MCS GmbH, Reutlingen, Germany). Para realização das análises, foram 

quantificadas apenas atividades de eletrodos posicionados sob o hipocampo. 

Tabelas contendo informações da frequência de potenciais de ação foram 

extraídas de cada registro (10 minutos atividade basal, 10 minutos atividade 

sob efeito de bloqueadores de JCs, bin= 1 seg) e submetidas a análise de 

frequência média de potenciais de ação, identificação e análise dos eletrodos 

mais ativos, quantidade de eletrodos ativos e quantidade relativa de disparos 

de potenciais de ação com frequência superior ou igual a 23Hz, com auxílio do 

software Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Syracuse, NY, EUA). Informações 

relativas ao registro obtidos de uma mesma fatia de hipocampo (registro basal 

versus registro sob efeito dos bloqueadores) foram normalizadas de acordo 

com os valores do registro basal. 

 

3.12 Análise estatística 
 

As análises provenientes dos registros eletrofisiológicos foram 

submetidas a teste T de Student pareado com valor de significância igual ou 
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menor a 5% para comparação entre atividade basal e atividade após a indução 

do bloqueio das JCs. Análises estatísticas foram realizadas sobre os dados 

referentes a avaliação da expressão gênica (PCR em tempo real), avaliação 

dos níveis proteicos (Western Blot) e das análises referentes à técnica de 

imuno-histoquímica através do uso da análise de variância de uma via 

(ANOVA), seguida do pós-teste Tukey com valor de significância igual ou 

menor a 5%. As análises, sempre que possível, foram efetuadas em teste cego 

com examinadores isentos. Além disso, resultados obtidos através de métodos 

histológicos foram considerados representativos e reprodutíveis em pelo menos 

três experimentos independentes e de três animais distintos. 
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4 RESULTADOS 

 
 
4.1 Cx36 e Cx45 apresentam perfis distintos de expressão durante o 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo de ratos 

 

 
 
Figura 9- Análise da expressão gênica da Cx36 e Cx45 durante o 
desenvolvimento do hipocampo de ratos. (A) Curvas de amplificação obtidas 
com o uso de amostras de hipocampo coletadas em P0 (vermelho) e P60 (verde) 
utilizando primers para Cx36. Amostras de P0 e P60 apresentam curvas de amplificação 
semelhantes. (B) Curvas de amplificação referente às amostras de hipocampo obtidas em 
P0 (vermelho) e P60 (verde) utilizando primers para Cx45. Amostras de hipocampo de 
animais P0 necessitam de menos ciclos para poderem ser visualizados em relação às 
amostras de animais P60. (C) Curvas de amplificação de amostras de hipocampo obtidas 
em P0 (vermelho) e P60 (verde) utilizando primers para GAPDH. Amostras de animais P0 
e P60 necessitam de quantidades de ciclos semelhantes para se tornarem visíveis. (D) 
Nota-se que as amostras de hipocampo P5 e P10 apresentam níveis maiores de 
transcritos de Cx36 em relação a P60. (E) Os transcritos da Cx45 apresentam níveis mais 
elevados nas amostras obtidas nas primeiras semanas de vida (P0, P5 e P10) em relação 
às amostras de hipocampo P60. (F) Barras referentes à média de ciclos obtida através de 
análise do controle interno GAPDH nas diferentes amostras de hipocampo. Barras 
representam erro padrão da média. n= 6-9. *P<0,01, **P<0,001 vs. P60, ANOVA de uma 
via, seguido de pós-teste Tukey. 

 

A partir de experimentos de PCR em tempo real, avaliamos a presença 

de transcritos das Cx36 e Cx45, assim como o perfil de expressão gênica 

durante o desenvolvimento pós-natal de ratos. Por meio da utilização de 

primers desenhados para Cx36, evidenciamos a presença dos transcritos 

desse gene no hipocampo, em todos os períodos analisados. No dia do 

nascimento (P0), os níveis de RNAm encontrados no hipocampo foram 

similares aos observados no hipocampo de animais adultos (2^0,5 9± 0,38 = 

1,51vezes P60; P>0,05) (Figura 9). Porém, ao decorrer da primeira (P5: 2^3,89 

± 0,29 vezes a expressão de P60; *P<0,001) e da segunda semana (P10: 3,27 
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± 0,37 vezes a expressão de P60;*P<0,01) do desenvolvimento pós-natal, os 

níveis de transcritos da Cx36 foram superiores aos níveis registrados no 

hipocampo adulto (Figura 9). 

Assim como a Cx36, os transcritos da Cx45 foram detectados no 

hipocampo em todos os períodos estudados. Os resultados de expressão 

gênica da Cx45 apontaram que logo após o nascimento (P0: 2^2,74 = 6,70 ± 

0,098 vezes P60; *P<0,001), assim como na primeira (P5: 2^2,73 = 6,63 ± 0,17 

vezes P60; *P<0,001) e segunda semana (P10: 2^2,25 = 4,75 ± 0,15 vezes 

P60; *P<0,001) de vida do animal, o hipocampo apresenta alta concentração 

de RNAm da Cx45, em relação ao hipocampo adulto (Figura 9). 

Para realização desses experimentos utilizamos o GAPDH como 

controle interno. Como esperado, os níveis dos transcritos desse gene de 

referência apresentaram valores semelhantes nas amostras de hipocampo, 

nos diferentes períodos avaliados.  

 

4.2 Análises dos níveis de proteína da Cx36 e Cx45 durante o desenvolvimento 
pós-natal do hipocampo de ratos 

 

 

Figura 10- Análise dos níveis proteicos da Cx36 e Cx45 durante o 
desenvolvimento do hipocampo de ratos. (A) Bandas referentes à Cx36 (36 kDa), 
Cx45 (45 kDa) e β-actina (42 kDa) obtidas por meio da técnica de western blot em 
amostras de hipocampo, obtidas em diferentes períodos do desenvolvimento pós-natal 
(P0-P10) e em adulto (P60). Valores adjacentes às bandas da Cx36 (38 kDa e 24 kDa) e 
Cx45 (52 kDa e 38 kDa) representam os valores respectivos as bandas da proteína 
padrão. A proteína β-actina foi utilizada como controle interno. A densidade óptica das 
bandas (DOB), referente às amostras de hipocampo P0, P5 e P10, foi comparada com os 
valores de DOB de amostras P60 em três experimentos independes (n=6). (B) Nossos 
resultados apontam que durante o desenvolvimento pós-natal os níveis de Cx36 são 
baixos em comparação com adulto. (C) Os níveis proteicos de Cx45 em P0 não 
apresentam diferenças significativas em relação ao hipocampo adulto. Porém, em P5 e 
P10, os níveis dessa proteína encontram-se reduzidos em relação ao hipocampo adulto. 
Barras representam o erro padrão da média. *P<0,01, *P<0,001 vs. P60. ANOVA de uma 
via, seguido de pós-teste Tukey.  
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Depois de identificado a presença dos transcritos das Cx36 e Cx45 

durante diferentes idades do hipocampo, aplicamos a técnica de western blot 

para avaliar a capacidade dos transcritos de serem traduzidos em proteínas. 

Nossos resultados mostraram a presença da Cx36 em diferentes idades 

avaliadas (Figura 9A). O perfil dos níveis proteicos da Cx36 demonstrou que 

essa proteína está reduzida em P0 (8,63%, ± 3,5; *P<0,001), P5 (15,49%, ± 

7,2; *P<0,001) e P10 (10,23%, ± 1,3; *P<0,001), em relação ao hipocampo 

adulto (Figura 10). 

Do mesmo modo, foi possível identificar a presença da Cx45 no 

hipocampo nos diferentes períodos analisados (Figura 10A). A avaliação do 

perfil de concentração da Cx45 nos permitiu observar que os níveis proteicos 

da Cx45 apresentaram valores semelhantes entre o hipocampo de animais 

neonatos (P0: 73 ±7,5%; P>0,05) e adultos (P60). Porém, durante a primeira 

(P5: 55 ± 7,6%; *P<0,01) e segunda semana do desenvolvimento pós-natal 

(P10: 60 ± 8,9%; *P<0,01), os níveis de Cx45 foram encontrados reduzidos em 

relação ao hipocampo adulto (Figura 10C).  

 
4.3 Cx36 e Cx45 estão presentes nas principais regiões que compõe o 
hipocampo durante o período do desenvolvimento pós-natal de ratos  

 

Por meio da aplicação do método de imuno-histoquímica investigamos o 

padrão de distribuição da Cx36 e da Cx45 em CA1, CA3 e GD, em função dos 

diferentes períodos pós-natal estudados. O padrão de marcação puntiforme 

referente à Cx36 e Cx45, manifestou-se nas três regiões analisadas (Figura 11 

e 12 A-S). No período referente ao nascimento (P0: CA1 = 21,61 ± 1,41%; CA3 

= 38,45 ± 4,5%; GD = 34,95 ± 5,9%), assim como na primeira semana do 

desenvolvimento pós-natal (P5: CA1 = 28,18 ± 1,67%; CA3 = 34,78 ± 2,78%; 

GD = 35,49 ± 1,25%), não foi detectado acúmulo preferencial da Cx36 em 

nenhuma das três regiões estudadas. De forma similar, a Cx45 não apresentou 

acúmulo diferenciado entre CA1, CA3 e GD em P0 (CA1 = 26,60 ± 1,4%; CA3 

= 38,45 ± 4,53%; GD = 34,95 ± 5,90%) e em P5 (CA1 = 34,42 ± 3,1%; CA3= 

32,01 ± 1,1%; GD = 31,88 ± 2,34%) (Figura 12). Porém, no hipocampo de 

animais P10, foi observado diferentes níveis de Cx36 nas três regiões 

avaliadas (Figura 11T-U). As análises indicaram que o GD (38,96 ±0,86%, 

**P<0,01 vs.CA1; *P<0,05 vs.CA3) apresentou uma maior concentração de 
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Cx36 em relação à CA1 (28,75 ± 0,51%; **P<0,01 vs. GD; *P<0,05 vs. CA3) e 

CA3 (33,56 ± 1,23%; *P<0,05 vs.CA3; *P<0,05 vs. GD), respectivamente 

(CA1<CA3<GD) (Figura 11V). Assim como a Cx36, a Cx45 demonstrou estar 

mais concentrada em GD (38,41 ± 0,9%; *P<0,05 vs. CA3; *P<0,05 vs. CA1) 

em relação à CA1 (29,81 ± 2%; *P<0,05 vs. GD) e CA3 (31,78 ± 1,1%; *P<0,05 

vs. GD) (Figura 12). 

 

 

Figura 11- Padrão de distribuição da Cx36 em diferentes períodos do 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo de ratos. (A) Marcação da Cx36 
(verde) obtida através da técnica de imuno-histoquímica em fatia de hipocampo P0, 
contracoradas com DAPI (azul) (barra de escala=100 µm). (B-D) Imunolocalização da 
Cx36 (verde) na região de CA1 (B), CA3 (C) e GD (D) do hipocampo de ratos P0. (E-G) 
Imunolocalização da Cx36 (verde) na região CA1 (E), CA3 (F) e GD(G) de ratos P0, 
contracoradas com DAPI (azul). Nota-se que durante esse período, a distribuição da Cx36 
apresentou níveis similares em todas as regiões analisadas. (H-J) Imunomarcação da 
Cx36 (verde) na região de CA1 (H), CA3 (I) e GD (J) do hipocampo de ratos P5. (K-M) 
Localização da Cx36 (verde) através de imuno-histoquímica na região de CA1 (K), CA3 
(L) e GD (M) do hipocampo de ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). Assim como em 
P0, a Cx36 estava distribuída de forma homogênea em diferentes regiões analisadas do 
hipocampo P5. (N-P) Imunomarcação da Cx36 (verde) na região de CA1 (N), CA3 (O) e 
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GD (P) do hipocampo de ratos P10. (Q-S) Imunomarcação da Cx36 (verde) na região de 
CA1 (N), CA3 (O) e GD (P) do hipocampo de ratos P10, contracorados com DAPI (azul). 
Barra de escala: 25 µm. (T) Porcentagem da intensidade de marcação avaliada na região 
CA1, CA3 e GD de ratos. Nossas análises evidenciaram que a distribuição da Cx36 ocorre 
de forma homogênea no hipocampo de animais P0. (U) Nas análises de imagens 
realizadas em P5, observamos um padrão de distribuição homogêneo, similar a P0. (V) A 
avaliação da distribuição de Cx36 em P10 demonstrou que a Cx36 apresenta-se mais 
concentrada no GD e menos presente em CA1 (GD>CA3>CA1). Barras representam o 
erro padrão da média. *P<0,05; **P<0,001 em ANOVA de uma via, seguido de pós-teste 
Tukey. 

