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RESUMO 

Kinjo ER. Conexinas na epilepsia experimental induzida por pilocarpina: 

abordagem molecular e eletrofisiológica. [Tese (Doutorado em Fisiologia 

Humana)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo; 2011. 

 

Os canais de junções comunicantes (CJC) são contatos intercelulares que 

podem estar envolvidos com a geração e a generalização de crises epilépticas, 

e alterações na expressão de conexinas (Cx) têm sido descritas tanto em 

modelos animais de epilepsia como em pacientes. Este estudo teve como 

objetivo avaliar a expressão hipocampal de proteínas (por meio de ensaios de 

immunoblotting) e de RNAs mensageiros (PCR em tempo real) das Cx43 e 

Cx36 (proteínas que compõem os CJC de astrócitos e neurônios, 

respectivamente) nos períodos agudo, latente e crônico do modelo de epilepsia 

do lobo temporal (ELT) induzido por pilocarpina. Além disso, os efeitos de um 

bloqueador de canais de junções comunicantes, a carbenoxolona (CBX), foram 

avaliados por meio de análise eletrofisiológica durante o período de status 

epilepticus. Os resultados referentes à Cx43 demonstram redução dos níveis 

proteicos no período latente (p<0,05) e aumento no período crônico do modelo 

(p<0,01), enquanto os níveis de RNAm de Cx43 não sofreram alteração em 

nenhum dos períodos avaliados. Em relação à Cx36, tanto os níveis proteicos 

quanto os de RNAm não sofreram alterações em nenhum dos períodos 

avaliados. Os dados obtidos a partir do bloqueio de CJC mostraram redução do 

tempo para diminuição da potência na banda de frequência entre 15 e 30 Hz, 

oscilação que tem grande contribuição na composição do sinal durante 

atividade epileptiforme, além de redução da amplitude relativa dos potenciais 

epileptiformes induzidos por pilocarpina. Foi observado ainda que o grupo 

tratado com CBX passou a apresentar períodos flat antecipadamente, em 

relação aos animais tratados com salina ao invés de CBX. Os dados deste 

estudo sugerem um importante papel dos CJC na ELT induzida por pilocarpina, 

contribuindo para o conhecimento da regulação destes canais na epilepsia 

experimental, como subsídio para futuras possíveis intervenções no processo 

de gênese da ELT. 



Palavras-chave: Epilepsia. Pilocarpina. Hipocampo. Canais de junções 

comunicantes.  Conexinas. Carbenoxolona. Eletrofisiologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Kinjo ER. Connexins in the experimental epilepsy induced by pilocarpine: 

molecular and electrophysiological approach. [Ph. D. thesis (Human 

Physiology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo; 2011. 

 

Communication through gap junction (GJ) channels is increasingly recognized 

as an important mechanism for synchronizing neuronal networks under 

physiological and pathological conditions. A number of studies have also 

established that epilepsy is associated with changes in the connexins (Cxs, the 

proteins that compose GJ). In the present study, the hippocampal protein and 

mRNA levels of Cx43 and Cx36 (proteins that compose GJ channels of 

astrocytes and neurons, respectively) were investigated in the acute, latent and 

chronic periods of the pilocarpine model of temporal lobe epilepsy (TLE) using 

immunoblotting and real-time PCR assays. In addition, the effects of a GJ 

blocker (carbenoxolone - CBX) on pilocarpine-induced status epilepticus (SE) in 

rats were also evaluated by electrophysiological recordings. Our results on 

Cx43 showed reduction of the protein levels in the latent period (p<0.05) and 

increase in the chronic period of the pilocarpine model (p<0.01), whereas no 

changes were observed in the mRNA levels of Cx43 at all studied periods. In 

relation to Cx36, both protein and mRNA levels showed no changes in any of 

the evaluated periods. The electrophysiological recordings indicated that rats 

presenting SE and treated with CBX displayed a marked reduction of power in 

the 15-30Hz frequency, which contains dynamic power in the EEG during SE. 

Decrease in the amplitude of the epileptiform potentials induced by pilocarpine 

was also seen, in addition to anticipation of occurrence of flat periods in the 

group treated with CBX compared to those treated with saline. Data obtained 

from this study suggest an important role for GJ channels in the pilocarpine-

induced TLE, contributing to greater understanding of the regulation of these 

channels in the experimental epilepsy. These data may also represent a 

subsidy for possible future interventions in the process of genesis of TLE. 

Key-words: Epilepsy. Pilocarpine. Hippocampus. Gap junction channels. 

Connexins. Carbenoxolone. Electrophysiology. 



 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 
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1.1 EPILEPSIA 

 

De acordo com a Liga Internacional contra Epilepsia (ILAE – do inglês 

International League Against Epilepsy), a epilepsia é um distúrbio da função 

cerebral caracterizado pela predisposição à geração de crises epilépticas e 

pelas consequências neurobiológicas, cognitivas, psicossociais e sociais dessa 

condição, sendo que a definição de epilepsia requer a ocorrência de ao menos 

uma crise epiléptica. As crises epilépticas, por sua vez, são definidas como 

sinais e/ou sintomas transitórios decorrentes da atividade neuronal excessiva 

ou sincronizada no encéfalo (Fisher et al., 2005). 

Estima-se que a prevalência das epilepsias seja entre 4/1000 e 10/1000 

habitantes, sendo que aproximadamente 50 milhões de pessoas no mundo são 

portadoras de epilepsia (Organização Mundial da Saúde, 2011). Um estudo 

realizado por Noronha et al. (2007) demonstrou que a prevalência das 

epilepsias no Brasil é de 5,4/1000 habitantes. 

A classificação das epilepsias ainda é alvo de muitos estudos e gera 

controvérsias. Nesse sentido, a ILAE revisou a terminologia e os conceitos para 

organização de crises epilépticas e epilepsias (Berg et al., 2010). De acordo 

com esse documento, as epilepsias podem ser classificadas em genética, 

estrutural/metabólica e de causa desconhecida, sendo que esses termos 

substituíram as terminologias idiopática, sintomática e criptogênica, 

respectivamente. Os termos generalizada e focal não são mais usados para 

classificar as epilepsias, mas características como evolução natural da doença, 

idade de início, e outras como resposta aos fármacos, padrão dos registros 
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ictais e pós-ictais e achados estruturais de neuroimagem também auxiliam na 

classificação da síndrome epiléptica em questão.  

As crises epilépticas, por sua vez, podem ser classificadas de acordo 

com a maneira pela qual elas têm início, ou seja, crises generalizadas ou 

focais. As crises generalizadas têm início em alguma região do encéfalo e 

rapidamente envolvem redes distribuídas bilateralmente. Tais redes podem 

incluir estruturas corticais e subcorticais, mas não necessariamente envolvem 

todo o córtex. Já as crises focais têm início dentro de redes limitadas a um 

hemisfério. Sua localização pode ser discreta ou mais amplamente distribuída, 

originando-se em estruturas subcorticais (Berg et al., 2010). Ainda em relação 

à classificação de crises epilépticas, outras terminologias amplamente 

utilizadas e que o novo documento considera imprecisas, e, portanto foram 

eliminadas, são os termos simples e complexa, que eram termos utilizados 

para caracterizar as crises focais de acordo com o prejuízo da consciência 

(complexas) ou sua preservação (simples). No entanto, a recomendação é de 

que as crises focais sejam descritas de acordo com o propósito específico a 

que se destina (diagnóstico diferencial, triagem para cirurgias, dentre outras), 

podendo ser úteis dados como preservação ou não da consciência, outras 

características cognitivas, localização e progressão dos eventos ictais. 

 

1.1.1 Epilepsia do lobo temporal 

 

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum das 

anteriormente denominadas epilepsias focais, representando cerca de 40% de 

todos os casos (Duncan, 2006; Guedes et al., 2006). Por apresentar alta 
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refratariedade ao tratamento farmacológico e alta prevalência, é de grande 

importância clínica e por esses motivos é um dos tipos de epilepsia mais 

estudados (Engel et al., 1993; Sloviter, 2005). 

A ELT pode ser subdividida em mesial, neocortical ou lateral, de acordo 

com a origem e a semiologia das crises, sendo que a epilepsia do lobo 

temporal mesial (ELTM) corresponde a aproximadamente 60% dos casos de 

ELT (Engel e Shields, 1997).  

Na ELTM, o foco epiléptico localiza-se no sistema límbico, 

principalmente no hipocampo, córtex entorrinal, amígdala e giro 

parahipocampal (Bartolomei et al., 2005; Guedes et al., 2006). Na maioria das 

vezes, a ELTM tem seu início na infância tardia ou adolescência, e geralmente 

há história prévia de convulsão febril, hipóxia, trauma crânio-encefálico ou 

infecções do sistema nervoso central (SNC) (French et al., 1993; Guedes et al., 

2006).  

Na maioria dos pacientes com ELTM, a semiologia ictal consiste em uma 

aura (geralmente sensações epigástricas, fenômenos físicos e experienciais e 

alterações afetivas) seguida por olhar fixo não responsivo e automatismos 

oroalimentares. Após a crise geralmente há um período de confusão, e afasia 

pós-ictal pode ser observada se as crises acometem o lobo temporal 

dominante (Pedley, 1996).  

A maioria dos pacientes com ELT pode ter alterações de memória e 

algum tipo de comprometimento das funções verbais ou vísuo-espaciais, 

dependendo se o lobo temporal epileptogênico é o dominante ou o não 

dominante. Alguns autores acreditam que distúrbios de humor e certos traços 

de personalidade, incluindo emotividade, dependência e passividade, 
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hipossexualidade, religiosidade, são mais prevalentes em pacientes com ELT, 

mas isto ainda gera controvérisas (Pedley, 1996). 

O achado patológico mais encontrado em espécimes removidos de 

pacientes com ELTM resistentes ao tratamento farmacológico é a esclerose 

hipocampal (Babb et al., 1984a; Thom et al., 2005; Guedes et al., 2006; 

Blümcke, 2009). Este padrão de lesão é caracterizado por perda de células 

piramidais das regiões CA1, CA3 e hilo do giro denteado. As células da região 

CA2 e as células granulares do giro denteado são caracteristicamente menos 

afetadas (Babb et al., 1984b; Blümcke, 2009), porém ocorre uma dispersão das 

células granulares, que poderia levar a alterações na conectividade dessas 

células, contribuindo para a atividade epiléptica (Houser, 1990). 