 

A partir das observações iniciais, referentes ao padrão de distribuição 

das Cxs neuronais em CA1, CA3 e GD, foi possível notar perfis de distribuição 

distintos em cada região do hipocampo. Sendo assim, decidimos avaliar o 

padrão de distribuição da Cx36 e Cx45 em diferentes camadas da região CA1, 

CA3 e GD.  

 

 

Figura 12- Padrão de distribuição da Cx45 em diferentes períodos do 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo de ratos. (A) Marcação da Cx45 (verde) 
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obtida através da técnica de imuno-histoquímica em fatia de hipocampo P0, contracoradas 
com DAPI (azul) (barra de escala= 100 µm). (B-D) Imunolocalização da Cx45 (verde) na 
região de CA1 (B), CA3 (C) e GD (D) do hipocampo de ratos P0. (E-G) imunolocalização 
da Cx45 (verde) na região CA1 (E), CA3 (F) e GD(G) de ratos P0, contracoradas com 
DAPI (azul). Durante esse período, a distribuição da Cx45 encontra-se concentrada de 
forma homogênea nas três regiões analisadas. (H-J) Imunomarcação da Cx45 (verde) na 
região de CA1 (H), CA3 (I) e GD (J) do hipocampo de ratos P5. (K-M) Localização da Cx45 
(verde) através de imuno-histoquímica na região de CA1 (K), CA3 (L) e GD (M) do 
hipocampo de ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). Em P5, a Cx45 encontra-se 
distribuída de forma similar nas regiões analisadas do hipocampo. (N-P) Imunomarcação 
da Cx45 (verde) na região de CA1 (N), CA3 (O) e GD (P) do hipocampo de ratos P10. (Q-
S) Imunomarcação da Cx45 (verde) na região de CA1 (N), CA3 (O) e GD (P) do 
hipocampo de ratos P10, contracoradas com DAPI (azul). Barra de escala: 25 µm. (T) 
Porcentagem da intensidade de marcação avaliada na região CA1, CA3 e GD de ratos P0. 
Nossas análises evidenciaram que a distribuição da Cx45 ocorre de forma homogênea no 
hipocampo de animais P0. (U) Nas análises de imagens realizadas em P5, observamos 
um padrão de distribuição homogêneo, similar a P0. (V) A avaliação da distribuição de 
Cx45 em P10, mostra que a Cx45 apresenta-se mais concentrada no GD em relação a 
CA1 e CA3. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05 ANOVA de uma via, 
seguido de pós-teste Tukey.  

 

4.4 Distribuição da Cx36 e Cx45 nas camadas de CA1, em função do período 
do desenvolvimento pós-natal 

 

 
 
Figura 13- Distribuição da Cx36 nas camadas de CA1, nos diferentes 
períodos do desenvolvimento pós-natal. (A) Imunolocalização da Cx36 (verde) na 
região CA1 de fatias de hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) 
Área amplificada da camada SPy de CA1 do hipocampo de animais P0. Nesta região é 
possível observar o adensamento da imunomarcação de Cx36, assim como a presença de 
grandes pontos, possivelmente gerado pelo agrupamento de Cx36 (setas). (D-E) Área 
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amplificada da camada SR de CA1 do hipocampo de animais P0. Observamos uma menor 
concentração da imunomarcação de Cx36 em SR, em relação à SPy, sendo a marcação 
caracterizada por pontos pequenos (cabeça de seta). (F) Análise de distribuição da Cx36 
nas diferentes camadas de CA1 de P0. Nota-se que a Cx36, em P0, ocorre 
predominantemente no SPy de CA1. (G) Imunolocalização da Cx36 (verde) na região CA1 
de hipocampo de ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). (H-I) Área amplificada da 
camada SPy de CA1 do hipocampo de P5. Assim como P0, o SPy de P5, há uma grande 
concentração da imunomarcação de Cx36 com presença de pontos adensados (setas 
brancas). (D-E) Área amplificada da camada SR de CA1 do hipocampo de animais P5. 
Assim como P0, é possível observar uma menor concentração da imunomarcação de 
Cx36 em SR em relação à SPy, sendo a marcação caracterizada por pequenos pontos. 
Aparentemente, a marcação da Cx36 nessa região (SR) está mais presente em relação à 
mesma camada em P0. (L) Análise de distribuição da Cx36 nas diferentes camadas de 
CA1 de P5. Nossas análises revelaram que a Cx36 está mais presente em SPy, em 
relação às outras camadas de CA1. (M) Imunomarcação da Cx36 (verde) na região CA1 
de hipocampo de ratos P10, contracoradas com DAPI (azul). (N-O) Apesar da 
imunomarcação da Cx36 encontrar-se concentrada nesta camada, o padrão de 
imunomarcação ocorre de modo diferente em relação a P0 e P5, sendo caracterizado por 
pontos menores (setas brancas). (P-Q) Área amplificada da camada SR de CA1 do 
hipocampo de animais P10. Apesar da imunomarcação da Cx36 ser menos densa que 
SPy, a concentração de Cx36 se apresenta mais concentrada no SR de P10 em relação a 
mesma camada de P0 e P5, sendo a marcação pontos menores (cabeça de seta). (R) 
Análise de distribuição da Cx36 nas diferentes camadas de CA1 de animais P10. Nossas 
análises demonstram que a Cx36 encontra-se mais presente em SPy, em relação às 
outras camadas de CA, assim como, SO e SR apresentam mais Cx36 que SLM. SO- 
Stratum oriens;  SPy- stratum pyramidale; SR- stratum radiatum; SLM- stratum lacunosum-
moleculare. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 
em Anova de uma via seguido de pós-teste Tukey. Barras de escala: 50 μm. 

 

Na região CA1 de animais P0, observamos a imunolocalização de Cx36 

em todas as camadas dessa região. Os níveis de Cx36 apresentaram-se 

majoritariamente elevados na camada de células principais (SO=18,90 ±1,81%; 

SPy = 49,87 ± 7,59%; SR = 14,95 ± 0,37%; SLM = 16,28 ± 2,84%; *P<0,001 vs. 

SPy) em comparação com as demais camadas de CA1 (Figura 13A-F). Na 

primeira semana do desenvolvimento pós-natal (P5), o perfil de distribuição 

ocorreu de forma similar a P0, apresentando elevados níveis de 

imunorreatividade em SPy (SO=8,16 ± 1,28%; SPy=44,86 ± 5,77%; SR=17,05 

± 1,29%; SLM=12,61 ± 2,63%, *P<0,01 vs SPy) (Figura 13G-L). Na segunda 

semana do desenvolvimento pós-natal, a distribuição da Cx36 se revelou 

alterada em relação às idades anteriores analisadas. Apesar da Cx36 ainda 

ocorrer de forma predominante em SPy (35,98 ± 0,42%; *P<0,001 vs SR, SO, 

SLM), sua presença em outras camadas de CA1 se torna mais constante (SO 

= 21,99 ± 0,26 P<0.05 vs. SLM ; SR = 22,00 ± 0,36%; SLM = 20 ± 0,43%).  

Além de apresentar padrões distintos de distribuição em função do 

desenvolvimento, a Cx36 exibe aspecto de imunomarcação distinto em função 
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do período analisados. A imunomarcação é caracterizada por pontos maiores 

que ocorrem principalmente na camada SPy durante o início do 

desenvolvimento pós-natal (P0 e P5). Em P10, a imunomarcação é 

caracterizada por um aspecto puntiforme com tamanho relativamente uniforme 

(Figura 13). 

 

 

Figura 14- Distribuição da Cx45 nas camadas de CA1, nos diferentes 
períodos do desenvolvimento pós-natal. (A) Imunomarcação de Cx45 (verde) na 
região CA1 de hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) Área 
amplificada da camada SPy de CA1 do hipocampo de animais P0. Nesta região é possível 
observar o adensamento da imunomarcação de Cx45 em áreas perinucleares (setas 
brancas). (D-E) Área amplificada da camada SR de CA1 do hipocampo de animais P0. É 
possível observar uma menor concentração da imunomarcação de Cx45 nessa região, 
sendo a marcação caracterizada por pontos esparsos. (F) Análise de distribuição da Cx45 
em diferentes camadas de CA1 de P0. Nossas análises mostraram que a marcação Cx45 
encontra-se predominantemente presente em SPy e SLM de CA1. (G) Imunolocalização 
da Cx45 (verde) na região CA1 de hipocampo de ratos P5, contracoradas com DAPI 
(azul). (H-I) Área amplificada da camada SPy de CA1 do hipocampo de animais P5. Em 
SPy de P5, o padrão de marcação acontece de forma semelhante a P0 (setas brancas). 
(D-E) Área amplificada da camada SR de CA1 do hipocampo de animais P5. Assim como 
P0, os níveis de imunorreatividade para Cx45 foram menores nessa camada em relação à 
SPy, sendo a marcação caracterizada por pontos dispersos . (L) Análise de distribuição da 
Cx45 em diferentes camadas de CA1 de P5. Nossas análises evidenciaram um padrão de 
distribuição similar ao observado em P0. (M) Imunomarcação da Cx45 (verde) na região 
CA1 de hipocampo de ratos P10, contracoradas com DAPI (azul). (N-O) Durante esse 
período do desenvolvimento, observamos um padrão de marcação similar às idades 
anteriores, sendo caracterizada por um adensamento próximo ao núcleo (setas brancas). 
(P-Q) Área amplificada da camada SR de CA1 do hipocampo de animais P10. Assim como 
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observado em SPy, os níveis de marcação da Cx45 em SR ocorrem de forma similar nas 
diferentes idades do desenvolvimento estudadas (R) Análise de distribuição da Cx45 nas 
camadas de CA1 de animais P10. Nossas análises demonstram que a Cx45 ocorre 
concentrada predominantemente em SPy em relação às outras camadas de CA1. SO- 
stratum oriens; SPy- stratum pyramidale; SR- stratum radiatum; SLM- stratum lacunosum-
moleculare. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 
em Anova de uma via seguido de pós-teste Tukey. Barras de escala: 50 μm. 

 

Assim como a Cx36, nossos experimentos de imuno-histoquímica 

indicaram a presença de Cx45 em todas as camadas de CA1, nos distintos 

períodos do desenvolvimento pós-natal (Figura 14). Logo após o nascimento 

(P0), a Cx45 encontra-se preferencialmente localizada em SPy (48,40 ± 1,18%; 

*P<0,001 vs. SO, SR e SLM) e SLM (27,21 ± 1,7%; *P<0,05 vs. SO, SPy e 

SR), respectivamente (SO=10,09 ± 1,6%; SR=14,3 ± 0,26) (Figura 14A-F). 

Durante a primeira semana do desenvolvimento pós-natal (P5), observamos o 

mesmo padrão de imunolocalização da Cx45, em comparação com o perfil 

observado em P0 (SO=16,26 ± 0,4%; SPy=41,5 ± 0,54%; SR=15,66 ± 0,21%; 

SLM=26,62 ± 0,74%) (Figura 14). Em P10, a proporção dos níveis de 

imunomarcação para Cx45 demonstrou-se alterada, apesar de ocorrer mais 

presentes em SPy (40,55 ± 2,37%; *P<0,01 vs. SO, SR e SLM), em relação às 

outras camadas de CA1 (SO=16,74 ± 0,14; SR=15,25 ± 0,81%; SLM=21,11 ± 

1,43%) (Figura 14).  

A partir das observações desse experimento, notamos que a 

imunomarcação da Cx45 apresentou-se como pequenos pontos próximos entre 

si, muitas vezes localizados junto ao núcleo celular (setas na Figura 14). Sendo 

assim, a Cx45, possivelmente, encontra-se majoritariamente situada na região 

somática ou adjacente a essa, nas células que a expressam.  