Além da perda neuronal seletiva, que invariavelmente está associada à 

intensa gliose reativa, observa-se também nesses tecidos reorganização 

axonal, caracterizada por brotamentos de axônios das células granulares 

(fibras musgosas) na região da camada molecular interna do giro denteado 

(Tauck e Nadler, 1985; Sutula et al., 1988; Mello et al., 1993). Há estudos que 

sugerem que o brotamento das fibras musgosas forma um circuito hipocampal 

monossináptico excitatório, o qual seria responsável pela geração e recorrência 

das crises epilépticas (Tauck e Nadler, 1985; Buckmaster e Dudek, 1999; 

Lynch e Sutula, 2000). Por outro lado, há dados que sugerem que o 

brotamento das fibras musgosas não é uma condição essencial para a geração 

das crises espontâneas recorrentes, uma vez que o bloqueio do brotamento 

por cicloexamida (inibidor de síntese proteica) não afeta o aparecimento de 

crises espontâneas e recorrentes nos modelos de status epilepticus (SE) 

induzidos por pilocarpina e ácido caínico (Longo e Mello, 1997, 1998). Além 
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disso, um trabalho realizado por Zhang et al. (2009) sugere que ocorre 

brotamento de colaterais axônicos de interneurônios GABAérgicos que 

expressam somatostatina no hilo, levando a um aumento da conectividade com 

as células granulares. Essa reorganização dos interneurônios GABAérgicos 

que expressam somatostatina poderia ser um mecanismo de inibição das 

células granulares, compensando a perda dos interneurônios hilares 

vulneráveis.  

 

1.1.2 Modelo experimental de ELT induzido por pilocarpina 

 

Os modelos experimentais de epilepsias têm assumido um importante 

papel na compreensão dos mecanismos envolvidos na origem e manifestação 

das crises epilépticas. Dentre os modelos mais estudados destaca-se o da 

pilocarpina, descrito por Turski et al. (1983), que mimetiza as características 

histológicas, bioquímicas, farmacológicas, eletrofisiológicas e comportamentais 

encontradas na ELTM em humanos.  

A pilocarpina é um alcalóide extraído da planta Pilocarpus jaborandi que 

age como um agonista colinérgico muscarínico. Quando aplicada 

sistemicamente em altas doses (300-380 mg/kg), gera um quadro de status 

epilepticus (SE – definido como crises comportamentais e/ou elétricas 

contínuas ou crises repetidas sem completa recuperação das funções 

neurológicas entre as crises, com duração de pelo menos 30 minutos) 

(Treiman, 1995)  em roedores que parece depender da ativação de receptores 

muscarínicos do subtipo M1 (subtipo mais expresso no hipocampo, presente 

nas células piramidais de CA1 e CA3, células granulares e em alguns 
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interneurônios), uma vez que camundongos knockout para esse receptor não 

desenvolvem SE em resposta à pilocarpina (Hamilton et al., 1997; Osten et al., 

2007). Além disso, a indução do SE por pilocarpina pode ser bloqueada pela 

administração sistêmica prévia do antagonista muscarínico atropina (Clifford et 

al., 1987). No entanto, uma vez que o quadro de SE está estabelecido, a 

aplicação de atropina não é capaz de interromper as crises, sugerindo que a 

transmissão colinérgica muscarínica está envolvida no início das crises, mas 

não na sua manutenção, indicando a participação de outros 

neurotransmissores (Clifford et al., 1987). De fato, um estudo realizado por 

Smolders et al. (1997) revelou que há elevação nos níveis de glutamato no 

hipocampo de ratos acompanhada pelo início das crises induzidas por 

pilocarpina. A ideia aceita é de que o sistema colinérgico seja responsável pela 

ativação inicial de neurônios excitatórios glutamatérgicos, o que daria início à 

atividade convulsiva. A liberação excessiva de glutamato durante o SE 

manteria as células despolarizadas, produzindo liberação contínua de cálcio 

dos estoques intracelulares, culminando em lesão de membranas celulares e 

de outras organelas, provocando a morte celular por excitotoxicidade (Scorza, 

2006). Além disso, foi demonstrado que a pilocarpina, atuando em receptores 

muscarínicos, produz desequilíbrio entre a transmissão excitatória e inibitória, 

gerando o quadro de SE (Priel e Albuquerque, 2002).  

A descrição detalhada do modelo da pilocarpina em ratos permite 

caracterizar três períodos distintos: a) período agudo, em que os animais 

apresentam crises ininterruptas por períodos de até 12 horas (SE); b) período 

latente, caracterizado pela normalização comportamental e 

eletrencefalográfica, com duração variável de 4 a 44 dias; c) período crônico, 
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que se inicia com o aparecimento da primeira crise espontânea, que se torna 

recorrente ao longo da vida do animal (Turski et al., 1983; Leite et al., 1990).  

É interessante observar que essa evolução (SE - período latente – 

período crônico) também é observada na ELT humana. Muitos pacientes 

relatam um “evento inicial” (crises prolongadas, traumatismo craniano ou 

infecções) nos primeiros anos de vida, seguindo-se um período assintomático 

até a adolescência, quando as crises geralmente têm início. Uma vez que as 

alterações que contribuem para a instalação do quadro epiléptico ocorrem em 

poucos dias no modelo, somando-se ao fato de que várias características da 

ELT humana são reproduzidas no modelo, torna-se clara a vantagem da 

utilização desse modelo. 

Sendo assim, o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tem 

contribuído para a compreensão da ELT humana, possibilitando o estudo sobre 

mecanismos envolvidos com o processo de epileptogênese após injeção única 

do agonista colinérgico muscarínico.  

 

1.1.3 Formação hipocampal 

 

Várias funções já foram atribuídas ao hipocampo. Até os anos de 1930, 

a formação hipocampal era considerada como parte do sistema olfatório pelos 

neurocientistas. Atualmente, já se sabe que o hipocampo não é o maior 

componente do sistema olfatório. No entanto, a informação olfatória certamente 

contribui para as funções realizadas por esta estrutura (Andersen et al., 2007). 

Outra hipótese foi proposta por James Papez (1937), que sugeriu que o 

hipocampo fazia parte de uma circuitaria que fornece substrato anatômico para 
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as emoções, por meio de conexões com os corpos mamilares, os núcleos 

talâmicos anteriores e o giro do cíngulo, estabelecendo um circuito neural 

fechado que seria responsável pela elaboração da experiência emocional e por 

suas respostas (Andersen et al., 2007; Canteras e Bittencourt, 2008). No 

entanto, posteriormente essa hipótese foi derrubada por trabalhos que 

demonstraram associação entre alterações de comportamento e de emoções 

com lesões na amígdala (Andersen et al., 2007). Outro papel proposto para a 

formação hipocampal foi o controle da atenção. O ritmo teta, observado no 

hipocampo de coelhos por Richard Jung e Alois Kornmüller em 1938, foi 

relacionado com aumento da atenção. Além disso, foi proposto que a atividade 

teta poderia estar vinculada a estados específicos de aprendizado, e que tanto 

o teta hipocampal quanto o entorrinal sofreram mudanças durante a aquisição 

de respostas condicionadas (Andersen et al., 2007). 

Apesar das várias funções propostas para a formação hipocampal, 

atualmente sabe-se que esta região está criticamente envolvida nos processos 

de aprendizado e memória, especificamente na memória declarativa / explícita, 

relacionada a fatos e eventos, sendo que este tipo de memória depende do 

hipocampo por um tempo limitado, ou seja, esta estrutura é crucial para a 

formação destas memórias e sua consolidação inicial (Stark, 2007). 

Particularmente, o hipocampo desempenha importante papel na memória para 

espaço e contexto, sendo que lesões no hipocampo podem desencadear 

problemas de orientação espacial (Kandel et al., 2003). Já a memória não-

declarativa / implícita, responsável por habilidades ou procedimentos, não 

depende do hipocampo, e sim de outras estruturas encefálicas como cerebelo 

e amígdala (Kandel et al., 2003). 
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Além de desempenhar importante papel em algumas formas de memória 

e aprendizado, como citado acima, outro aspecto que confere importância ao 

hipocampo é o fato desta região, especificamente a zona subgranular do giro 

denteado, ser capaz de produzir novos neurônios no encéfalo adulto, 

juntamente com a zona subgranular dos ventrículos laterais (Ming e Song, 

2011). 

A formação hipocampal está envolvida em vários processos patológicos, 

mas apenas em raras situações a lesão é restrita a esta estrutura. O 

hipocampo está sujeito às mesmas condições patológicas que outras áreas 

corticais, tais como tumores, má-formações vasculares, dentre outras. No 

entanto, adicionalmente, o hipocampo é notável por sua particular 

vulnerabilidade aos danos causados por isquemia/hipóxia, trauma e 

hipoglicemia. Há também situações em que o envolvimento da formação 

hipocampal é crítica para a manifestação da doença, principalmente nos casos 

da doença de Alzheimer e na ELT. Na ELT, diferentemente do que ocorre na 

doença de Alzheimer, o hipocampo não apenas é vulnerável aos danos 

causados pelas crises, mas também pode atuar como substrato para a geração 

de crises epilépticas (Walker et al., 2007). 

 

1.1.3.1 Anatomia da formação hipocampal 

 

Os dois maiores responsáveis tanto pelas terminologias utilizadas para 

descrição do hipocampo quanto pelo conhecimento sobre sua organização 

celular e conectividade intrínseca, são Santiago Ramon y Cajal e seu aluno 

Raphael Lorente de Nó. Algumas das subdivisões feitas por eles, baseadas na 
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técnica de coloração de Golgi, são utilizadas até os dias de hoje apesar do 

avanço das técnicas usadas em neuroanatomia (Amaral e Lavenex, 2007 – p. 

42). 

A formação hipocampal é composta pelo hipocampo propriamente dito, 

sendo subdividido em três campos, CA1, CA2 e CA3 (CA: Corno de Ammon), 

identificados pelo neuroanatomista Lorente de Nó, além do giro denteado (GD), 

complexo subicular (subículo, para-subículo e pré-subículo) e córtex entorrinal 

(Figura 1) (Amaral e Lavenex, 2007). O termo formação hipocampal de acordo 

com a descrição acima é amplamente, mas não universalmente, aceito. Alguns 

autores consideram como sendo formação hipocampal apenas as regiões que 

contém três camadas (ou alocórtex, termo aplicado para regiões corticais com 

menos de seis camadas), ou seja, o hipocampo propriamente dito, giro 

denteado e o subículo. As outras regiões (pré-subículo, para-subículo e córtex 

entorrinal), neste caso, constituem o chamado córtex parahipocampal. Ainda, 

os termos hipocampo ou complexo hipocampal às vezes são aplicados para 

definir a combinação do hipocampo propriamente dito e o giro denteado 

(Amaral e Lavenex, 2007).  

O giro denteado é composto por três camadas: camada molecular, 

relativamente desprovida de células e ocupada basicamente por dendritos das 

células granulares, células em cesto e polimórficas; camada de células 

granulares (principal tipo celular do giro denteado), que apresenta denso 

empacotamento de células granulares e também células em cesto, e camada 

polimórfica ou hilo, também chamada de CA4 por alguns autores, que contém 

uma variedade de neurônios não muito conhecidos, sendo o tipo mais comum 

as células musgosa (Amaral e Lavenex, 2007). 
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O hipocampo propriamente dito é dividido nas seguintes camadas:  

- alveus: constituido por fibras aferentes e principalmente eferentes da 

formação hipocampal; 

- stratum oriens: região infra-piramidal formado por axônios de células 

piramidais e por alguns tipos celulares, como as células em cesto 

(interneurônios inibitórios); 

- stratum pyramidale: composto por agrupamento denso de células 

piramidais, principal tipo celular do CA; 

- stratum lucidum: presente apenas na região CA3, camada desprovida 

de células, localizada acima da camada de células piramidais, composta pelas 

fibras musgosas; 

- stratum radiatum: região supra-piramidal, constituído interneurônios e 

por dendritos apicais das células piramidais, que se conectam as vias 

colaterais de Schaffer; 

- stratum lacunosum-moleculare: camada mais superficial do hipocampo, 

região onde as fibras do córtex entorrinal terminam. Aferentes de outras 

regiões, como as do tálamo, também chegam a esta camada. Possui uma 

variedade de interneurônios. 
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Figura 1 – Diagrama de uma secção coronal do hipocampo. CA1, CA2, CA3 e CA4     
(hilo). 1: alveus; 2: stratum oriens; 3: stratum pyramidale; 3’: stratum 
lucidum; 4: stratum radiatum; 5: stratum lacunosum; 6: stratum moleculare; 
7: sulco do hipocampo; 7’: cavidade residual; 8: camada molecular do giro 
denteado; 9: camada de células granulares; 10: camada polimórfica ou hilo 
do giro denteado; 11: fímbria; 12: margo denticulatus; 13: sulco fímbrio-
denteado; 14: sulco hipocampal; 15: subículo. 
FONTE: adaptado de Duvernoy, 2005. 

 

 

A camada de células piramidais é caracterizada por denso 

empacotamento de células em CA1, diferentemente das regiões CA2 e CA3, 

onde o empacotamento celular é menor. A distinção entre CA3 e CA1 se dá 

pelo fato de que apenas CA3 recebe projeções das fibras musgosas, além do 

fato de que CA1 possui células menores em relação a CA2 e CA3. CA2, por 

sua vez, se diferencia dos dois campos anteriores, pois, além de ainda 

apresentar células grandes, como CA3, não recebe projeções das fibras 

musgosas (Amaral e Lavenex, 2007). 

A maior justificativa para o agrupamento das seis regiões na chamada 

formação hipocampal reside no fato de que elas são conectadas por vias 

neuronais largamente unidirecionais de forma singular. O termo “circuitaria tri-
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sináptica“ (Figura 2) é um grande exemplo dessa peculiaridade da formação 

hipocampal, uma vez que ela compreende uma via sequencial de sinapses 

glutamatérgicas excitatórias, sendo que a inibição se faz principalmente por 

interneurônios localizados no hilo e na região do CA. Essa circuitaria tem início 

na via perfurante, que parte do córtex entorrinal em direção ao giro denteado; 

dali seguem as fibras musgosas (axônios das células granulares) em direção à 

porção proximal dos dendritos das células piramidais de CA3; por fim, de CA3 

saem projeções em direção à região proximal dos dendritos das células 

piramidais de CA1, conhecidas como via colateral de Schaffer. Entretanto, com 

a descoberta de projeções robustas de CA1 para o subículo e córtex entorrinal, 

e de grandes projeções do córtex entorrinal para o neocórtex, a via tri-sináptica 

é agora apenas uma dentre as várias circuitarias funcionais da formação 

hipocampal (Amaral e Lavenex, 2007).  
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Figura 2 – Circuitaria neural da formação hipocampal de roedores. a) ilustração da 
circuitaria hipocampal. b) diagrama da rede neural hipocampal. A via tri-
sináptica excitatória (CE-GD-CA3-CA1-CE) está destacada por setas 
sólidas. EC: córtex entorrinal; PP: via perfurante; LPP: via perfurante 
lateral; MPP: via perfurante medial; TA: via temporoamônica. 
FONTE: Deng et al., 2010. 

 

1.2 CANAIS DE JUNÇÕES COMUNICANTES 

 

Os canais de junções comunicantes (JC, gap junctions) são 

especializações na membrana que permitem a comunicação intercelular 

metabólica e elétrica de forma direta entre quase todos os tipos celulares do 

encéfalo e de outros tecidos (Sohl et al., 2005; Laird, 2006). A função destes 
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canais na biologia celular e tecidual é de extrema importância uma vez que a 

comunicação provida por eles existe em quase todos os tipos celulares de 

mamíferos (Laird, 2006).  

Enquanto os canais formados por Cx servem ao propósito comum de 

permitir a troca intercelular de pequenos metabólitos, segundos mensageiros e 

sinais elétricos, a diversidade de funções é atribuída ao subconjunto de Cx 

expresso em um tipo celular. Por exemplo, a permeabilidade dos canais de JC 

às moléculas que diferem em tamanho, forma e carga pode variar dependendo 

da composição dos subtipos de conexinas expressos, resultando em ampla 

variedade de seletividades (Laird, 2006). 

Os canais de JC são formados por um par de hemicanais (conéxons), 

situados nas membranas de células justapostas, que por sua vez são 

compostos por seis subunidades proteicas chamadas conexinas (Cx). As Cx 

possuem quatro domínios transmembrânicos, duas alças extracelulares e três 

componentes citoplasmáticos (uma alça citoplasmática e os segmentos amino 

e carboxi terminais) (Figura 3) (Söhl et al., 2005). Até o momento, vinte e uma 

Cx foram identificadas, e onze destas foram detectadas no encéfalo de 

vertebrados (Sohl e Willecke, 2004; Evans et al., 2006; Giaume et al., 2010). 

Os hemicanais possuem afinidade seletiva entre si, formando canais 

homotípicos, heterotípicos ou heteroméricos. Os canais homotípicos são 

compostos por 12 subunidades de Cx idênticas. Os canais heterotípicos, porém 

homoméricos, são formados por conéxons diferentes, porém cada conéxon é 

composto pela mesma Cx. Nos canais heteroméricos as Cx que formam um 

conéxon são diferentes nas duas células adjacentes (Figura 3). Ainda, os 

canais também podem ser classificados em homólogos (canais formados por 
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hemicanais de duas células do mesmo tipo) ou heterólogos (canais formados 

por hemicanais de duas células de tipos variados) (Rozental, 2000; Laird, 

2006). 

 

 

 
 

 
 

Figura 3 – Organização molecular e esquema topográfico de canais de JC.  
a) hemicanais de membranas plasmáticas de células justapostas formando 
canais de junções comunicantes. Três diferentes tipos de canais são 
descritos: homomérico/homotípico (1), heteromérico (2) e heterotípico (3), 
de acordo com a composição molecular. Cada hemicanal compreende a 
junção de seis subunidades proteicas conhecidas como Cx. b) Molécula de 
Cx com os quatro domínios transmembrânicos, os três segmentos 
citoplasmáticos e as alças extracelulares. 
FONTE: Söhl et al., 2005. 

 
 



31 
 

 
 

 

As Cx possuem massa molecular entre 25-62 kDa, e o tamanho dessas 

proteínas confere o nome às mesmas, sendo que cada Cx possui seu padrão 

de expressão. Geralmente, mais de um tipo de Cx é encontrado em um dado 

tipo celular (Giaume et al., 2010), aumentando a complexidade destes canais.  

Além disso, os canais formados por diferentes Cx possuem regulação 

diferenciada, tanto ao que se refere à biofísica do canal (Barrio et al., 1992), 

quanto à expressão gênica e proteica, que pode ser alterada diferentemente 

para cada Cx por hormônios, condições da matriz extracelular e fases do ciclo 

celular (Bennett et al., 1991). Trabalhos recentes demonstram que as Cx 

podem atuar também como hemicanais, permitindo a troca de moléculas entre 

o citoplasma e o meio extracelular, estabelecendo desse modo ações 

autócrinas e parácrinas (Bennet et al., 2003; Ye et al., 2003; Spray et al., 2006; 

Giaume et al., 2010). Esses hemicanais podem ser abertos por sinais ou 

condições, que incluem despolarização da membrana, redução dos níveis 

extracelulares de Ca2+, alterações de Ca2+ citoplasmático, estimulação 

mecânica, mudanças no estado de fosforilação, hipóxia/isquemia, entre outros 

(Decrock et al., 2009). Quando abertos, esses hemicanais permitem a entrada 

de íons como Ca2+ e Na+, ou então a saída de metabólitos essenciais como 

ATP, glutamato, prostaglandinas e outros (Decrock et al., 2009). Além dos 

hemicanais compostos por Cx, outra família de proteínas composta por apenas 

três membros, e conhecidas como panexinas (Px1, Px2 e Px3), podem compor 

os canais de JC. Essas proteínas são co-expressas com as Cx e atuam 

primariamente como hemicanais, estabelecendo, assim como os hemicanais 

formados por Cx, comunicação entre o citoplasma e o meio extracelular 

(Iglesias et al., 2009; D’hondt et al., 2011). 
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No sistema nervoso, a comunicação elétrica através de canais de JC 

ocorre entre neurônios, astrócitos, oligodendrócitos e micróglia (Nagy e Rash, 

2000; Parenti e Campisi, 2002), assim como entre diferentes tipos celulares, 

como nas junções neurônio-astrócito (Nedergaard, 1994) e astrócito-

oligodendrócito (Nagy e Rash, 2000). 