 

4.5 Distribuição de Cxs neuronais nas camadas de CA3, em diferentes 
períodos do desenvolvimento pós-natal 

 

A partir das análises da imunolocalização da Cx36 na região CA3, 

evidenciamos a presença da Cx36 em todas as camadas que constituem tal 

região, independente do período do desenvolvimento pós-natal analisado. Em 

P0, a imunomarcação da Cx36 ocorre de forma predominante em SPy 

(SO=11,20 ± 1,44%, SPy=36,79 ± 5,06%, SL=19,74 ± 0,37%, SR=17,53 ± 

1,96%, SLM=14,74 ± 6,16%, *P<0.0001 SPy vs. SO, SL, SR, e SLM), em 

comparação com outras camadas de CA3 (Figura 15). Em P5, a 
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imunomarcação para Cx36 apresentou poucas alterações referentes ao padrão 

de distribuição, sendo SPy (35,73 ± 4,74%; *P<0,05 vs. SO, SL, SR, SLM) a 

regiões com maior nível de marcação (SO=10,88 ± 2,31%; SL=21,44 ± 0,60%; 

SR=16,20 ± 1,55%; SLM=5,74 ± 1,79). Na segunda semana do 

desenvolvimento pós-natal (P10), a distribuição da Cx36 em CA3 ocorreu de 

forma mais homogênea nas camadas de CA3 (SPy = 27,58 ± 0,97%; *P<0,01 

vs. SO, SL, SR e SLM; SL=21,60 ± 0,97) devido ao aumento da frequência de 

marcação nas camadas SL (21,60 ± 0,97%; P<0,05 vs. SO, SPy e SR), e SLM 

(20,02 ± 0,42%; P<0,01 vs. SO, SPy e SR). 

Da mesma forma que o perfil de distribuição da Cx36, o padrão de 

imunomarcação apresentou alterações em função do local e do período 

analisado. Imunomarcação durante o início do desenvolvimento pós-natal (P0 e 

P5) foi caracterizado por pontos maiores, que ocorrem  principalmente na 

camada SPy de CA3. Além disso, a marcação puntiforme aconteceu próximo à 

região dos núcleos das células (Figura 15E, H-K, setas e cabeça de seta). Na 

segunda semana do desenvolvimento pós-natal (P10), a imunomarcação da 

Cx36 é caracterizada por pontos com tamanho homogêneo, que podem ser 

observados próximos ou afastados do núcleo celular (Figura 15N-Q, setas 

brancas e cabeças de seta).  
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Figura 15- Distribuição da Cx36 em CA3, nos diferentes períodos do 
desenvolvimento pós-natal. (A) Imunomarcação de Cx36 (verde) na região CA3 de 
hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) Área amplificada da 
camada SPy de CA3 do hipocampo de animais P0. Esta camada apresentou alto nível de 
imunomarcação para Cx36 (setas brancas). (D-E) Área amplificada da camada SR de CA3 
do hipocampo de animais P0. Identificamos uma marcação esparsa de Cx36 nesta 
camada(F) As análises de distribuição da Cx36 nas diferentes camadas de CA3 de P0, 
demonstraram que a marcação Cx36 encontra-se preponderantemente em SPy de CA3. 
(G) Imunolocalização da Cx36 (verde) na região CA3 de hipocampo de ratos P5, 
contracoradas com DAPI (azul). (H-I) Área amplificada da camada SPy de CA3 em P5. 
Nesta camada, o perfil de marcação ocorre de forma semelhante a P0 (setas brancas). (D-
E) Área amplificada da camada SR de CA3 do hipocampo de animais P5. Assim como em 
P0, os níveis de imunorreatividade para Cx36 são menores nessa camada em relação à 
SPy. (L) As análises de distribuição da Cx36 em diferentes camadas de CA3 de 
hipocampos P5 evidenciaram um padrão de distribuição similar aos observados em P0. 
(M) Imunomarcação da Cx36 (verde) na região CA3 de hipocampo de ratos P10, 
contracoradas com DAPI (azul). (N-O) Área amplificada da camada SPy de CA3 do 
hipocampo de animais P10. Durante esse período, a imunomarcação da Cx36 
caracterizou-se por um padrão de marcação de pontos esparsos e com menor variação de 
tamanho em relação aos outros períodos analisados (setas brancas). (P-Q) Área 
amplificada da camada SR de CA3 do hipocampo de animais P10. Os níveis de marcação 
da Cx36 em SR ocorrem com maior frequência em comparação com as idades anteriores 
avaliadas. (R) A análise de distribuição da Cx36 em camadas de CA3 de animais P10 
demonstrou que a Cx36 apresenta-se distribuída de forma mais homogênea nas distintas 
camadas de CA3, em relação às idades anteriores estudadas. SO- stratum oriens; SPy- 
stratum pyramidale; SR- stratum radiatum; SLM- stratum lacunosum-moleculare. Barras 
representam o erro padrão da média. *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001 em em Anova de 
uma via seguido de pós-teste Tukey. Barras de escala: 50 μm. 

 

Do mesmo modo, as análises da imunolocalização da Cx45 em CA3 

atestaram a existência de imunomarcação da Cx45 em toda CA3 nos períodos 
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do desenvolvimento avaliados. Logo após o nascimento (P0), a 

imunomarcação da Cx45 se sucedeu de forma predominante em SPy 

(SO=8,68 ± 1,43%; SPy=45,10 ± 3,34%; SL=17,24 ± 1,59%; SR=15,25 ± 

3,22%; SLM=17,3 ± 0,94%; *P<0.001 SPy vs. SO, SL e SLM), com relação às 

outras camadas de CA3 (Figura 16). Na primeira semana do desenvolvimento 

pós-natal (P5), o padrão de distribuição da Cx45 foi alterado em relação a P0. 

Apesar da frequência da imunomarcação da Cx45 ser mais intensa em SPy 

(35,61 ± 3,48%; *P<0,01 vs. SO, SL e SR), a imunorreatividade de Cx45 

também ocorreu de forma relativamente alta em SLM (25,63 ± 1,57%; *P<0,05 

vs. SO e SR), em relação às demais camadas (SO=7,07 ±1,28%; SL=18,63 ± 

2,06%; SR=13,05 ± 1,68%) de CA3 (Figura 16G-L). Em P10, o perfil de 

distribuição da Cx45 foi caracterizado por apresentar níveis altos de 

imunorreatividade em SPy (31,40 ± 2,41%; *P<0,01 vs. SO, SL, SR e SLM) e a 

aparente redução em SLM (21,11 ± 1,43%; P<0,05 vs.SO e SPy) em relação à 

proporção de marcação da Cx45 que ocorreu em SO (12,34 ± 1,5%; *P<0,05 

vs. SL), SL (19,9 ± 0,48%; *P<0,05 vs. SO) e SR (15,25 ± 0,81) (Figura 16M-

R). 

Diferentemente do padrão de imunomarcação da Cx36, o padrão da 

Cx45, aparentemente, não foi encontrado alterado em função do período do 

desenvolvimento pós-natal ou da região onde estava localizado. Deste modo, a 

característica de marcação representada por pequenos pontos próximos e 

adjacentes ao núcleo celular permanece similar durante as idades avaliadas 

(Figura 16 B-E, H-K, N-Q, setas). 
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Figura 16- Imunolocalização da Cx45 em CA3, nos diferentes períodos do 
desenvolvimento pós-natal. (A) Imunomarcação da Cx45 (verde) na região CA3 de 
hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) Área amplificada da 
camada SPy de CA3 do hipocampo de animais P0. Durante esse período observamos 
grande presença da Cx45 em SPy, caracterizada pela imunomarcação de pontos 
pequenos aglomerados, próximos ao núcleo das células situadas nesta área (setas). (D-E) 
Área amplificada da camada SR de CA3 do hipocampo de animais P0. A imunomarcação 
de Cx45 nesta camada é caracterizada por aglomerados esparsos, compostos de 
pequenos pontos de marcação (setas). (F) As análises de distribuição da Cx45, em 
diferentes camadas de CA3 de P0, demonstraram que a marcação da Cx45 prevaleceu 
em SPy de CA3. (G) Imunolocalização da Cx45 (verde) na região CA3 de hipocampo de 
ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). (H-I) Área amplificada da camada SPy de CA3 
em P5. Nesta área o perfil de marcação da Cx45 ocorreu de forma semelhante a P0 
(setas). (D-E) Área amplificada da camada SR de CA3 do hipocampo de animais P5. Os 
níveis de imunorreatividade para Cx45 foram menores nessa camada em relação à SPy. 
(L) As análises de distribuição da Cx45 em diferentes camadas de CA3 de hipocampos P5 
evidenciaram um padrão de distribuição caracterizado pela concentração de marcação em 
SPy e SLM, respectivamente. (M) Imunomarcação da Cx45 (verde) na região CA3 de 
hipocampo de ratos P10, contracoradas com DAPI (azul). (N-O) Área amplificada da 
camada SPy de CA3 do hipocampo de animais P10. Durante esse período, a 
imunomarcação da Cx45 caracterizou-se por um padrão semelhante às outras idades 
avaliadas (setas). (P-Q) Área amplificada da camada SR de CA3 do hipocampo de animais 
P10. Os níveis de marcação da Cx45 incidiram com frequência similar em comparação 
com as idades anteriores avaliadas. (R) A análise de distribuição da Cx45 em camadas de 
CA3 de animais P10 demonstrou que a Cx45 apresenta-se mais presente em SPy em 
relação às outras camadas de CA3. SO- stratum oriens;  SPy- stratum pyramidale; SR- 
stratum radiatum; SLM- stratum lacunosum-moleculare. Barras representam o erro padrão 
da média. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001em Anova de uma via seguido de pós-teste 
Tukey. Barras de escala: 50 μm. 
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4.6 Distribuição de Cx neuronais nas camadas de GD, em função do período 
do desenvolvimento pós-natal 
 

 
Figura 17- Distribuição da Cx36 nas subáreas de GD, em diferentes 
períodos do desenvolvimento pós-natal. (A) Imunolocalização da Cx36 (verde) na 
região GD de fatias de hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) Área 
amplificada da camada M e GCL de GD do hipocampo de animais P0. Na camada 
molecular do GD observamos uma distribuição irregular de imunomarcação da Cx36. 
Porém, a distribuição de marcação da Cx36 na GCL, ocorre deu forma homogênea. (D-E) 
Área amplificada do hilo de GD de animais P0. É possível observar uma densa marcação 
próxima aos núcleos de células situadas nessa região (setas). (F) Análise de distribuição 
da Cx36 em diferentes áreas de GD em P0. Nota-se que a Cx36 ocorreu de forma 
homogênea entre as camadas de GD. (G) Imunolocalização da Cx36 (verde) no GD de 
hipocampo de ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). (H-I) Área amplificada da camada 
M e GCL do GD de hipocampo P5. O padrão de distribuição da marcação de Cx36 na GCL 
sucedeu de forma homogênea em relação à camada M do GD (setas brancas). (D-E) Área 
amplificada do hilo de GD do hipocampo de animais P5. Assim como P0, é possível 
observar densa imunomarcação perinuclear. Neste período, o perfil de imunomarcação de 
Cx36 se apresentou como pontos aglomerados como evidenciados em P0 (setas). (L) 
Análise de distribuição da Cx36 em diferentes camadas do GD de P5. Nossas análises 
revelaram que a Cx36 ocorreu mais frequente em GCL em relação a camada M. (M) 
Imunomarcação da Cx36 (verde) na região do GD de hipocampo de ratos P10, 
contracoradas com DAPI (azul). (N-O) Área amplificada da camada M e GCL de GD do 
hipocampo de animais P10. O padrão de imunomarcação da Cx36 ocorre de forma similar 
às idades anteriores. (P-Q) Área amplificada do hilo do GD de animais P10. Neste período, 
o padrão de marcação do hilo é demonstrado por pontos menos aglomerados e com 
tamanho relativamente constante (cabeça de setas). (R) Análise de distribuição da Cx36 
em diferentes camadas do GD de animais P10. Nossas análises indicaram que a Cx36 

apresentou frequência similar em todas as áreas de GD. M- Camada molecular; GCL- 
camada de células granulares. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05 
em Anova de uma via seguido de pós-teste Tukey. Barras de escala: 50 μm. 
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As observações sobre o padrão de distribuição de imunomarcação da 

Cx36 na região do GD em P0 (M=28,87 ± 3,00%; GCL=36,49 ± 0,60%; 

hilo=34,64 ± 2,86), assim como em P10 (M=29.71 ± 0.58%; GCL=35.13 ± 

1.42%; hilo=35.15 ± 1.90%) demonstraram que a Cx36 sucedeu-se de modo 

similar nas camadas dessa região durante essas idades. Porém, em P5 

observamos que a Cx36 acumulou-se preferencialmente em GCL em relação à 

camada M (M=19.38 ± 2.49%; GCL=42.20 ± 3.98%; hilo=29.90 ± 4.24% 

*P<0.01) (Figura 17). 

Apesar do padrão de distribuição da Cx36 ocorrer de forma semelhante 

em diferentes camadas do GD, o perfil de marcação foi encontrado alterado ao 

longo do desenvolvimento pós-natal. Na primeira semana do desenvolvimento 

pós-natal (P0 e P5), a imunomarcação da Cx36 foi caracterizada por pontos de 

tamanhos variados (Figura 17B-E, H-K, setas). Em P10, o padrão de marcação 

da Cx36 foi caracterizado por pontos com tamanhos menores quando 

comparados com o padrão de marcação encontrados em idades anteriores 

(Figura 17 P-Q, setas).  

 

 

Figura 18- Distribuição da Cx45 nas camadas do GD, em diferentes 
períodos do desenvolvimento pós-natal. (A) Imunolocalização da Cx45 (verde) na 
região GD de fatias de hipocampo de ratos P0, contracoradas com DAPI (azul). (B-C) Área 
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amplificada da camada M e GCL de GD do hipocampo de animais P0. Na camada M do 
GD, observamos uma distribuição irregular de imunomarcação da Cx45, que acompanha a 
distribuição dos núcleos das células localizadas nessa região. A distribuição em GCL 
ocorreu próxima aos núcleos das células de tal área (setas brancas). (D-E) Área 
amplificada do hilo de GD de animais P0. Assim como em GCL e na camada M do GD, 
foram encontrados níveis altos de imunomarcação da Cx45 adjacente aos núcleos de 
células situadas nessa região (setas brancas). (F) Análise de distribuição da Cx45 em 
diferentes camadas de GD em P0. Observamos que a Cx45 ocorreu de forma homogênea 
entre as camadas de GD. (G) Imunolocalização da Cx45 (verde) no GD de hipocampo de 
ratos P5, contracoradas com DAPI (azul). (H-I) Área amplificada da camada M, GCL e (J-
K) hilo do GD de hipocampo P5. O padrão de distribuição da Cx45 sucedeu de forma 
semelhante a P0, nas três camadas do GD (setas brancas). (L) Análise de distribuição da 
Cx45 em diferentes camadas do GD de P5. Nossas análises demonstraram que a Cx45 
ocorreu de forma homogênea em diferentes camadas do GD. (M) Imunomarcação da 
Cx45 (verde) na região do GD de hipocampo de ratos P10, contracoradas com DAPI 
(azul). (N-O) Área amplificada da camada M e GCL do GD de animais P10. Os níveis de 
imunorreatividade para Cx45 são menores na camada molecular em relação às demais 
camadas de GD (setas brancas). (P-Q) Área amplificada do hilo do GD de animais P10. 
Neste período, o padrão de marcação da Cx45 do hilo apareceu de forma similar às idades 
anteriores analisadas (setas brancas). (R) Análise de distribuição da Cx45 em diferentes 
camadas do GD de animais P10. Nossas análises demonstram que a Cx45 ocorreu com 
menor frequência na camada M em relação ao GCL e ao hilo. M- Camada molecular; GCL- 
camada de células granulares. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05 em 
Anova de uma via seguido de pós-teste Tukey. Barras de escala: 50 μm. 

 

Por sua vez, o perfil de distribuição da Cx45 ocorre de forma 

diferenciada entre as diferentes camadas de P10, onde a camada M (21,49 

±2,36%; P<0,05 vs. GCL e Hilo) do GD apresenta níveis menores dessa 

proteína, em comparação com GCL (40,07 ± 1,31%) e hilo (38,44 ± 1,45%) 

(figura 18N-Q). Em P0 (M=35,02 ± 1,2%; GCL=33,52 ± 3,36%; Hilo=31,45 ± 

3,16%) e em P5 (M=27,58 ± 1,22%; GCL=36,03 ± 1,72; hilo=36,3 9± 2,94%). 

Dessa forma, não observamos diferenças significativas entre a distribuição da 

Cx45 em diferentes camadas de GD (Figura 18A-L). 
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4.7 A Cx36 encontra-se presente em células principais de CA e GD do 
hipocampo de animais recém-nascidos 

 

 
 

Figura 19- Colocalização de CaMKIIα e Cx36 na camada de células 
principais de CA e GD no hipocampo de ratos P0. (A) Imunomarcação da Cx36 
(verde) e CaMKIIα (vermelho) da região CA1 de hipocampo de ratos P0, contracorados 
com DAPI (azul). (B,F) Amplificação da região 1 e 2 de CA1 (A), evidenciando a marcação 
da Cx36 (verde) em SPy do hipocampo de P0. (C-G) Amplificação da região 1 e 2 (A), 
evidenciando a marcação da CaMKIIα (vermelho) em SPy do hipocampo de P0. (D,H) 
Amplificação da região 1 e 2 (A), evidenciando a marcação da Cx36 (verde) e CaMKIIα 
(vermelho) em SPy do hipocampo de P0. (E,I) Amplificação da região 1 e 2 (A), 
evidenciando a marcação da Cx36 (verde), CaMKIIα (vermelho) e DAPI (azul) em SPy do 
hipocampo de P0. Nossos resultados preliminares, de dupla marcação de Cx36 e 
CaMKIIα, sugerem a presença de Cx36 nas células piramidais do hipocampo de animais 
P0 (setas brancas). (J) Imunomarcação da Cx36 (verde) e CaMKII (vermelho) da região de 
GCL/M do hipocampo de ratos P0, contracorados com DAPI (azul). (K, O) Imagem 
amplificada da região 1 e 2 (J), demonstrando a marcação da Cx36 (verde) em GCL do 
GD, em hipocampo de animal P0. (L, P) Imagem amplificada da região 1 e 2 (J), 
demonstrando a marcação da CaMKIIα (vermelho) em GCL do GD, em hipocampo de 
animal P0. (M,Q) Imagem amplificada da região 1 e 2 (J), demonstrando a marcação da 
Cx36 (verde) e CaMKIIα (vermelho) em GCL do GD, em hipocampo de animal P0. (N,R) 
Imagem amplificada da região 1 e 2 (J), apresentando a marcação da Cx36 (verde), 
CaMKIIα (vermelho) e DAPI (azul) em GCL do GD, em hipocampo de animal P0. GD- giro 
denteado; SO- stratum oriens; SPy- stratum pyramidale, SR- stratum radiatum; M- camada 
molecular do giro denteado; GCL- camada de células granulares. Imagens representativas 
de quatro experimentos realizados de forma independente (n=4). Barra de escala: 50 µm. 

 

Por meio das análises de distribuição da Cx36 nas distintas camadas 

que formam as três principais regiões do hipocampo (CA1, CA3 e GD), 

observamos um adensamento preferencial nas camadas de células piramidais 

de CA1 e CA3. Além disso, no GD identificamos a presença da Cx36 na 

camada onde se concentram as células granulares, a GCL. Sendo assim, para 

identificarmos a presença de Cx36 nas camadas de células principais do 

hipocampo, aplicamos a técnica de imuno-histoquímica para obter a marcação 
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simultânea de Cx36 e CaMKIIα, uma proteína presente em neurônios 

excitatórios (Benson, Isackson et al. 1991; Benson, Isackson et al. 1992). Em 

CA1, notamos que a CaMKIIα se concentrou de forma predominante na região 

superior de SPy durante esse período do desenvolvimento. 

Nossas observações preliminares indicaram a sobreposição de Cx36 e 

de CaMKII, em SPy do CA (Figura 18A-I) e GCL do GD (Figura 19J-R), 

apontando a possível presença da Cx36 em células de projeção do hipocampo 

de ratos em P0. Além disso, por meio do delineamento neuronal propiciado 

pela CaMKIIα, notamos a Cx36 ocorrendo no soma ou processos próximos a 

esse compartimento celular (Figura 19 E,R). 

 

4.8 A Cx45 encontra-se predominantemente localizada em células não gliais 
durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo 

 

Por meio da técnica de dupla marcação utilizando anticorpos para Cx45 

e GFAP, proteína presente em células gliais, foi possível analisar a distribuição 

da Cx45 em função das células gliais em hipocampos de neonatos (Figura 20). 

A imunolocalização de GFAP revelou a presença de células gliais 

majoritariamente concentradas no braço inferior de GD e nas camadas SLM de 

CA1 e CA3. Nas outras áreas do hipocampo, a frequência das células 

astrogliais é reduzida (Figura 20A-C).  

Como confirmado pela análise de distribuição, a Cx45 está presente 

predominantemente na camada de células principais do hipocampo. Deste 

modo, grande parte da Cx45 identificada pela imunomarcação não está 

correlacionada com as áreas habitadas por células da glia. Apesar disso, em 

SLM de CA1 e CA3, área onde há a incidência de células gliais, a Cx45 

também está presente (Figura 20G-H, L-M). 

Por meio da análise de correlação, observamos uma baixa ocorrência de 

GFAP em relação à imunomarcação da Cx45. Porém, a incidência de células 

gliais sobre a marcação de GFAP se apresentou de forma considerável. Esse 

resultado demonstra que a Cx45 ocorre predominantemente em células não-

gliais, ocorrendo possivelmente em neurônios, mesmo que ainda expressa por 

algumas células gliais (Figura 20S).  
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Figura 20- Cx45 ocorre preferencialmente em células não-gliais no 
hipocampo de ratos P0. (A) Imunomarcação da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho) da 
região hipocampal de ratos P0, contracorados com DAPI (azul). (B) Imunomarcação da 
Cx45 (verde) da região hipocampal de ratos P0. (C) (A) Imunomarcação da Cx45 (verde) e 
GFAP (vermelho) da região hipocampal de ratos P0. Barra de escala = 100 µm. (D) 
Imunomarcação da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho) da região CA1 do hipocampo de 
ratos P0, contracorados com DAPI (azul). (E) Área ampliada da região SPy de CA1 
demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde). (F) Área ampliada da região SPy de 
CA1 demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho). (G) Área 
ampliada da região SLM de CA1 demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde). (H) 
Área ampliada da camada SLM de CA1 demonstrando a imunolocalização da Cx45 
(verde) e GFAP (vermelho). Observamos a ausência de sobreposição de Cx45 e GFAP 
em SPy, porém, em SLM, a Cx45 está colocalizada com GFAP. (I) Imunomarcação da 
Cx45 (verde) e GFAP (vermelho) da região CA3 do hipocampo de ratos P0, contracorados 
com DAPI (azul). (J) Área ampliada da região SPy de CA3 com a imunolocalização da 
Cx45 (verde). (K) Área ampliada da camada SPy de CA3 com a imunolocalização da Cx45 
(verde) e GFAP (vermelho). (L) Área ampliada da camada SLM de CA3 demonstrando a 
imunolocalização da Cx45 (verde). (M) Área ampliada da camada SLM de CA3 
demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho). Nossas 
observações revelaram que em SPy a imunomarcação de Cx45 ocorreu fora das áreas 
marcadas pelo GFAP. E em SLM observamos a colocalização parcial entre os dois 
marcadores analisados. (N) Imunomarcação da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho) da 
região do GD de ratos P0, contracorados com DAPI (azul). (O) Área ampliada da GCL/M 
do GD demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde). (P) Área ampliada da GCL/M 
do GD demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde) e GFAP (vermelho). (Q) Área 
ampliada do hilo do GD demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde). (R) Área 
ampliada do hilo do GD demonstrando a imunolocalização da Cx45 (verde) e GFAP 
(vermelho). Nossos estudos revelaram que em GCL a imunomarcação de Cx45 ocorreu 
fora das áreas marcadas pelo GFAP. No hilo observamos colocalização parcial entre os 
dois marcadores analisados. (S) Quantificação do coeficiente de Manders obtido a partir 
de imagens da região hipocampal. Nossos resultados apontaram uma baixa sobreposição 
entre Cx45 e GFAP. Porém, onde ocorreu a marcação de GFAP, também encontra-se 
relativamente correlacionado com a Cx45. Barras representam o erro padrão da média. 
GD- giro denteado; SO- stratum oriens; SPy- stratum pyramidale, SR- stratum radiatum; 
SLM- stratum lacunosum-moleculare; SL- stratum lucidum; M- camada molecular do giro 
denteado; GCL- camada de células granulares. Imagens representativas de quatro 
experimentos realizados de forma independente (n=4). Barra de escala: 50 µm. 
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4.9 O bloqueio das JCs por CBX acarreta em alterações na atividade de 
regiões mais ativas assim como de eventos de alta frequência de potenciais de 
ação (≥23 HZ) em hipocampo de animais neonatos (P0-P3) in vitro 

 

Após identificarmos a existência de Cxs neuronais distribuídas de forma 

diferenciada no hipocampo em função do período do desenvolvimento pós-

natal, avaliamos a função das JCs sobre o regime de atividade neuronal do 

hipocampo de neonatos (P0-3) e durante a segunda semana pós-natal (P8-10). 