Dentre os tipos de Cx, as Cx36 e Cx43 são amplamente distribuídas no 

encéfalo. A Cx36 encontra-se principalmente em neurônios, especialmente em 

interneurônios (Condorelli et al., 1998, 2003). Na região da formação 

hipocampal, a Cx36 é expressa em todas as regiões, incluindo o córtex 

entorrinal (Condorelli et al., 2000), apresentando-se nos interneurônios 

GABAérgicos localizados em várias camadas de CA1, CA3 e giro denteado. 

Em relação às células principais, apenas as células piramidais de CA3 

expressam a Cx36 (Condorelli et al., 2000). Já a Cx43, Cx mais expressa em 

mamíferos, está presente em pelo menos 35 tecidos distintos (Laird, 2006). 

Sua distribuição no SNC também é abundante, inclusive no hipocampo, onde é 

predominantemente expressa em astrócitos (Dermietzel e Spray, 1993; Theis 

et al., 2003), sendo que estas células são extensivamente acopladas por 

canais formados por essa proteína nas JC.  

  

1.2.1 Canais de JC e epilepsia 

 

Atividade elétrica excessiva e sincronizada de certos grupos neuronais é 

uma das causas da ocorrência de crises, podendo, por sua vez, resultar de 

distúrbios da homeostase intracelular, ou de um desequilíbrio entre a atividade 

excitatória e inibitória. As descargas elétricas sincronizadas e excessivas em 
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fatias de hipocampo durante indução de atividade em um meio sem cálcio, com 

a transmissão sináptica química bloqueada, têm sido atribuídas aos canais de 

JC (Konnerth et al., 1986; Schweitzer et al., 1992; Valiante et al., 1995). Além 

disso, a atividade anormal que um pequeno grupo de células apresenta pode 

se espalhar e envolver grandes grupos neuronais, gerando, desse modo, o 

típico quadro de crise generalizada. Essa generalização pode envolver os 

canais de JC, presentes entre as células do sistema nervoso (neurônios e glia) 

e que permitem a propagação de atividade elétrica (Dermietzel, 1998). 

Experimentos realizados por Getting e Willows (1974) geraram as 

primeiras evidências de que o acoplamento eletrotônico pode modificar as 

propriedades intrínsecas dos neurônios e levar a geração de população de 

espículas sincronizadas. Esses autores demonstraram, em neurônios de 

Tritonia, que o início e fim das espículas dependem do acoplamento elétrico 

pelo fato de que este permite que a despolarização e a hiperpolarização sejam 

transmitidos de célula a célula. 

O papel dos canais de JC na geração de crises epilépticas tem sido 

estudado mais detalhadamente em modelos de epilepsia in vivo, in vitro, em 

tecido humano e em simulações computacionais (Val-da Silva et al., 2010). 

Traub et al. (2001) mostraram que o acoplamento elétrico entre neurônios, 

talvez via JC axonais, poderia constituir a base das oscilações muito rápidas (> 

70 Hz), sendo que tal atividade parece surgir na proximidade de regiões de 

início das crises, e poderia  ter significado funcional indicador do foco 

epiléptico. Esses autores também demonstraram que tais oscilações muito 

rápidas podem preceder o início das crises, além de que essa atividade ocorre 
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espontaneamente em fatias hipocampais e que ela depende de JC e não de 

transmissão sináptica química. 

A constatação da existência de oscilações muito rápidas no início de 

crises em pacientes com epilepsia levou vários autores a investigar a relação 

entre canais de JC e crises epilépticas. Nesse sentido, Bragin et al. (2002) 

avaliaram a extensão da área de geração de oscilações na faixa de frequência 

entre 250-600 Hz, conhecidas como oscilações de alta frequência (fast ripples), 

no hipocampo de ratos com crises espontâneas tratados com ácido caínico. Os 

autores observaram a existência de áreas capazes de gerar oscilações de alta 

frequência espontâneas e evocadas na circuitaria córtex entorrinal-hipocampo, 

e concluem que, apesar do forte controle inibitório da excitabilidade proveniente 

da rede de interneurônios, as conexões excitatórias altamente interconectadas 

são capazes de superar a inibição e gerar disparos epileptiformes, levando, 

eventualmente, ao surgimento da atividade epileptiforme. 

Alterações na expressão de Cx têm sido descritas tanto em modelos 

experimentais de epilepsia como em pacientes com epilepsia. Aumento nos 

níveis de mRNA das Cx43, Cx32 e Cx36 foi observado no modelo de epilepsia 

induzido por 4- aminopiridina (Gajda et al., 2003). Além disso, esses autores 

demonstraram que a abertura ou bloqueio dos canais de junções comunicantes 

pode aumentar ou diminuir, respectivamente, a duração das crises. Na 

tentativa de elucidar se a astrocitose que ocorre na ELT é acompanhada de 

aumento na expressão da Cx43 (astrócitos são acoplados predominantemente 

pela Cx43), Fonseca et al. (2002) estudaram a expressão dessa Cx em tecidos 

obtidos de pacientes com ELT. Esse estudo revelou imunomarcação 

aumentada de Cx43 e GFAP nas regiões CA1 e CA4 desses pacientes, 



35 
 

 
 

sugerindo uma via de propagação rápida do sinal elétrico pela Cx43, 

contribuindo para a generalização das crises. No modelo do ácido caínico, foi 

reportada redução dos níveis de mRNA da Cx36 no hipocampo de ratos (Sohl 

et al., 2000).  

Embora esses dados reforcem a ideia de que os canais de junções 

comunicantes exercem uma função importante na epilepsia, seu papel exato 

nessa patologia ainda é pouco conhecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2.1 GERAIS 

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a expressão de 

Cx no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT induzido por 

pilocarpina, bem como avaliar os efeitos do uso de um bloqueador de canais de 

junções comunicantes nas crises induzidas por pilocarpina. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Quantificar por immunoblotting a expressão proteica de Cx43 e 

Cx36 no hipocampo de ratos nos três períodos do modelo da 

pilocarpina; 

 Quantificar por PCR em tempo real os níveis de RNAm de Cx43 e 

Cx36 nas condições acima descritas; 

 Avaliar por registros eletrofisiológicos os efeitos do uso do 

bloqueador de canais de JC carbenoxolona no SE induzido por 

pilocarpina. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 INDUÇÃO DO SE 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, pesando entre 270 g e 

300 g, provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em temperatura 

controlada (20-22°) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados com 

ração balanceada para ratos e água ad libitum. Todos os procedimentos 

experimentais, que incluem a indução do SE e decapitação dos animais, foram 

realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética em Experimentação 

Animal do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

(protocolo nº 19, fl. 67, livro 02). 

Os animais foram previamente tratados (30 minutos antes da 

administração da pilocarpina) com metil-escopolamina (Sigma, 1 mg/kg, s.c.), 

visando minimizar os efeitos periféricos da pilocarpina. Os animais receberam 

pilocarpina via intraperitoneal (Sigma, 360 mg/kg), diluída em salina estéril. Os 

animais utilizados nos períodos latente e crônico receberam diazepam (10 

mg/kg) para interrupção do estado de mal epiléptico na quarta hora após o 

início do mesmo. 

Para os protocolos de immunoblotting e PCR em tempo real os animais 

foram eutanasiados nos seguintes tempos após o início do SE: 4 horas 

(período agudo), 3 dias (período latente) e 120 dias (período crônico). 

A confirmação de que os animais já se encontravam no período crônico 

do modelo foi realizada por meio de filmagem por um período de duas 
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semanas. Este monitoramento foi realizado no laboratório da Profª Angela 

Cristina do Valle, da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

3.2 IMMUNOBLOTTING 

 

Para o ensaio de immunoblotting foram utilizados 35 animais, 

distribuídos da seguinte maneira: agudo controle, N=5; agudo experimental, 

N=5; latente controle, N=5; latente experimental, N=6, crônico controle, N=7 e 

crônico experimental, N=7. 

Os animais foram decapitados de acordo com os tempos de estudos 

propostos e os hipocampos foram rapidamente coletados e homogeneizados 

em tampão de extração (Tris pH 7,4 100 mM, EDTA 10 mM, PMSF 2 mM e 

aprotinina 0,01 mg/mL) com auxílio de um sonicador. As amostras foram então 

centrifugadas por 30 minutos a 12.000 rpm em uma microcentrífuga 

refrigerada. O sobrenadante foi separado do pellet e reservado. Parte desse 

sobrenadante de cada amostra foi diluído a 1:20 em água destilada e utilizado 

para a dosagem de proteína do sobrenadante, determinada usando um kit para 

ensaio de proteínas (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). As amostras dos 

homogenatos (100 μg de proteína) tratados com tampão Laemmli contendo 

DTT 100 mM foram submetidas à eletroforese em géis de acrilamida a 12% 

contendo dodecil sulfato de sódio (SDS) utilizando uma cuba para mini-gel. 

Após a separação eletroforética, as proteínas foram eletro-transferidas para 

membranas de nitrocelulose (0,45 μm de diâmetro) utilizando-se um sistema de 

transferência (Trans-Blot cell system), em tampão contendo SDS. Após a 

transferência, as membranas foram incubadas em solução de bloqueio 
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contendo 5% de leite desnatado em salina tamponada contendo Tween 20 

(TTBS; 0,01 M de Tris-HCl, pH 7,4, 0,15 M de NaCl, 0,05% de Tween 20) 

durante pelo menos duas horas sob agitação leve e incubadas a 4 °C, sob leve 

agitação, durante 12-16h com um anticorpo policlonal contra  Cx43 (1:1000) ou 

contra Cx36 (1:1000), ambos feitos em coelho. Em seguida, as membranas 

foram lavadas 3 vezes de 10 minutos cada em TTBS e posteriormente 

incubadas por pelo menos 2 horas com um anticorpo secundário anti-coelho 

conjugado com peroxidase (Amersham) diluído a 1:5000, em solução para 

incubação contendo 1% de leite desnatado em TTBS. Novamente as 

membranas foram lavadas em TTBS por 3 vezes de 10 minutos e a ligação 

específica do anticorpo com a proteína revelada utilizando o kit 

quimioluminescente ECL (Amersham). Finalmente, as bandas foram analisadas 

densitometricamente com o programa NIH-Scion Image 4.0.2 (Scion 

Corporation). 