Para isso, utilizamos fatias de hipocampo de ratos registradas em MEA sob 

condições controle (basal, perfusão com aCSF padrão) e submetidas ao 

bloqueador de JC de amplo espectro, o CBX. A utilização de MEA permitiu 

efetuar o registro de atividade elétrica extracelular por meio de 60 eletrodos 

distribuídos em uma área de aproximadamente 1,5 cm2. Sendo assim, essa 

técnica permitiu executar o registro simultâneo de diferentes regiões que 

constituem o hipocampo, possibilitando a análise mais abrangente dos 

neurônios que compõem essa região. 

Nossas análises revelaram que em hipocampos de animais neonatos 

(P0-3) o bloqueio das JCs por meio do CBX proporciona a redução do regime 

de potenciais de ação das áreas mais ativas do hipocampo identificadas 

durante o registro basal (CBX: 37,53 ± 1,79%; *P=0,00251 vs. basal). Além 

disso observamos uma redução dos eventos com frequência de potencial de 

ação igual ou superior a 23 Hz (CBX: 45,10 ±1,75%, ; *P=0,035 vs. basal) após 

o bloqueio das JCs proporcionado pelo CBX. Porém, não observamos 

alterações significativas na frequência média de potenciais de ação do 

hipocampo como um todo (CBX: 0,697 ± 1,56%; P=0,121 vs. basal) assim 

como no número de canais ativos (85,21 ± 6,80%, ; P=0,095 vs. basal ) após o 

bloqueio das JCs por meio da aplicação de CBX (Figura 21).  
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Figura 21- Registros de atividade eletrofisiológica de fatias hipocampais 
de ratos P0-3 em MEA sob efeito de CBX. (A) Imagem de fatia de hipocampo P2 
sobre eletrodos de MEA (barra de escala: 400 µm). (B) Registros da atividade basal e sob 
efeito de CBX 50 µM (C) com duração de 10 minutos respectivo a fatia de hipocampo P2 
nos 60 eletrodos da matriz (escala: 200 µV, 5 minutos). (D) Registros expandidos da 
atividade basal (E) e da atividade sob efeito da CBX respectivo ao canal 16 localizado em 
CA3 (escala: 60 µV, 2 minutos). Eventos caracterizados por alta frequência de potenciais 
de ação (bursts) em (F) condição basal e (G) com bloqueio das JCs por CBX (escala: 60 
µV, 200 ms). (H) Avaliação da média de frequência de potenciais de ação normalizada 
pelos valores obtidos no registro basal. Nossas análises demonstraram que a quantidade 
média de potenciais de ação registradas na região hipocampal de neonatos (P0-3) não são 
alteradas em função do bloqueio por CBX. (I) Análise da média da frequência de 
potenciais de ação do eletrodo mais ativo na região hipocampal normalizada pelo registro 
basal. Evidenciamos reduções significativas na atividade de áreas que apresentavam alta 
frequência de disparos de potenciais de ação após a exposição ao CBX. (J) Análise da 
quantidade de eletrodos ativos sob a região hipocampal normalizada pela condição basal. 
Nossas análises demonstraram a ausência de efeito sobre a quantidade de áreas ativas 
após a exposição da fatia ao CBX. (K) Avaliação da quantidade de eventos com frequência 
igual ou superior a 23 Hz, normalizada pela condição basal. Nossas análises 
demonstraram que atividades de alta frequência (≥23 Hz) foram reduzidas após a 
utilização de CBX. Registros foram submetidos ao filtro passa-alta 2-3 Hz, Butterworth de 
segunda ordem. Barras representam o erro padrão da média. *P<0,05 em Teste T de 
Student bicaudal pareado basal vs. CBX (n=5). 
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4.10 O bloqueio das JCs por CBX promove a diminuição de atividade em 
hipocampo de animais durante a segunda semana de vida (P8-10) in vitro 

 

A fim de avaliar as possíveis diferenças da contribuição das JCs sobre a 

excitabilidade dos neurônios em diferentes períodos do desenvolvimento pós-

natal, foram efetuados registros e analisadas as alterações exercidas pelo 

bloqueio das JCs sobre o regime de potenciais de ação das fatias de 

hipocampo de animais P8-10. Nossas análises mostraram que, de forma 

similar ao que ocorre no início do desenvolvimento pós-natal, o bloqueio das 

JCs acarreta na redução da atividade de áreas com alta taxa de disparo de 

potenciais de ação (CBX: 0,373 ± 1,34%, *P=0,0094 vs. basal), assim como na 

redução de eventos com frequência de disparo de potenciais igual ou superior 

a 23 Hz (CBX: 0,83 ±0,1%, ; *P=0,0001 vs. basal). 

Porém, diferentemente do efeito do bloqueio das JCs no hipocampo de 

animais neonatos, observamos uma redução significativa da frequência de 

potenciais de ação das áreas hipocampais registradas sob efeito da CBX (CBX: 

40,44 ±0,93 %, *P=0,0029 vs. basal). A pesar disso, não identificamos redução 

no número de eletrodos ativos após a exposição da fatia de hipocampo ao 

bloqueador CBX (CBX: 69,70 ± 1,10 %, P=0,09 vs. basal) (Figura 22).  
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Figura 22- Registros de atividade eletrofisiológica de fatias hipocampais 
de ratos P8-10 em MEA sob efeito de CBX. (A) Imagem de fatia de hipocampo 
P10 sobre eletrodos de MEA (barra de escala : 400 µm). (B) Registros da atividade basal e 
sob efeito de CBX 50 µM (C) com duração de 10 minutos respectivo a fatia de hipocampo 
P10 (escala: 100 µV, 5 minutos). (D) Registros expandidos da atividade basal (E) e da 
atividade sob efeito da CBX respectivo ao canal 26 localizado em SPy de CA3 (escala: 100 
µV, 2 minutos). Eventos caracterizados por alta frequência de potenciais de ação (bursts) 
em (F) condição basal e (G) com bloqueio das JCs por CBX (escala: 70 µV, 200 ms). Nota-
se uma redução no número de elementos de alta frequência após a exposição da fatia ao 
CBX. (H) Avaliação da média de frequência de potenciais de ação normalizada pelos 
valores obtidos no registro basal. Nossas análises demonstraram que a quantidade média 
de potenciais de ação registradas na região hipocampal de neonatos (P0-3) foram 
alteradas após o bloqueio das JCs por CBX. (I) Análise da média da frequência de 
potenciais de ação do eletrodo mais ativo na região hipocampal normalizada pelo registro 
basal. Identificamos uma redução significativa na atividade de áreas que apresentavam 
alta frequência de disparos de potenciais de ação após a aplicação de CBX. (J) Análise da 
quantidade de eletrodos ativos sob a região do hipocampal normalizada pela condição 
basal. Nossas análises demonstraram que CBX não exerceu efeito sobre a quantidade de 
áreas ativas. (K) Avaliação da quantidade de eventos com frequência igual ou superior a 
23 Hz, normalizada pela condição basal. Nossas análises demonstraram uma grande 
redução em eventos de alta frequência (≥23 Hz) após a exposição ao CBX. Registros 
foram submetidos ao filtro passa-alta 2-3 Hz, Butterworth de segunda ordem. Barras 
representam o erro padrão da média. *P<0,05 em Teste T de Student bicaudal pareado 
basal vs. CBX (n=6). 
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4.11 O bloqueio das JCs compostas por Cx36 em fatias de hipocampo 
neonatos (P0-3) não promove redução no regime de atividade in vitro 

 

Com intuito de avaliar a contribuição das JCs compostas por CX36 em 

diferentes períodos do desenvolvimento hipocampal, efetuamos registros 

utilizando MEA em fatias de hipocampo de animais neonatos (P0-3), e em 

animais com idades restrita ao período da segunda semana do 

desenvolvimento pós-natal (P8-10), sob efeito do bloqueador de canais de JCs 

formadas por Cx36, a mefloquina (Cruikshank et al., 2004). 

De forma distinta do que ocorre nos hipocampos de animais neonatos 

(P0-3), o bloqueio das JCs formadas por Cx36 não promoveu alterações da 

atividade de áreas mais ativas identificadas no registro basal (mefloquina: 

38,36 ± 1,94%, *P=0,0288 vs. basal), assim como no número de eventos de 

disparo de potenciais de ação superior ou igual a 23 Hz. (mefloquina: 41,14 ± 

0,1,51%, *P=0,00806 vs. basal). Além disso, não identificamos alterações 

significativas na frequência média total de potenciais de ação (63,76 ± 15,33, 

P=0,0771) e no número de canais ativos. (101,21 ± 3,65%, P=0,8099 ).  
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Figura 23- Registros de atividade eletrofisiológica de fatias hipocampais 
de ratos P8-10 em MEA sob efeito de mefloquina. (A) Imagem de fatia de 
hipocampo P0 sobre eletrodos de MEA (barra de escala = 400 µm). (B) Registros da 
atividade basal e sob efeito de mefloquina 50 µM (C) com duração de 10 minutos 
respectivo a fatia de hipocampo P0 (escala: 100 µV, 5 minutos). (D) Registros expandidos 
da atividade basal (E) e sob efeito da mefloquina respectivo ao canal 87 localizado em 
CA3 (escala: 100 µV, 2 minutos). Eventos caracterizados por alta frequência de potenciais 
de ação (bursts) em (F) condição basal e (G) com bloqueio das JCs por mefloquina 
(escala: 60 µV, 200 ms). Nota-se que, aparentemente, não alteração após a exposição da 
fatia a mefloquina. (H) Avaliação da média de frequência de potenciais de ação 
normalizada pelos valores obtidos no registro basal. Nossas análises demonstraram que a 
quantidade média de potenciais de ação registradas na região hipocampal de neonatos 
(P0-3) não foram alteradas após a exposição ao bloqueador mefloquina. (I) Análise da 
média da frequência de potenciais de ação do eletrodo mais ativo na região hipocampal 
normalizada pelo registro basal. Não observamos alterações na atividade de áreas que 
apresentavam alta frequência de disparos de potenciais de ação após a aplicação de 
mefloquina. (J) Análise da quantidade de eletrodos ativos sob a região do hipocampal 
normalizada pela condição basal. Nossas análises demonstraram que mefloquina não 
exerce efeito sobre a quantidade de áreas ativas. (K) Avaliação da quantidade de eventos 
com frequência igual ou superiores a 23 Hz normalizada pela condição basal. Nossas 
análises não foram capazes de  mostrar alterações no número de eventos de alta 
frequência (≥23 Hz) após a exposição a mefloquina. Registros foram submetidos a filtro 
passa-alta 2-3 Hz, Butterworth de segunda ordem. Barras representam o erro padrão da 
média. P<0,05 em Teste T de Student bicaudal pareado basal vs. mefloquina (n = 5). 