 

3.3 PCR EM TEMPO REAL 

 

Nesta etapa foram utilizados 39 animais, sendo 12 para o grupo agudo 

(5 controles e 7 experimentais), 14 para o grupo latente (6 controles e 8 

experimentais) e 13 para o grupo crônico (5 controles e 8 experimentais). 

A extração do RNA dos hipocampos foi realizada isoladamente para 

cada amostra. Após a coleta, o material foi macerado em 1 mL do reagente 

TRIzol® com o auxílio de um sonicador. Ao macerado foram adicionados 200 

µL de clorofórmio e as amostras foram centrifugadas (12000 rpm, 4oC) durante 
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15 minutos. A fase aquosa resultante foi transferida para um microtubo e foram 

adicionados 500 L de isopropanol. O material foi incubado durante 10 minutos 

à temperatura ambiente. As amostras foram então centrifugadas por 10 

minutos (12000 rpm, 4 0C) e o sobrenadante descartado. O precipitado 

contendo o RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado novamente 

por 10 minutos (7500 rpm). O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em 25 µL de água livre de RNAse (Promega, EUA). A 

concentração de mRNA foi quantificada por espectrofotômetro em 260nm. O 

DNA residual foi removido pela adição de DNAse I conforme protocolo do 

fabricante. Para a reação de transcrição reversa (RT) do mRNA para cDNA, 

para cada 20 µL de reação, 4 µg do RNA total foram misturados com 1 µL de 

oligo dT (0,5 µg; Invitrogen) e a mistura foi incubada por 10 minutos a 65 °C. 

Posteriormente, foram acrescentados nucleotídeos e enzimas para a formação 

de cDNA, entre eles 1 µL da enzima transcriptase reversa SuperScript III (200 

U; Invitrogen), e as amostras foram incubadas por 60 minutos a 50 °C. A 

reação foi inativada por 15 minutos na temperatura de 70 °C. 

A reação de PCR em tempo real incluiu o seguinte: 100 nM de primers 

específicos para Cx43, Cx36 e GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), 

usado como controle interno (housekeeping gene) (Tabela 1), 5 ng de amostras 

de cDNA e 1X SYBR® Green PCR Master Mix (APplied Biosystems). Utilizando 

sistema de detecção Rotor-Gene Q da Qiagen, os ciclos foram realizados nas 

seguintes condições: após ativação inicial a 50 °C por 2 minutos e a 95 °C por 

10 minutos, as condições de ciclo foram 95 ºC por 10 segundos e 60 °C por 1 

minuto. Curvas de dissociação para avaliação da especificidade dos primers 
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foram obtidas pelo aquecimento das amostras de 60 °C até 95 °C. Os primers 

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 em detalhes por Medhurst et al. 

(2000). O valor do CT foi determinado subtraindo os valores do CT de cada 

amostra da média dos respectivos valores do CT do housekeeping gene. O 

cálculo do ΔΔCT se deu pela subtração de cada ΔCT da constante arbitrária 

determinada pelo cálculo da média dos valores de ΔCT dos grupos controle. As 

mudanças na expressão gênica dos genes de interesse são equivalentes a     

2-ΔΔCT. Os níveis de RNAm de Cx43 e Cx36 foram corrigidos com o controle 

interno GAPDH. 

 

 

Tabela 1 – Descrição dos primers utilizados para estudar os genes de interesse e o 
housekeeping gene*. 

 

 
Gene 

(Código GenBank) 

 
Sequência dos Primers 

(5’ a 3’) 

 
Comprimento 

do Amplicon (bp) 
 

 
Cx43 

(AY324140) 
 

FW: TTCCTCGTGCCGCAATTAC 
RV: CGATTTTGCTCTGCGCTGTA 

72  

 
Cx36 

(NM_019281) 
 

FW: CTGCAGCCCGGCTGTAA 
RV: AGTAACGTATATGGGAGATGGGAAA 

64 

 
GAPDH* 

(BC059110) 
 

FW: GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG 
RV: GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA 

 
197 
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3.4 EFEITOS ELETROFISIOLÓGICOS DO BLOQUEIO DE 

CANAIS DE JC 

 

3.4.1 Implante de eletrodos 

Os eletrodos para registro dos eletrocorticogramas foram 

confeccionados com fio de níquel-cromo de 150 μm de diâmetro, isolados com 

teflon, provenientes da California Fine Wire Company®. Os eletrodos para 

registro cortical, bipolares de derivação curta, foram preparados colando-se em 

paralelo dois segmentos de fios com aproximadamente 3 cm de comprimento e 

cuja porção terminal foi dobrada em T em cerca de 0,5 mm, da qual se removia 

o isolante, para tornar essa região permeável às correntes elétricas geradas no 

tecido nervoso. Os eletrodos foram implantados bilateralmente nas áreas 

corticais somestésicas (A3) AP= -1,5mm; L= ±3,0mm. A implantação dos 

eletrodos corticais foi realizada de acordo com as coordenadas do mapa de 

projeções nos ossos do crânio, de acordo com Timo-Iaria et al. (1970) e Valle 

et al. (1992) (Figura 4). 
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Figura 4 - Mapa citoarquitetônico (à direita, segundo Krieg, 1946) e funcional (à 
esquerda, segundo Zilles, 1991), projetado sobre perfil e ossos do crânio 
e das suturas bregmáticas e lambdóidea, indicando as áreas da 
superfície dorsal. Escalas à direita e acima em milímetros, em relação 
aos zeros estereotáxicos antero-posterior (0 AP) e médio-lateral, 
respectivamente. Abreviaturas: F1, córtex motor primário; F2 e F3, áreas 
pré-frontais; P1 e P2, áreas parietais 1 e 2; Ma, área de projeção 
somestésica do membro anterior; Occ1M, área occipital medial 1; Occ2M, 
área occipital medial 2; OccL2, área occipital lateral 2; CG1, giro do 
cíngulo 1; RSG, córtex retroesplênico granular; RSA, córtex 
retroesplênico agranular; 29d, área 29 D; T1, área auditiva primária. 
Imagem cedida pela Profª. Dra. Angela C. Valle. 

 

Antes da fixação do rato no aparelho estereotáxico procedia-se à 

anestesia com cloridrato de cetamina (Ketalar®, 30 mg/kg). A injeção de 

Ketalar® foi precedida de administração de 0,2 mL de Diazepam, a fim de se 

provocar suave sedação, facilitadora da anestesia. Assim que esta atingisse 

nível adequado, a cabeça do rato foi imobilizada no aparelho estereotáxico 

Kopf®, fixando os condutos auditivos externos e o maxilar superior ao cabeçote 

do aparelho estereotáxico Kopf®. Em seguida foi realizada uma incisão 

longitudinal na pele que recobre o crânio, desde a sutura bregmática até a 

inserção dos músculos trapézios. Com uma rugina, a fáscia craniana foi 
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desinserida e a porção exposta foi lavada com água oxigenada a 10%, 

marcando-se então os pontos a trepanar. Ao longo de todo o procedimento de 

implantação dos eletrodos o rato foi cuidadosamente observado, para se 

identificar superficialização da anestesia, que se manifesta com aumento da 

freqüência e da amplitude respiratórias. Quando a anestesia começava a se 

superficializar, a dose original de anestésico era suplementada, até que se 

recuperasse o grau prévio de anestesia. Geralmente a dose de anestésico 

adequada para isso é 10% da inicial; alguns ratos, porém, necessitavam de 

duas ou três doses adicionais. A trepanação, em cada ponto já marcado, foi 

feita com uma broca de ¼’ movida por uma minifuradeira Dremel®. A área de 

cada orifício era, portanto, maior que o diâmetro dos eletrodos, a fim de que 

estes passassem livremente por ele. Os eletrodos foram implantados por 

mobilização manual (Figura 5). 

Após total recuperação da cirurgia (7 a 10 dias), os animais foram 

submetidos aos registros eletrocorticográficos.  

 

 

 

 
Figura 5 - Foto ilustrativa da cirurgia de implante de eletrodos. Imagem cedida pela 

Profª. Dra. Angela C. Valle. 
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3.4.2 Registros eletrocorticográficos 

Essa etapa do projeto foi realizada em colaboração com o laboratório da 

Profª. Angela Cristina do Valle, da Faculdade de Medicina da USP. 

Para a obtenção dos registros eletroscilográficos, os animais foram 

colocados em caixa acrílica acondicionada no interior de uma caixa metálica 

com isolamento eletromagnético (gaiola de Faraday), a fim de se evitar a 

contaminação do registro eletrográfico com interferências externas (Figura 6). 

Os registros foram realizados em um eletrencefalógrafo Nihon-Koden 

(mod. Neurofax EEG 4400, Figura 6) com 21 canais, com pulso de calibração 

de 20 μV, constante de tempo 0,3 s para as derivações encefálicas, filtros 

passa - baixa em 35 Hz para as derivações encefálicas, em 120 Hz para as 

derivações actigráficas e filtros “notch” para atenuação das frequências de 60 

Hz. Os potenciais foram registrados diretamente em papel (15 mm/s) e por 

meio de um sistema analógico-digital (placa conversora CAD 12/32 e programa 

de aquisição de sinais biológicos - Aqdados para Windows, Lynx Tecnologia 

Eletrônica Ltda). Os sinais foram armazenados no disco rígido de um 

computador para posterior análise. Os animais foram monitorados visualmente 

e seus comportamentos foram anotados para posterior correlação com os 

registros eletrocorticográficos.  
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Figura 6 - Sistema de registro e aquisição dos sinais eletroscilográficos. A gaiola 
metálica provê isolamento farádico e está aterrada ao eletroencefalógrafo, 
para evitar interferência eletromagnética do meio ambiente. Imagem 
cedida pela Profª. Dra. Angela C. Valle. 

 

3.4.3 Indução do SE e tratamento com carbenoxolona (CBX) 

A escolha da dose de CBX utilizada neste estudo foi baseada em dados 

existentes na literatura (Gareri et al., 2004, 2005; Gigout et al., 2006a). 

Os registros eletrocorticográficos, realizados em 3 grupos de animais, 

denominados controle CBX, controle SE e experimental SE + CBX, foram 

obtidos de acordo com os protocolos abaixo (Figuras 7, 8 e 9):  

 

Controle CBX (N=5) 

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de 

intervenção após igual período de duração sem registro para adaptação 

do animal à gaiola; 
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b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro após injeção 

subcutânea de metil-escopolamina (1 mg/kg);  

c) Registro salina: trinta minutos de registro após injeção intraperitoneal de 

solução salina 0,09%; 

d) Registro CBX: registro contínuo (pelo menos 2 horas) após injeção 

intraperitoneal de CBX (60 mg/kg). 