 

4.12 O bloqueio das JCs compostas por Cx36 em fatias de hipocampo de 
animais P8-10 promovem alterações na atividade neuronal in vitro 

 

Para avaliar se as JCs compostas por Cx36 exercem influencias 

distintas em idades específicas do desenvolvimento pós-natal, analisamos a 

resultante do bloqueio das JCs neuronais compostas de Cx36 sobre a atividade 

em fatias de hipocampo neonatos de animais entre 8 e 10 dias de vida. De 

forma distinta do que ocorre em no hipocampo de neonatos, nossos resultados 

demonstram que o bloqueio dessas JCs promoveu alterações na frequência de 

potenciais de ação nas regiões mais ativas identificadas durante o registro da 

atividade basal (mefloquina: 38,62 ± 1,94%, *P=0,028), assim como em número 

de eventos com frequência de potenciais de ação igual ou superior a 23 Hz  

(mefloquina: 41,13 ± 15,1%, *P= 0,0080)(P8-10). Porém, diferente do efeito do 

CBX na mesma idade, a mefloquina não promoveu alterações na frequência 

média de potenciais de ação no hipocampo (mefloquina: 63,76 ± 1,53, 

P=0,0770) e de no número de eletrodos ativos (101,21 ± 3,65, P=0,81) (Figura 

24).  
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Figura 24- Registros de atividade eletrofisiológica de fatias hipocampais 
de ratos P8-10 em MEA sob efeito de mefloquina. (A) Imagem de fatia de 
hipocampo P10 sobre eletrodos de MEA (barra de escala: 400 µm). (B) Registros da 
atividade basal e sob efeito de mefloquina 50 µM (C) com duração de 10 minutos 
respectivo a fatia de hipocampo P10 (escala: 100 µV, 5 minutos). (D) Registros expandidos 
da atividade basal (E) e sob efeito da mefloquina respectivo ao canal 87 localizado em 
CA3 (escala: 100 µV, 2 minutos). Eventos caracterizados por alta frequência de potenciais 
de ação (bursts) em (F) condição basal e (G) com bloqueio das JCs neuronais por 
mefloquina (escala: 1000 µV, 200 ms). Nota-se que aparentemente ocorre uma alteração 
na frequência de potenciais de ação em regimes de burst após a exposição da fatia a 
mefloquina. (H) Avaliação da média de frequência de potenciais de ação normalizada 
pelos valores obtidos no registro basal. Nossas análises demonstraram que a quantidade 
média de potenciais de ação registrada na região hipocampal de neonatos não foi alterada 
após a exposição ao bloqueador mefloquina. (I) Análise da média da frequência de 
potenciais de ação do eletrodo mais ativo na região hipocampal normalizada pelo registro 
basal. Observamos uma redução na atividade de áreas que apresentavam alta frequência 
de disparos de potenciais de ação após a aplicação de mefloquina. (J) Análise da 
quantidade de eletrodos ativos sob a região hipocampal normalizada pela condição basal. 
Nossas análises demonstraram que mefloquina não favorece alterações sobre a 
quantidade de áreas ativas. (K) Avaliação da quantidade de eventos com frequência de 
potenciais de ação igual ou superiores a 23 Hz, normalizada pela condição basal. Nossas 
análises demonstraram uma redução  no número de eventos (≥23 Hz) após a exposição à 
mefloquina. Registros foram submetidos ao filtro passa-alta 2-3 Hz, Butterworth de 
segunda ordem. Barras representam o erro padrão da média. P<0,05 em Teste T de 
Student bicaudal pareado basal vs. mefloquina (n=7).  
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Deste modo, nossos resultados indicaram que o bloqueio das JCs 

compostas por Cx36, acarreta em alterações distintas de acordo com o período 

do desenvolvimento pós-natal analisado.  
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5 DISCUSSÃO 

 
 
5.1 A expressão gênica da Cx36 se apresenta mais elevada no hipocampo 
durante a primeira e segunda semana do desenvolvimento pós-natal 

 

A partir da avaliação de expressão gênica, observamos que os 

transcritos da Cx36 estão presentes no hipocampo de ratos durante o 

desenvolvimento pós-natal. Além disso, a concentração de RNAm da Cx36 

exibe níveis distintos, de acordo com o período do desenvolvimento pós-natal 

avaliado (Figura 9). Logo após o nascimento, a expressão da Cx36 ocorre de 

forma similar ao sucedido em animais adultos. Durante o decorrer da primeira e 

segunda semana pós-natal, os níveis dos transcritos da Cx36 são superiores a 

quantidade estabelecida no hipocampo de animais adultos. Valores similares 

foram registrados em análises dos níveis de marcação por hibridização in situ, 

durante o desenvolvimento do hipocampo (Belluardo et al., 2000). 

Em outras regiões encefálicas, como hipotálamo, neocórtex, estriado e 

tálamo, a regulação dos níveis de transcritos da Cx36 apresentam dinâmicas 

similares em função do desenvolvimento pós-natal (Condorelli et al., 2000, 

Arumugam et al., 2005, Park et al., 2011). Esses trabalhos reportaram que o 

RNAm relativo a esse gene apresenta aumento gradativo de expressão até a 

segunda semana do desenvolvimento pós-natal, seguido de redução na 

terceira e quarta semana após o nascimento. (Belousov; Fontes, 2013). 

Os mecanismos que coordenam o controle da expressão gênica da 

Cx36 estão atrelados às influências de atividades neuronais propiciadas por 

neurotransmissores e receptores sinápticos expressos durante o 

desenvolvimento encefálico. A ativação dos receptores metabotrópicos 

glutamatérgicos do grupo II (mGluRs grupo II), assim como a inibição do 

receptor GABAA, promovem o aumento da expressão da Cx36 durante o 

desenvolvimento pós-natal (Arumugam et al., 2005, Park et al., 2011).  

Especificamente, a ativação do receptor GABAA, durante o início do 

desenvolvimento pós-natal, leva a despolarização neuronal promovida pela 

saída de Cl- pelo receptor ionotrópico, ocasionando a abertura de canais 

voltagem-dependentes para Ca2+ do tipo L. Por sua vez, o influxo de Ca2+ 

favorece a ativação da proteína quinase dependente de cálcio (PKC). Assim, a 
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ativação dos receptores mGluRs grupo II conduz a síntese de AMPc seguida 

da ativação da proteína quinase dependente de AMPc (PKA; via AMPc/PKA). 

Ambas as cascatas atuam de forma antagônica na remoção do fator de 

silenciamento transcricional- R1 (REST) do sítio NRSE, localizado na região 

promotora do gene da Cx36. Deste modo, as modificações ocorridas durante o 

desenvolvimento do hipocampo, como a transição da função excitatória para 

inibitório do receptor GABAA, em conjunto com o aumento da atividade dos 

receptores mGluRs grupo II, poderiam articular a modulação do aumento da 

expressão da Cx36 durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo (Martin 

et al., 2003, Park et al., 2011). 

Por fim, o reestabelecimento dos níveis de transcritos encontrados em 

P0 após a segunda semana do desenvolvimento pós-natal (Figura 8D), é 

permitido pelo aumento progressivo das interações sinápticas, sobretudo pela 

comunicação via receptores NMDA. A ativação desses receptores impulsiona a 

elevação do Ca2+ intracelular, favorecendo a ativação de cascatas 

intracelulares via CaMKII e PKC, resultando na intensificação da expressão da 

CREB. Esse mecanismo estabelece a repressão da expressão gênica da Cx36 

(Kandler, Katz, 1998. Arumugam et al., 2005,). 

 

5.2 A Cx45 é altamente expressa durante o desenvolvimento pós-natal do 
hipocampo 

 

Assim como a Cx36, nossos estudos demonstraram a existência de 

transcritos da Cx45 em todos os períodos investigados. Porém, diferentemente 

da Cx36, a Cx45 exibe elevada expressão gênica perinatal em relação ao 

hipocampo adulto (Figura 9). Em regiões do sistema nervoso central, como 

mesencéfalo, neocórtex, cerebelo e retina, a Cx45 apresenta-se altamente 

expressa durante o desenvolvimento embrionário e pós-natal de roedores 

(Leung et al., 2002, Maxeiner et al., 2003, Kihara et al., 2006b, Cina et al., 

2007). 

A partir da criação de camundongos geneticamente modificados, onde a 

região codificante da Cx45 é substituída pelo gene da β-galactosidase 

bacteriana (LacZ), Maxeiner et al. (2003) reportaram elevada expressão da 

Cx45 no desenvolvimento hipocampal, predominantemente localizada na SPy 

do CA. Porém, na segunda semana do desenvolvimento pós-natal, os níveis de 
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imunomarcação para o gene repórter mostraram-se reduzidos em relação às 

idades anteriores ao nascimento, reportados e restritos a região de CA3 em 

animais adultos. 

Os mecanismos que controlam a expressão da Cx45 podem estar 

relacionados aos eventos do desenvolvimento. Rozental et al. (2000) 

identificaram a correlação entre eventos ocorridos durante o desenvolvimento 

celular e a modulação da expressão gênica da Cx45. A indução da 

diferenciação neuronal promovida por citocinas, como a interleucina 7 (I-7), 

levam a alterações na expressão de Cxs em células precursoras neuronais 

imortalizadas do hipocampo. A partir disso, foi identificado que estágios 

distintos de diferenciação e maturação de neurônios hipocampais induzem a 

expressão de diferentes tipos de Cxs. Períodos intermediários da diferenciação 

neuronal promovem a expressão de Cxs distintas, dentre elas a Cx45. Desta 

forma, os mecanismos que proporcionam a diferenciação neuronal, 

possivelmente, contribuem para regulação da expressão gênica da Cx45 

(Rozental et al., 2000).   

Sendo assim, os perfis de expressão da Cx36 e Cx45 observados neste 

trabalho, possivelmente refletem o produto dos diferentes mecanismos 

atrelados à progressão da maturação neuronal obtidos a cada instância do 

desenvolvimento pós-natal do hipocampo. 

 
5.3 Os níveis proteicos da Cx36 e da Cx45 encontram-se reduzidos durante o 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo 

 

Apesar da existência de estudos relacionados à expressão gênica 

utilizando técnicas diversas, informações referentes à densidade proteica da 

Cx36 e Cx45 restritas ao hipocampo durante o desenvolvimento pós-natal 

ainda não haviam sido reportadas (Belluardo et al., 2000, Rozental et al., 2000, 

Weickert et al., 2005). Nossos resultados constataram que, embora os níveis 

de RNAm da Cx36 e Cx45 sejam abundantes durante a primeira e segunda 

semana do desenvolvimento pós-natal (Figura 9), os níveis proteicos das Cxs 

correspondentes encontram-se baixos em relação ao hipocampo de ratos 

adultos (Figura 10). 

A discrepância entre a quantidade de transcritos e os níveis de proteína 

de ambas as Cxs avaliadas não está restrita ao desenvolvimento hipocampal. 
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Em modelos de neurodegeneração (Oguro et al., 2001, Paschon et al., 2012), 

hiperexcitabilidade neuronal (Condorelli et al., 2003), regulação sensorial 

(Kihara et al., 2006a) e em células específicas do sistema nervoso, como os 

neurônios sensoriais olfativos do bulbo olfatório (Rash et al., 2005), a Cx36 e a 

Cx45 exibem clara incompatibilidade entre os níveis de transcritos e proteína.  

Assim, nossos resultados sugerem a existência de mecanismos pós-

transcricionais de regulação da tradução da Cx36 e Cx45, durante o 

desenvolvimento pós-natal do hipocampo. Ainda que não haja mecanismos de 

regulação pós-transcricionais descritos para Cx36 e Cx45, alguns dados 

indicam que essa hipótese é plausível. Park e colaboradores (2011) 

demonstraram que a região não traduzida da extremidade 3’ (3’UTR) do RNAm 

da Cx36 é essencial para a indução da diminuição da tradução dependente da 

ativação de receptores.  

Os microRNAs (miRNAs), classe de RNAs não codificantes, são 

conhecidos por interagir com a região 3’UTR de RNAms, proporcionando a 

repressão (via inibição ou degradação) da tradução do RNAm alvo. Apesar de, 

até o momento, não terem sido identificados miRNAs com compatibilidade de 

interação com os transcritos da Cx36 e Cx45 em Rattus novergicus, em 

camundongos alguns miRNAs, identificados no sistema nervoso, foram 

preditos em atuar sobre o RNAm da Cx36 (miR-466h) e Cx45 (miR-709), 

levando a crer que os avanços nos estudos de identificação e funcionamento 

dos miRNAs possam contribuir no entendimento dos meios por onde essa 

regulação ocorre (Higa et al., 2014).  

Em conjunto, nossos resultados referentes à expressão gênica e aos 

níveis proteicos das Cxs avaliadas, apontam que ambas são amplamente 

reguladas por mecanismos que atuam sobre a transcrição, assim como na 

tradução durante o desenvolvimento pós-natal de hipocampo de ratos. 
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5.4 A Cx36 possui distribuição constante em CA1, CA3 e GD durante o 
desenvolvimento, estando presente em neurônios principais durante o 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo 

 

Depois de verificarmos os níveis de expressão gênica e os níveis 

proteicos, decidimos investigar o perfil de distribuição de ambas as Cxs nas 

três principais regiões do hipocampo, CA1, CA3 e GD, durante o 

desenvolvimento pós-natal do hipocampo.  

Detectamos a Cx36 nas três regiões, sendo sua densidade de 

distribuição similar e pouco alterada em função do desenvolvimento (Figura 

11). Observamos apenas uma pequena alteração na segunda semana do 

desenvolvimento pós-natal, onde a Cx36 se encontrou mais concentrada em 

GD, seguida da região CA3 e CA1. 