 

 

Figura 7 – Delineamento experimental do grupo Controle CBX. 

 

Controle SE (N=5) 

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de 

intervenção após igual período de duração sem registro para adaptação 

do animal à gaiola; 

b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro após injeção 

subcutânea de metil-escopolamina (1 mg/kg);  

c) Registro SE: trinta minutos de registro após o estabelecimento do SE, 

induzido através de injeção intraperitoneal de pilocarpina (360 mg/kg); 

d) Registro Salina: registro contínuo (pelo menos 2 horas) após aplicação 

de salina. 
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Figura 8 – Delineamento experimental do grupo Controle SE. 

 

Experimental SE + CBX (N=7) 

a) Registro basal: trinta minutos de registro sem qualquer tipo de 

intervenção após igual período de duração sem registro para adaptação 

do animal à gaiola; 

b) Registro metil-escopolamina: trinta minutos de registro após injeção 

subcutânea de metil-escopolamina (1 mg/kg);  

c) Registro SE: trinta minutos de registro após o estabelecimento do SE, 

induzido através de injeção intraperitoneal de pilocarpina (360 mg/kg); 

d) Registro CBX: registro contínuo (pelo menos 2 horas) após injeção 

intraperitoneal de CBX (60 mg/kg). 

Figura 9 – Delineamento experimental do grupo Experimental SE + CBX. 
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3.4.4 Análise visual e instrumental dos eletrocorticogramas 

Os registros corticais foram submetidos à análise visual para a 

caracterização dos padrões eletroscilográficos de acordo com os critérios já 

estabelecidos no Laboratório de Neurociências “Prof Cesar Timo-Iaria” (Timo-

Iaria et al., 1970; Valle et al., 1992). Em seguida, foram submetidos à análise 

espectral trechos escolhidos dos eletroscilogramas do período basal, período 

de SE e períodos após aplicação de CBX e salina, correlacionando os 

respectivos espectrogramas com os resultados da análise visual dos traçados.  

 

3.4.5 Análise espectral 

A análise espectral de frequência tem por finalidade determinar as 

frequências que compõem um sinal complexo, como por exemplo, um 

eletroscilograma. O programa de análise empregado nesta análise é baseado 

na transformação rápida de Fourier e foi desenvolvido sobre a plataforma 

MATLAB.  

A determinação do espectro de frequência requer algumas condições 

como a estacionaridade dos sinais em função do tempo. Os eletroscilogramas 

neurais, por exemplo, são fracamente estacionários por curtos períodos de 

tempo devido a sua alta complexidade, mas isso não impede que sejam 

submetidos à análise espectral, tampouco a invalidam; ao contrário, resultando 

os eletroscilogramas da composição algébrica de potenciais de duração de 

cerca de 1 milissegundo, a análise das oscilações em períodos muito curtos 

fornece informações relevantes e imperceptíveis a olho nu. 

O espectro de frequência representa a distribuição da amplitude dos 

potenciais em função da frequência (por isso expresso em µV/Hz); o espectro 
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de potência exprime (em µV2/Hz) a energia contida em uma sequência de 

sinais iterativos e é calculado pela integral dos quadrados das voltagens dos 

sinais em certo intervalo de tempo segundo a frequência, permitindo 

estabelecer a distribuição média da potência de um sinal com relação à 

frequência. Quando o sinal varia ritmicamente, sua potência se concentra na 

frequência fundamental e de seus harmônicos (se houver), ocorrendo 

oscilações irregulares em outras frequências, sem concentrações em faixas 

específicas.  

Para que a análise espectral refletisse de forma mais acurada os efeitos 

dos tratamentos farmacológicos (metil-escopolamina, pilocarpina, CBX e 

salina) sobre a atividade neuronal, amostras (épocas) de EEGs com janelas de 

10 segundos de cada período, de cada animal de todos os grupos foram 

selecionadas e submetidas às análises descritas a seguir. 

Os potenciais de campo foram filtrados entre 0,1 Hz e 60 Hz. Foi 

calculada a média das épocas de cada animal, correspondentes aos trechos 

pré-estabelecidos dos potenciais de campo. 

Para a obtenção dos espectrogramas de frequência, foi utilizado o 

método de Transformada de Fourier com janelamento de Kaiser de 1024 

pontos, expressando as magnitudes em cores, relativas ao eixo de frequências 

em função do tempo. A Densidade Espectral de Potência (PSD, do inglês 

Power Spectral Density) é definida pela Transformada de Fourier da função de 

autocorrelação (consiste em comparar o sinal oscilante consigo mesmo, porém 

submetidos a defasagens crescentes, o que o faz oscilar; se o sinal é 

perfeitamente senoidal, ocorrem coincidências e extinções periódicas, mas o 

sinal é sempre periódico) que descreve a distribuição da variância de um 
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processo aleatório no domínio da frequência. Utilizando o Método de Welch 

com 50% de sobreposição de janelamento, foram calculados, a partir do sinal 

médio dos potenciais de campo, periodogramas de cada segmento e realizada 

a média das estimativas dos PSDs, resultando no PSD de Welch. 

A variação da amplitude do potencial de campo foi obtida a partir da 

razão entre a amplitude média dos períodos em relação ao potencial médio do 

período basal em µV para cada rato. Os valores estão expressos em média ± 

desvio padrão.  

Para avaliação da potência da faixa de frequência entre 15 e 30 Hz nos 

grupos controle SE e experimental SE + CBX, foi calculada a potência média 

do sinal de cada animal ao longo do intervalo entre o início do SE e 2 horas 

após a aplicação de salina ou CBX, de acordo com o grupo. A partir destes 

dados foi calculado o intervalo mínimo para início da alteração da potência 

nessa faixa de frequência nos dois grupos. Os dados estão apresentados como 

média (segundos) ± desvio padrão. 

Para análise dos períodos flat observados nos traçados dos animais em 

SE, foi utilizado uma janela mínima de 250 ms para detecção destes períodos a 

partir da aplicação de salina (grupo controle SE) ou CBX (grupo SE + CBX) até 

2 horas após. Foi calculada a média de tempo ± desvio padrão (em segundos) 

que cada animal levou para apresentar esses intervalos. 
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 3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os ensaios de immunoblotting e PCR em tempo real foram avaliados 

pelo teste “t” de Student não-pareado, comparando os grupos controle e 

experimental.  

Em relação aos dados eletrofisiológicos, a análise da variação da 

amplitude do potencial de campo do grupo Controle CBX foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via para comparação dos períodos basal, metil, 

salina e CBX. Para comparação entre os mesmos períodos dos três grupos, foi 

utilizado o teste ANOVA de duas vias associada ao pós-teste de Bonferroni. Os 

dados referentes à potência da faixa de frequência entre 15 e 30 Hz e os 

resultados da análise dos períodos flat (comparando grupos controle SE e 

experimental SE + CBX), foram avaliados pelo teste “t” de Student não-

pareado. 

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05. 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4 RESULTADOS 
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4.1 SE – RESULTADO COMPORTAMENTAL 

 

Do total de animais submetidos à injeção de pilocarpina (N=97) e 

utilizados para os ensaios de immunoblotting e PCR em tempo real, 100% 

desenvolveram o estado de mal epiléptico. Destes, 41 sobreviveram até os 

tempos estipulados (43%), e 56 morreram antes (57%). Após a administração 

da pilocarpina, os animais apresentaram as seguintes alterações 

comportamentais: acinesia inicial, wet dog shakes, movimentos atáxicos e 

automatismos mastigatórios com salivação. Este tipo de comportamento 

progrediu para tremores generalizados, clonias localizadas nas extremidades, 

breves crises convulsivas motoras, evoluindo para crises clônicas 

generalizadas e ininterruptas culminando no SE (o tempo de latência para o 

início do SE variou entre 15 e 40 minutos). 

4.2 IMMUNOBLOTTING 

 

A eletroforese da Cx43 em gel de poliacrilamida evidenciou a presença 

dessa proteína no hipocampo dos animais utilizados nesse estudo. A Cx43 

pode em geral ser observada na eletroforese nas formas fosforilada e não 

fosforilada, que são detectadas por bandas de 43 kDa e 41 kDa, 

respectivamente. No entanto, em nosso estudo, essas isoformas não foram 

facilmente detectadas, e por esse motivo, os resultados serão descritos 

considerando-se a proteína total. 
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Os dados obtidos não indicam modulação significativa (teste “t”) de Cx43 

no hipocampo dos animais durante o período agudo do modelo (Figura 10). Já 

no período latente a expressão dessa proteína diminuiu de modo significativo 

(p<0,05) no grupo experimental (Figura 11), e em relação ao grupo crônico, a 

Cx43 apresentou-se aumentada nos animais submetidos ao SE (p<0,01) 

(Figura 12). 

Assim como a Cx43, a eletroforese da Cx36 em gel de poliacrilamida 

também evidenciou a presença dessa proteína no hipocampo de ratos. Não 

foram observadas alterações da expressão de Cx36 no hipocampo dos grupos 

experimentais em relação aos controles em nenhum dos períodos avaliados 

(Figuras 13, 14 e 15). 

Os resultados estão resumidos na Tabela 2. 
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Figura 10 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx43 no hipocampo 
de ratos durante o período agudo do modelo da pilocarpina. Os dados 
estão representados por bandas (B) e em média da razão entre a 
densidade óptica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina 
(A). O gráfico representa a densidade óptica no grupo experimental em 
relação ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como 
porcentagem da média da densidade óptica ± EPM. 
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Figura 11 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx43 no hipocampo 
de ratos durante o período latente do modelo da pilocarpina. Os dados 
estão representados por bandas (B) e em média da razão entre a 
densidade óptica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina 
(A). O gráfico representa a densidade óptica no grupo experimental em 
relação ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como 
porcentagem da média da densidade óptica ± EPM. *p<0,05 (teste “t”) 
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Figura 12 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx43 no hipocampo de 
ratos durante o período crônico do modelo da pilocarpina. Os dados estão 
representados por bandas (B) e em média da razão entre a densidade 
óptica de bandas imunorreativas para Cx43 e da beta-actina (A). O gráfico 
representa a densidade óptica no grupo experimental em relação ao 
controle, tomado como 100%. Valores apresentados como porcentagem da 

média da densidade óptica ± EPM. **p<0,01 (teste “t”) 
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 Figura 13 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx36 no hipocampo 
de ratos durante o período agudo do modelo da pilocarpina. Os dados 
estão representados por bandas (B) e em média da razão entre a 
densidade óptica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina 
(A). O gráfico representa a densidade óptica no grupo experimental em 
relação ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como 
porcentagem da média da densidade óptica ± EPM. 

 

  



62 
 

 
 

 

 
Figura 14 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx36 no hipocampo 

de ratos durante o período latente do modelo da pilocarpina. Os dados 
estão representados por bandas (B) e em média da razão entre a 
densidade óptica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina 
(A). O gráfico representa a densidade óptica no grupo experimental em 
relação ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como 
porcentagem da média da densidade óptica ± EPM. 

 
 

 

 

 

  



63 
 

 
 

 

Figura 15 -  Immunoblotting mostrando a expressão protéica da Cx36 no hipocampo 
de ratos durante o período crônico do modelo da pilocarpina. Os dados 
estão representados por bandas (B) e em média da razão entre a 
densidade óptica de bandas imunorreativas para Cx36 e da beta-actina 
(A). O gráfico representa a densidade óptica no grupo experimental em 
relação ao controle, tomado como 100%. Valores apresentados como 
porcentagem da média da densidade óptica ± EPM. 

 

 

  



64 
 

 
 

4.3 PCR EM TEMPO REAL 

 

A eficiência dos primers utilizados foi entre 90% e 110%, valores 

considerados adequados de acordo com curvas-padrão realizadas a partir de 

uma série de diluições de cDNA e seus respectivos slopes (eficiência=10(-

1/slope) – 1). As curvas de dissociação (controle de amplificações inespecíficas) 

de todas as reações apresentaram pico único, indicando apenas um produto de 

PCR resultante em cada reação, mostrando amplificação específica. 

Os dados obtidos referentes tanto à Cx43 quanto à Cx36 não 

demonstraram nenhuma diferença nos níveis do mRNA no hipocampo dos 

animais experimentais quando comparados aos controles (Figuras 16 e 17 e 

Tabela 2). 
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Figura 16 - Níveis de RNAm de Cx43 no hipocampo de ratos submetidos ao modelo 
da pilocarpina avaliada por PCR em tempo real durante os períodos 
agudo (A), latente (B) e crônico (C). Valores apresentados em % em 
relação ao controle ± EPM. 
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Figura 17 - Níveis de RNAm de Cx36 no hipocampo de ratos submetidos ao modelo 
da pilocarpina avaliada por PCR em tempo real durante o período agudo 
(A), latente (B) e crônico (C). Valores apresentados em % em relação ao 
controle ± EPM.  
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Tabela 2 – Resumo dos resultados referentes à expressão proteica e de                  
RNAm de Cx43 e Cx36 de acordo com os períodos avaliados. 

 Immunoblotting PCR em tempo real 

 

Agudo 

 

Latente 

 

Crônico 

 

Agudo 

 

Latente 

 

Crônico 

 

Cx43 -------   ------- ------- ------- 

Cx36 ------- ------- ------- ------- ------- ------- 

 

 

4.4 ANÁLISE ELETROFISIOLÓGICA DA ATIVIDADE 

EPILEPTIFORME – EFEITOS DA CBX SOBRE O SE INDUZIDO 

POR PILOCARPINA 

 

Nesta etapa do estudo foram utilizados 52 animais. No entanto, 36 

animais não foram utilizados devido a intercorrências que incluíram morte 

devido ao anestésico durante o procedimento cirúrgico para implante de 

eletrodos, registros contaminados com ruído ou ainda morte devido a 

complicações do SE. 

Sendo assim, 16 animais tiveram eletrodos implantados na área cortical 

somestésica (A3) e foram utilizados para os experimentos propostos. Todos os 

animais utilizados apresentaram registro eletrocorticográfico de boa qualidade 

e os que apresentaram SE permaneceram neste estado por pelo menos 2 

horas após aplicação de CBX ou salina, tempo estabelecido para que os 

animais fossem incluídos no protocolo. A composição dos grupos foi feita da 
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seguinte forma: 05 animais para o grupo controle CBX, 05 animais para o 

controle SE e 06 para o grupo experimental SE + CBX. 

 

4.4.1 Observação de comportamentos 

Os animais dos três grupos experimentais apresentaram 

comportamentos semelhantes durante os períodos de registro basal 

Imediatamente após serem colocados dentro da gaiola de Faraday, os ratos 

começaram a apresentar os comportamentos exploratórios, caracterizados por 

intensa movimentação. Os comportamentos exploratórios eram frequentes e 

duravam em média 30 minutos, período que era seguido por crescente 

quiescência. Os comportamentos se realizaram sob a forma de exploração 

visual, auditiva, olfativa e táctil (com as vibrissas). Ocasionalmente os animais 

empinavam para vasculhar sensorialmente as partes superiores da câmara. 

Outros comportamentos, como coçar-se e limpar-se, eram frequentes. O 

período de quiescência era interrompido para as aplicações de metil-

escopolamina, salina, pilocarpina e CBX, exceto quando os animais já estavam 

em SE, pois neste caso os animais já apresentavam comportamentos 

compatíveis com crises límbicas, descritas mais adiante. 

 

4.4.2 Análise dos eletroscilogramas 

Os registros dos períodos basais corresponderam geralmente a épocas 

de vigília (com ou sem atividade motora), nos quais os eletroscilogramas da A3 

(área neocortical somestésica) apresentaram prevalência de potenciais que 

oscilaram nas frequências entre 5 e 11 Hz e entre 12 e 35 Hz, conhecidos 
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como ritmos teta e beta, respectivamente. Intrusão de ondas delta (frequências 

entre 0,5 e 4 Hz) também foi observada neste período  

 

Grupo Controle CBX 

A aplicação da CBX não produziu alterações significativas nos 

eletroscilogramas. Semelhante ao período basal, houve prevalência de 

potenciais com frequências oscilando entre 5 e 11Hz (teta) e 12 e 35Hz (beta), 

bem como ocorrência de ondas delta de baixa potência entre as ondas teta e 

beta. Não foram observadas alterações comportamentais motoras significativas 

nestes animais (Figuras 18, 21 e 24). 

Em relação ao comportamento dos animais, nenhuma alteração foi 

observada após aplicação das substâncias utilizadas no protocolo. 

A amplitude relativa dos períodos metil, salina e CBX não apresentou 

diferença significativa quando comparada ao período basal (Figura 29). 

 

Grupo Controle SE 

Não houve diferenças significativas entre os períodos basal e metil, 

comparados aos mesmos períodos do grupo controle CBX. 

Por sua vez, a injeção de pilocarpina provocou intensas alterações 

eletrofisiológicas nas áreas corticais (Figura 19), desencadeando SE de longa 

duração. A evolução comportamental do SE foi qualitativamente semelhante, 

porém com diferenças de início de descargas anômalas (epileptógenas) e de 

tempo de aparecimento e “estabilização” do SE nos animais estudados. Nos 

primeiros 10 minutos após a injeção de pilocarpina, observou-se alternância de 

períodos de imobilidade com períodos de agitação e movimentação intensa. 
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Em geral, de 15 a 20 minutos após a injeção apareceram clonias de vibrissas e 

discretos abalos envolvendo principalmente face e tronco, concomitante com 

hiperventilação. Cerca de 10 a 25 minutos após, apareceram abalos repetitivos 

em patas anteriores, ainda alternando com períodos de quietude e/ou agitação. 

Geralmente, ocorreram crises tônico-clônicas generalizadas intensas, mas que 

regrediram espontaneamente alguns segundos depois, com subsequente início 

do SE. Os eletrocorticogramas apresentaram potenciais epileptiformes 

proeminentes e crescentes, com morfologia e frequência característicos de 

complexos espícula-onda, poliespículas e espículas isoladas (Figuras 25 e 26). 

Os potenciais mais precoces variaram mais; os tardios tenderam a se tornar 

semelhantes tanto em suas características de voltagem e frequência como em 

incidência e prevalência.  

Cerca de 30 minutos após a administração da pilocarpina, 100% dos 

animais apresentaram SE, que se manteve em franco curso até a intervenção 

com CBX. Os potenciais se agrupavam, geralmente, em complexos espícula-

onda (ondas lentas cavalgadas por espículas de pouco mais de 20 

milissegundos). Os potenciais epileptiformes oscilaram nas mesmas bandas de 

frequência do período basal (frequências entre 5 e 11 Hz e entre 12 e 35 Hz, 

além de frequências mais lentas). No entanto, a banda de frequência mais alta 

(entre 15 e 30 Hz) passou a apresentar grande contribuição na composição do 

sinal, evidenciada pelos gráficos de densidade espectral e espectrograma 

(Figuras 22 e 24). A voltagem do sinal variou constantemente (Figura 29), ora 

com voltagem extremamente alta, em torno de 500 µV, ora com voltagem mais 

baixa, em torno de 100 - 150 µV.  
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Foi possível observar redução da amplitude do sinal, bem como da 

potência do componente de alta freqüência (15 - 30 Hz) apenas após 90 

minutos (aproximadamente) do início do SE. (Figuras 29, 28 e 22). Além de 

redução da amplitude e da frequência, períodos flat (Figura 27) também foram 

observados nos ECoGs dos animais em SE a partir de aproximadamente 43 

minutos após aplicação de salina (Figura 30). 

A exceção de um animal que sobreviveu por 7 dias, recebendo cuidados 

adicionais, nenhum outro animal deste grupo sobreviveu por mais de 24 horas 

após indução do SE.  

 

Grupo Experimental SE + CBX 

Assim como observado no grupo controle SE, não houve diferenças 

significativas dos períodos basal e metil quando comparados com os mesmos 

estados do grupo Controle CBX. Além disto, ao compararmos o período SE do 

grupo experimental em relação ao SE do grupo controle SE, também não foi 

observada diferença significativa, indicando que os grupos estavam em 

condições semelhantes até a aplicação das substâncias (CBX ou salina, nos 

grupos experimental e controle SE, respectivamente) (Figura 29). 

A CBX revelou-se uma substância com potencial para controle do SE, 

apresentando expressivos efeitos antiepileptiformes no modelo da pilocarpina. 