No GD, apesar de ser uma região onde há intensas modificações 

marcadas pela proliferação celular durante o desenvolvimento pós-natal 

(Belluardo et al., 2000, Rozental et al., 2000), a Cx36 exibe imunomarcação 

constante caracterizada pela distribuição similar entre as camadas do GD (M, 

GCL, hilo). Apesar da Cx36 apresentar variações sutis de distribuição entre as 

regiões avaliadas, a distribuição dessa Cx não ocorre de forma homogênea 

entre as camadas do CA. Em CA3 e CA1, evidenciamos a imunomarcação da 

Cx36 concentrada especialmente em SPy, durante a primeira e segunda 

semana do desenvolvimento após o nascimento. Porém, notamos que com o 

decorrer do desenvolvimento, o perfil de imunomarcação da Cx36 se torna 

mais distribuído em CA1 e CA3, sendo propiciado pela redução em SPy e 

aumento nas outras camadas de CA. De forma simultânea, a marcação 

puntiforme característica das Cxs sofre modificações, passando de pontos 

densos e próximos, para pontos menores e esparsos. 

Curiosamente, grande parte das informações referentes à Cx36 durante 

o desenvolvimento hipocampal se limita a análises de expressão gênica e a 

escassa investigação que visa caracterizar os padrões de distribuição proteica 

da Cx36 no desenvolvimento do hipocampo (Belluardo et al., 2000, Zeinieh et 

al., 2010). Entretanto, existe uma considerável quantidade de informações 

relacionadas à localização da expressão da Cx36 no hipocampo de animais 

adultos. Neste período, a Cx36 está presente em sinapses mistas, entre fibras 

musgosas originadas pelas células granulares do GD e células piramidais de 
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CA3, em neurônios piramidais de CA3, e em interneurônios parvalbumina 

positivos (PV) distribuídos em diferentes regiões do hipocampo (Kosaka, 

Hama, 1985, Belluardo et al., 2000, Baude et al., 2007, Nagy, 2012).  

De forma distinta do hipocampo adulto, encontramos uma alta 

concentração de imunomarcação limitada à camada de células principais, 

especialmente em CA1 e CA3, período em que interneurônios são 

relativamente imaturos e pouco frequentes em SPy e GCL (Seress ,Ribak, 

1988, Seress, Ribak, 1990). Para investigar a localização da Cx36 nos 

neurônios principais do hipocampo durante o desenvolvimento pós-natal, 

aplicamos a técnica de dupla marcação utilizando o anticorpo para CaMKIIα, 

proteína expressa por neurônios excitatórios. Nossos resultados evidenciaram 

a presença da Cx36 em células excitatórias, localizados nas camadas de 

células principais do hipocampo, logo após o nascimento (Figura 19). 

Sendo assim, nossas observações levam a crer que o padrão de 

distribuição entre as camadas de CA1 e CA3 são alteradas em função do 

desenvolvimento, sendo sua expressão estendidas a células principais de CA1, 

CA3 e GD.  

 

5.5 A Cx45 está amplamente distribuída no hipocampo durante o 
desenvolvimento pós-natal do hipocampo, sendo expressa majoritariamente 
por neurônios no período perinatal 

 

Nossos resultados relativos à Cx45 revelaram que, assim como a Cx36, 

sua distribuição abrange todas as sub-regiões do hipocampo, durante o 

desenvolvimento pós-natal. Além disso, o padrão de localização mostrou-se 

similar, apenas exibindo uma maior concentração em GD, em comparação com 

CA1 e CA3, durante a segunda semana do desenvolvimento pós-natal (Figura 

12). No entanto, assim como a Cx36, nossas análises mostraram que a 

distribuição da Cx45 entre as camadas que compõem cada sub-região do 

hipocampo, não ocorre por igual (Figuras 14,16). 

Em CA1 e CA3 a imunomarcação da Cx45 revelou-se concentrada 

principalmente em SPy, durante as primeiras semanas do desenvolvimento 

pós-natal. Porém, em CA1 notamos uma intensificação da imunorreatividade 

em SLM, quando comparadas às outras camadas dessa região, durante a 

primeira semana após o nascimento (P0 e P5). Em CA1, a imunomarcação 
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manteve-se concentrada principalmente em SPy na segunda semana do 

desenvolvimento pós-natal, porém em CA3, a disposição da Cx45 se torna 

mais dispersa ao decorrer do desenvolvimento pós-natal, se tornando menos 

restrita a SPy. Diferentemente das regiões do CA, a Cx45 apresentou-se 

organizada de forma relativamente homogênea nas camadas de GD, em 

função dos diferentes períodos avaliados (Figura 14 e 16).  

Nossos resultados corroboram com os dados de estudos relativos à 

expressão da Cx45 durante o desenvolvimento encefálico de roedores. 

Maxeiner et al. (2003) demonstraram que essa Cx é abundantemente expressa 

durante o desenvolvimento (P8) das três regiões hipocampais avaliadas. A 

despeito de não haver uma quantidade significativa de estudos referentes ao 

padrão de expressão da Cx45 durante o desenvolvimento, alguns trabalhos se 

empenharam em caracterizar a expressão da Cx45 no hipocampo de animais 

adultos.  

Os trabalhos provenientes de análises do hipocampo adulto indicam que 

a Cx45 não se encontra expressa em células gliais e em interneurônios PV, 

estando sua expressão restrita aos neurônios piramidais de CA3 e CA4 

(Maxeiner et al., 2003, Weickert et al., 2005). Sendo assim, apesar de 

identificarmos a Cx45 majoritariamente em áreas onde ocorre aglomeração do 

soma de células neuronais, como no hipocampo de ratos adultos, decidimos 

investigar se a Cx45 ocorre exclusivamente em neurônios de hipocampos P0, 

já que essa proteína foi identificada em células não neuronais em outras áreas 

do sistema nervoso (Giaume et al., 2013). Nossos resultados mostraram que, 

mesmo havendo colocalização entre o marcador de células astrogliais (GFAP) 

e a Cx45, os níveis de sobreposição dos dois marcadores não acontecem de 

forma frequente (Figura 19), sendo provável que durante o desenvolvimento a 

Cx45 seja uma proteína traduzida principalmente em neurônios. Curiosamente, 

em SLM de CA1, camada onde constatamos certa concentração da Cx45, 

pudemos evidenciar grande parte da esporádica colocalização entre GFAP e 

Cx45.  

A camada SLM de CA1 é uma área onde há concentração de 

interneurônios inibitórios, regulados por eferências talâmicas, do córtex 

entorrinal e da colateral de Schaffer. Os interneurônios alocados nesta camada 

estabelecem sinapses inibitórias com neurônios piramidais, além de serem 
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eletricamente acoplados durante o período que abrange o desenvolvimento 

pós-natal (Zsiros ,Maccaferri, 2005). Sendo assim, é presumível que a Cx45 

possa acoplar células gliais e neurônios inibitórios contidos em SLM de CA1.  

Deste modo, os dados revelam que a Cx45 apresenta níveis similares de 

proteína entre as diferentes regiões do hipocampo, sendo que sua 

concentração ocorre de forma predominante na camada de células principais 

do CA, e de forma ubíqua em GD. Levando em conta sua baixa colocalização 

com células gliais, a Cx45 possivelmente possibilita a formação de JCs 

neuronais durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo.  

 

5.6 O perfil de distribuição da Cx36 e da Cx45 pode ser dependente do estágio 
de maturação dos neurônios hipocampais 

 

Em conjunto, nossos resultados revelaram uma complexa rede de 

regulação da Cx36 e Cx45 que possibilita a formação de JCs neuronais 

durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo. Essa rede contempla 

diferentes camadas de modulação que atingem desde a regulação 

transcricional, até a distribuição das Cxs nas diferentes áreas do hipocampo. 

Notavelmente, observamos uma tendência de aumento progressivo da 

dispersão de Cxs durante o desenvolvimento pós-natal. A ocorrência das Cxs 

nas camadas extrapiramidais do CA ocorre simultaneamente com o 

desenvolvimento da arborização dos neuritos durante o desenvolvimento 

hipocampal. Nesse período, o maior contingente de neurônios piramidais (80%) 

apresenta escassa ramificação dendrítica, apresentando apenas o primórdio do 

dendrito apical que se projeta para SR (Tyzio et al., 1999). A maturação 

neuronal, em ratos, ocorre intensamente no desenvolvimento pós-natal, 

atingindo níveis adultos após o primeiro mês de vida (Pokorny; Yamamoto, 

1981, Ben-Ari, 2001). Do mesmo modo, os interneurônios GABAérgicos do 

hipocampo apresentam pouca ramificação dendrítica e axonal no início do 

desenvolvimento pós-natal (Seress, Ribak, 1990, Gaiarsa et al., 2001). Sendo 

assim, é possível que a Cx36 e a Cx45, expressas pelos neurônios 

hipocampais, apresentam-se alocadas em área celular reduzida próxima ao 

corpo celular, formando aglomerados de placas de JCs, durante o período 

perinatal. Com o amadurecimento neuronal progressivo caracterizado pelo 

aumento da ramificação dos dendritos e, consequentemente, pelo aumento da 
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área de superfície do neurônio, as Cxs podem se alocar nos compartimentos 

celulares recém-formados, proporcionando a dispersão de distribuição 

observada ao longo do desenvolvimento do hipocampo (Figura 25). 

 

 

Figura 25- Modulação espaço-temporal das Cxs neuronais na região 
hipocampal de CA durante o desenvolvimento pós-natal de ratos. Em P0 
(esquerda), a população neuronal do hipocampo (interneurônios e neurônios piramidais) 
apresenta pouca ramificação dos neuritos. Durante este período, a Cx36 e a Cx45 são 
encontradas principalmente em SPy de CA1 e CA3. Em CA1, a Cx45 também está 
presente em SLM. Porém, em P10 (direita), a população neuronal do hipocampo 
apresenta neuritos com maior complexidade. Concomitantemente a isso, a Cx36 encontra-
se mais frequente em camadas extrapiramidais e ocorre de forma menos agrupada. Por 
sua vez, a Cx45 ocorre com maior frequência em SPy de CA1 em relação às outras 
camadas dessa região. Porém, em CA3, a Cx45 apresenta uma distribuição mais 
homogênea ocorrendo com maior frequência em camadas extrapiramidais.  

 

Esta hipótese poderia explicar não apenas a dinâmica de alteração 

identificada nos perfis de distribuição das Cxs neuronais em função do 

desenvolvimento, mas também o favorecimento do acoplamento entre 

neurônios durante o desenvolvimento hipocampal, servindo como um 

mecanismo compensatório para os reduzidos níveis proteicos totais da Cx36 e 

Cx45, identificados durante o desenvolvimento. O aglomerado propiciado pela 

restrição da área neuronal pode ser um mecanismo que possibilita o aumento 

da probabilidade da JC apresentar-se funcional (Bukauskas et al., 2000). Por 

sua vez, no GD observamos uma constante marcação de Cx36 e Cx45, 

durante todo desenvolvimento hipocampal, sendo possível que essas Cxs 

atuem na formação do acoplamento das células do GD durante o processo de 

intensa proliferação celular, ocorrido durante esse período do desenvolvimento 

(Strata et al., 1997). 

Muitos estudos suportam a existência de JCs entre neurônios 

hipocampais, durante o desenvolvimento e a fase adulta, evidenciados por 
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meio de análises de ultraestrutura e avaliação de acoplamento elétrico e 

metabólico (MacVicar, Dudek, 1980; MacVicar, Dudek, 1982; MacVicar et al., 

1982; Strata et al., 1997; Venance et al., 2000; Mercer et al., 2006; Munster-

Wandowski et al., 2013). Deste modo, nossos resultados apontam que a Cx36 

e a Cx45 poderiam atuar na formação de JCs funcionais no hipocampo. 

 

5.7 O bloqueio das JCs pelo bloqueador de amplo espectro promove a 
regulação da excitabilidade hipocampal do hipocampo durante o 
desenvolvimento pós-natal 

 

A partir da identificação das alterações ocorridas nos diferentes níveis de 

regulação da Cx36 e Cx45 durante períodos específicos, que abrangem o início 

do desenvolvimento pós-natal do hipocampo, decidimos avaliar o papel das 

JCs na modulação da excitabilidade dessa região em dois momentos distintos; 

entre 0 e 3 dias de idade e em hipocampos de animais com idade entre 8 e 10 

dias de vida. Esses períodos foram determinados de acordo com a 

identificação de padrões distintos de distribuição das Cxs neuronais. 

Para isso optamos pela utilização de MEA, visando obter registros 

simultâneos de virtualmente de todas as áreas que compõem o hipocampo, por 

meio do registro de fatias de hipocampo sob o efeito do bloqueador de amplo 

espectro para JCs, o CBX. Apesar de alguns estudos reportarem que a ação 

desse composto não se restringe ao bloqueio das JCs (Juszczak ,Swiergiel, 

2009), a utilização de CBX em registro de fatias de hipocampo de animais 

neonatos não promove alterações diretas sobre correntes sinápticas, assim 

como nas propriedades neuronais de disparo de potencial de ação (Huupponen 

et al., 2013, Molchanova et al., 2016).  

Sendo assim, através do emprego do CBX identificamos que, em ambos 

os períodos analisados, as regiões hipocampais com altos níveis de atividade 

sofreram redução no seu regime de disparo de potenciais de ação, 

proporcionado pelo bloqueio das JCs. Além disso, o CBX reduziu o número de 

eventos com frequência igual ou superior a 23 Hz de disparo de potenciais de 

ação (Figura 23 e 24). Além do mais, em fatias de hipocampo de animais com 

idade restrita a segunda semana de vida, identificamos uma diminuição da 

frequência do regime médio de disparo de potenciais de ação no hipocampo, 
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após a indução do bloqueio das JCs pelo CBX. Em conjunto, esses resultados 

demonstraram que as JCs regulam a excitabilidade hipocampal, principalmente 

de sub-regiões mais ativas. 

Em estudos conduzidos durante o desenvolvimento do hipocampo, 

Strata et al. (1997) identificaram um grupo de interneurônios acoplados e 

constantemente ativos na região do hilo. A indução do bloqueio das JCs 

promoveu a dessincronização da atividade rítmica de disparos de potenciais de 

ação dessas células. Como consequência do desacoplamento, foi observado 

uma redução de eventos GDP, que tem como característica a presença de 

disparos rápidos de potenciais de ação (bursts). Esses achados corroboram 

com nossas observações que demonstram que, sob efeito do CBX, as fatias de 

hipocampo em ambas as idades analisadas, promovem redução dos eventos 

com frequência igual ou superior a 23 Hz de disparos de potenciais de ação. 

Dessa forma, a redução nesses eventos podem estar relacionadas com a 

redução da excitabilidade neuronal promovida, em parte, pela redução da 

liberação sincronizada de GABA, o principal neurotransmissor excitatório 

durante o início do desenvolvimento pós-natal no sistema nervoso (Ben-Ari, 

2002). Consequentemente, o bloqueio das JCs acarretaria na diminuição da 

probabilidade de disparo de potencial de ação de seus neurônios alvos. 

Além disso, a ação do CBX sobre a diminuição da excibilidade 

hipocampal, pode ser promovida pela redução do acoplamento entre neurônios 

piramidais. O bloqueio das JCs promove a redução e alterações no padrão do 

disparo espontâneo de potencial de ação em neurônios de CA3, durante a 

primeira semana do desenvolvimento do hipocampo. Todavia, essas alterações 

auxiliam na diminuição dos eventos em burst registrados em CA3 (Molchanova, 

et al., 2016). 

Deste modo, nossos achados apontam que o acoplamento via JC entre 

os neurônios das diferentes áreas do hipocampo de animais neonatos 

consistem em uma importante via de comunicação para manutenção da 

excitabilidade da rede hipocampal.  
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5.8 Fatias de hipocampo de animais P8-10 apresentam maior sensibilidade a 
alterações na excitabilidade promovida pelo bloqueio das JCs formadas pela 
Cx36 

 

Após identificarmos o papel das JCs sobre a atividade hipocampal em 

idades distintas do desenvolvimento pós-natal, decidimos avaliar o papel das 

JCs formadas especificamente pela Cx36 sobre a excitabilidade da rede 

hipocampal nos mesmos períodos reportados anteriormente (P0-3 e P8-10). 

Para isso, utilizamos o bloqueador mefloquina para mediar essa investigação. 

Apesar da mefloquina ser um potente bloqueador de Cx36 e Cx50 (Cx não 

expressa no hipocampo de ratos), assim como o CBX, sua ação não está 

restrita as JCs (Cruikshank, et al., 2004). Porém, esse composto apresenta 

efeitos colaterais distintos do CBX. Sendo assim, a resultante comum de 

ambas as drogas geralmente está atrelada ao efeito sobre as JCs compostas 

pela Cx36, permitindo a exclusão de possíveis efeitos estão além da ação sob 

as JCs. 

Deste modo, nossas análises revelaram que em fatias de hipocampo de 

neonatos a mefloquina não promove alterações significativas na excitabilidade 

da população neuronal do hipocampo (Figura 24). Curiosamente, em 

hipocampo de animais entre 8 e 10 dias de vida, identificamos que o bloqueio 

das JCs constituídas pelas Cx36 promoveu a redução na frequência de 

potenciais de ação nas regiões mais ativas, assim como no número de eventos 

com frequência igual ou superior a 23 Hz de disparo de potenciais de ação. 

Esses resultados apontam que as JCs compostas pela Cx36 

apresentam maior peso sobre a modulação da atividade hipocampal, em 

idades posteriores a primeira semana do desenvolvimento pós-natal. Em 

contrapartida, estudos anteriores apontaram a existência de JCs funcionais 

compostas pela Cx36 durante o início do desenvolvimento pós-natal do 

hipocampo. Um estudo realizado por Crépel et al. (2007) mostraram que as 

JCs neuronais são cruciais para a expressão dos primeiros eventos de 

atividade sincronizada entre neurônios de CA1, as SPAs. Esta atividade é 

induzida pela orexina liberada durante o evento do parto. Análises utilizando o 

bloqueador mefloquina indicaram que esse padrão de atividade sincronizada 

presente entre alguns neurônios é extinto após o bloqueio das JCs compostas 

por Cx36. 
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Sendo assim, apesar da presença das JCs formadas pela Cx36 durante 

esse período do desenvolvimento, é possível que o bloqueio isolado das JCs 

formadas por essa Cx apresente menor impacto sobre a regulação da 

excitabilidade hipocampal em idades próximas ao nascimento. Curiosamente, 

durante esse período, identificamos que a Cx36 está localizada nas mesmas 

camadas do hipocampo ocupadas pela Cx45 (Figura 25). Graças a esta 

constatação, é possível que as JCs formadas pela Cx45 promovam um efeito 

compensatório mais eficaz, permitindo a manutenção da excitabilidade 

hipocampal. Entretanto, este efeito compensatório dado pela Cx45 no início do 

desenvolvimento, poderia ser amenizado pela alteração da distribuição da de 

ambas Cxs, que poderia estar relacionado ao estabelecimento do acoplamento 

de compartimentos neuronais distintos. Notavelmente, em animais KO para 

Cx36 ou Cx45, a ausência do acoplamento propiciado por essas Cxs, promove 

alterações brandas no regime de disparo de potenciais de ação dos neurônios 

ganglionares da retina. Contudo, essas alterações são potencializadas em 

animais duplo KO para Cx36 e Cx45, indicando a existência de mecanismos 

compensatórios proporcionados pelas JCs, formadas por ambas Cxs neuronais 

(Blankenship et al., 2011).  

 

5.9 O acoplamento promovido pelas Cxs neuronais promovem a regulação da 
excitabilidade hipocampal de formas distintas durante o desenvolvimento pós-
natal do hipocampo 

 

Como evidenciado em outros estudos, as JCs são importantes 

moduladores da atividade hipocampal durante o desenvolvimento pós-natal do 

hipocampo de ratos (Strata et al., 1997, Crepel et al., 2007, Molchanov et al., 

2016,). Porém, a avaliação de sua contribuição em idades específicas do 

desenvolvimento pós-natal do hipocampo, período de alterações no padrão de 

distribuição das Cxs neuronais, ainda não havia sido determinada. 

Em conjunto, nossos resultados indicam que tanto no início do 

desenvolvimento pós-natal quanto durante a segunda semana após o 

nascimento, a comunicação via JC promove a modulação da excitabilidade do 

hipocampo e, consequentemente, a regulação de eventos de alta frequência 

gerados por disparos rápidos de potenciais de ações. Além disso, o padrão de 

distribuição proteico distinto durante esse período do desenvolvimento poderia 
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favorecer a formação de JCs compostas por Cx36 e Cx45 em sítios 

hipocampais similares nos primeiros dias após o nascimento, sendo esse 

padrão parcialmente alterado ao longo do desenvolvimento. Essas alterações 

poderiam possibilitar modulações distintas impostas pelas diferentes Cxs 

neuronais sobre a regulação da atividade hipocampal, através de mecanismos 

que permitem a sincronização neuronal. 

Apesar dos canais de JCs apresentarem propriedades eletrofisiológicas 

que as determinam como filtros passa-baixa, devido a tendência que 

apresentam em diminuir sua permeabilidade de acordo com a variação de 

voltagem transjuncional, as JCs podem contribuir para a sincronização de 

oscilações sub-limiares que possibilitam o aumento da probabilidade de disparo 

conjunto quando despolarizadas por aferências comuns (Sohl et al., 2005). 

Ainda assim, caso ocorra à sincronização do disparado de ambos os neurônios 

acoplados, os canais podem favorecer a comunicação por meio do aumento da 

permeabilidade do canal de JC, favorecendo a expressão de eventos de alta 

frequência (Zlomuzica et al., 2010). Além da ação sincronizada promovida por 

essa via de comunicação, as JCs podem propiciar o aumento da capacitância 

de neurônios acoplados que, como consequência, atua no aumento de sua 

resistência a correntes provindas de suas aferências, possibilitando a 

regulação da excitabilidade individual de neurônios acoplados (Molchanova et 

al., 2016).  

Através desses mecanismos, as Cxs neuronais podem favorecer a 

manutenção apropriada da atividade de rede do hipocampo durante tal período 

do desenvolvimento, permitindo a expressão dos padrões de atividade 

sincronizada no hipocampo, como as GDPs. Consequentemente, as JCs 

poderiam contribuir, por meio da modulação da atividade, para formação da 

circuitaria hipocampal (Lauri et al., 2003, Mohajerani ,Cherubini, 2006, Kirkby et 

al., 2013). Além disso, as JCs podem atuar na regulação das flutuações de 

cálcio, que promove a ativação de proteínas que atuam no crescimento e 

estabilidade dos neuritos (Lohmann et al., 2005). Deste modo, a Cx36 e a 

Cx45, identificadas durante o desenvolvimento pós-natal do hipocampo, 

poderiam auxiliar para modulação da atividade, assim como para a regulação 

do cálcio intracelular, por meio da troca do IP3 ou do próprio íon Ca2+, 

permitindo dessa maneira o desenvolvimento apropriado da circuitaria 
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hipocampal, como identificado em outras áreas do sistema nervoso central 

(Blankenship et al., 2011). 
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6 CONCLUSÃO 

 
 

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que: 

 

 A expressão gênica da Cx36 e Cx45 ocorre durante o desenvolvimento 

pós-natal do hipocampo, apresentando elevados níveis de transcritos em 

relação ao hipocampo adulto; 

 Os níveis proteicos das Cxs estudadas são encontrados baixos em 

hipocampos de animais neonatos em relação ao adulto; 

 A discrepância entre os níveis de transcritos e os níveis proteicos da 

Cx36 e Cx45 aponta a atuação de possíveis mecanismos pós-transcricionais 

durante o desenvolvimento do hipocampo; 

 As Cxs estudadas encontram-se mais concentradas em SPy, exibindo 

uma tendência de dispersão, possivelmente conduzida pela maturação dos 

neurônios durante o desenvolvimento do hipocampo; 

 Os níveis e a distribuição das Cxs em GD são relativamente estáveis, 

sendo distribuída de forma homogênea entre as camadas dessa região; 

 A Cx45 ocorre esporadicamente em células gliais, sendo possível que 

sua expressão ocorre principalmente em neurônios de hipocampo de neonatos; 

 A Cx36 está presente em células principais do hipocampo, 

demonstrando que as células piramidais e células granulares podem formar 

JCs formadas por essa Cx em neonatos;  

 A Cx36 e Cx45 possivelmente estão envolvidas na formação de JCs 

entre neurônios durante o desenvolvimento hipocampal; 

 As JCs promovem a regulação da excitabilidade hipocampal durante o 

desenvolvimento pós-natal; 

 As JCs compostas por Cx36 apresentam pesos distintos sobre a 

regulação da atividade espontânea hipocampal de acordo com o período do 

desenvolvimento pós-natal. 
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