Injeção intraperitoneal de CBX (60 mg/kg) provocou alterações significativas no 

padrão de oscilação dos complexos espícula-onda imediatamente após sua 

administração (Figura 20). Os potenciais epileptiformes começaram a 

apresentar alterações na amplitude e na frequência logo nos primeiros cinco 

minutos após injeção de CBX, efeitos crescentes que perduraram durante o 
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período de registro. As mudanças no padrão de oscilação dos potenciais 

epileptiformes se tornaram evidentes 30 minutos pós-CBX, sendo que a 

voltagem e a frequência foram significativamente menores quando comparados 

ao período de SE pré-tratamento com CBX (Figura 20, 23, 24 e 29). Além da 

diminuição acentuada na frequência e na amplitude, os complexos espícula-

onda periodicamente mudaram sua morfologia alternando-se em complexos 

poli-espícula ou grupamentos de ondas lentas hiperssincrônicas, geralmente 

senoidais sem o componente espícula. Além disso, a análise do intervalo de 

tempo entre o início do SE e o momento em que começou a ocorrer redução de 

potência na banda de frequência entre 15 e 30 Hz, revelou diferença 

significativa (p<0,01) entre os grupos controle SE e experimental SE + CBX, 

sendo que o grupo controle passou a apresentar diminuição nessa banda de 

frequência após 5599 segundos do início do SE (correspondente a 

aproximadamente 63 minutos após aplicação de salina), enquanto o grupo 

tratado com CBX apresentou redução deste parâmetro após 3925 segundos do 

início do SE (ou aproximadamente 35 minutos após administração de CBX) 

(Figura 28). 

Em relação à ocorrência dos períodos flat, foi possível observar que os 

animais que receberam CBX após indução do SE passaram a apresentá-los 

em média 476,7 segundos após a administração do bloqueador, tempo 

significativamente menor (p<0,01) em relação aos animais em SE que 

receberam salina ao invés de CBX (2565 segundos) (Figura 30). 

Apesar das evidentes alterações eletrofisiológicas após administração 

de CBX nos animais em SE, não foi possível observar qualquer mudança, do 

ponto de vista comportamental, no padrão de crises que os animais 
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apresentavam, sendo impossível distingui-los daqueles que receberam salina 

ao invés de CBX. No entanto, um animal foi exceção em relação aos demais 

tratados com CBX, pois, aproximadamente 2 horas após a aplicação do 

bloqueador, este já não apresentava convulsões generalizadas, diferentemente 

dos demais, já que este aparentava não mais estar em SE. De fato, ao 

observarmos tanto o traçado quanto os gráficos de densidade espectral e 

espectrograma deste animal, foi possível constatar que a atividade elétrica já 

não era mais consistente com a de SE. Apesar disto, este animal sobreviveu 

apenas até o dia seguinte do experimento, assim como a maioria dos animais 

do grupo, que no geral não sobreviveu mais de 24 horas após indução do SE 

(bem como os animais do grupo controle SE). Contudo, dois animais do grupo 

experimental sobreviveram por meses, e foi possível constatar que ambos 

desenvolveram crises espontâneas e recorrentes, caracterizando o período 

crônico do modelo. 
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 Figura 18 – Eletrocorticogramas representativos do grupo Controle CBX. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de campo da 
área cortical A3 durante período de vigília, mostrando a atividade elétrica basal inalterada após aplicação de metil-escopolamina, 
salina e em diferentes tempos após aplicação ip de CBX. 
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Figura 19 – Eletrocorticogramas representativos do grupo Controle SE. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de campo da 
área cortical A3 mostrando a atividade elétrica basal, que não se altera após aplicação de metil-escopolamina, e a atividade 
epileptiforme (SE) induzida por pilocarpina em diferentes tempos após aplicação ip de salina. Notar que a salina não provoca 
alterações significativas na amplitude e frequência da atividade epileptiforme durante os primeiros 60 minutos após sua aplicação. 
Após este período, pequenas mudanças passam a ser observadas, indicando o início do processo natural de extinção do SE.  
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Figura 20 – Eletrocorticogramas representativos do grupo experimental SE + CBX. Amostras de intervalos de 10 segundos de potenciais de 
campo da área cortical A3 mostrando a atividade elétrica basal, que não se altera após aplicação de metil-escopolamina, a 
atividade epileptiforme (SE) induzida por pilocarpina e as alterações provocadas pela aplicação ip de CBX, avaliadas em 
diferentes tempos. Notar que a CBX produz alterações na amplitude e frequência da atividade epileptiforme, além de antecipar o 
surgimento dos períodos flat, já nos primeiros 30 minutos após sua administração, tornando-se mais evidentes com o passar do 
tempo.  
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Figura 21 – Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo Controle CBX. Os gráficos destacam 
as regiões de maior energia – maior concentração de frequências que compõem o sinal no intervalo de 10 segundos. Não houve 
diferença significativa entre os diversos períodos do grupo. Notar que, apesar da existência de potenciais que oscilam nas 
frequências do delta, teta e beta, há grande contribuição da frequência teta para a composição do sinal. 
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 Figura 22 – Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo Controle SE. Os gráficos destacam 
as regiões de maior energia – maior concentração de frequências que compõem o sinal no intervalo de 10 segundos. Não há 
diferença entre os períodos basal e metil, porém a indução de SE gera aumento da potência de todas as bandas de frequências, 
especialmente entre 15 e 30 Hz. Administração de salina após 30 minutos de SE não altera o perfil dos gráficos, que passa a 
sofrer mudanças apenas após 60 minutos da aplicação de salina (correspondente a 90 minutos de SE), indicando possível início 
do processo natural de extinção do SE, apesar da manutenção da alta potência das oscilações. 
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Figura 23 – Densidade espectral dos mesmos trechos dos eletrocorticogramas representativos do grupo experimental SE + CBX. Os gráficos 
destacam as regiões de maior energia – maior concentração de frequências que compõem o sinal no intervalo de 10 segundos. 
Não há diferença entre os períodos basal e metil, porém a indução de SE gera aumento da potência de todas as faixas de 
frequências, especialmente entre 15 e 30 Hz. Administração de CBX após 30 minutos de SE provocou alteração do perfil de 
contribuição das frequências, com destaque para redução da potência de potenciais entre 15 e 30 Hz. 
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Figura 24 – Espectrogramas relativos aos grupos controle CBX (A), controle SE (B) e 

experimental SE+CBX (C). Os espectrogramas mostram as principais 
frequências, evidenciadas pela intensidade de cores, que compõem o 
sinal no intervalo de 2 horas após aplicação de CBX (A e C) e salina (B). 
A seta em C exemplifica a redução da intensidade de cores, após 
aplicação de CBX, em relação ao mesmo intervalo de tempo em B (seta).  
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Figura 25 – Trecho de eletrocorticograma de um animal que recebeu pilocarpina mas 

ainda não apresentava SE, mostrando a presença de espículas isoladas 
(setas). Calibração: 20 µV, 1 segundo. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Trecho de eletrocorticograma de um animal em SE, destacando 
poliespículas (a) e complexos espícula-onda (b), característicos de 
atividade epileptiforme. Calibração: 20 µV, 1 segundo. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Trecho de eletrocorticograma de um animal em SE, destacando os  
períodos flat (setas). Calibração: 20 µV, 1 segundo.  
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Figura 28 -  Intervalo de tempo entre o início do SE e a redução da potência da banda 

de frequência entre 15 e 30 Hz nos grupos controle SE e experimental SE 
+ CBX. Dados apresentados em média ± DP.  **p<0,01 (teste t de 
Student não-pareado). 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 29 - Amplitude relativa ao basal de cada grupo, indicando que não houve 

diferença significativa entre os períodos do grupo controle CBX, além dos 
períodos basal e metil dos grupos controle SE e experimental SE + CBX. 
O período de SE dos grupos controle SE e experimental SE + CBX 
também não apresentou diferença entre eles, indicando que os grupos 
apresentavam períodos semelhantes até a aplicação de CBX ou salina. 
Observa-se em t30 (30 minutos após administração de salina ou CBX nos 
grupos CT-SE e SE+CBX, respectivamente), que houve redução 
significativa da amplitude relativa do grupo experimental (azul) em 
relação ao CT-SE. Dados apresentados como média±DP. **p≤0,01 (teste 
t de Student não-pareado). 
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Figura 30 – Distribuição dos períodos flat dos animais do grupo controle SE (A) e do 
grupo SE+CBX (B) em função do tempo. Notar que houve antecipação 
significativa (C) do surgimento destes períodos nos animais do grupo 
SE+CBX em relação aos do grupo controle SE, após aplicação de CBX e 
salina, respectivamente. Não houve diferença significativa tanto na 
duração quanto no número destes períodos (A e B). O gráfico representa 
média ± DP. **p<0,01 (teste t de Student não-pareado). Cada série (A e 
B) representa um animal de cada grupo. 
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5 DISCUSSÃO 
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Os canais de JC são contatos intercelulares que facilitam a homeostase 

iônica e a sincronização de potenciais de ação no sistema nervoso (Dermietzel, 

1996; Perez-Velázquez e Carlen, 2000), podendo estar envolvidos também 

com a geração e a generalização de crises epilépticas (Perez-Velazquez e 

Carlen, 2000; Carlen et al., 2000; Kohling et al., 2001; Traub et al., 2001a; 

Traub, 2003). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os 

níveis de expressão proteica e de RNAm de Cx (subunidades que compõem os 

canais de JC) no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT induzido 

por pilocarpina.  

 

5.1 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE Cx43 

 

Já está bem descrito que a Cx43 é expressa, no sistema nervoso 

central, principalmente em astrócitos (Dermietzel e Spray, 1993), e que estes 

são extensivamente acoplados por canais formados por essa proteína nas JC. 

Sendo assim, as JC desempenham um importante papel em várias funções 

dos astrócitos, como troca de substâncias de baixo peso molecular, controle da 

homeostase extracelular de íons potássio e transferência de sinais entre as 

células gliais (Giaume et al., 1991; Nagy e Rash, 2000). 

A análise da expressão da Cx43 por immunoblotting demonstrou a 

presença desta proteína no hipocampo de ratos, conforme já descrito na 

literatura (Söhl et al., 2000; Nagy e Rash, 2000; Söhl et al., 2005).  

Os dados obtidos por immunoblotting indicam que não houve alteração 

na expressão de Cx43 no hipocampo de ratos submetidos ao SE e avaliados 
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no período agudo do modelo da pilocarpina. Já os animais do grupo latente 

sofreram redução da expressão desta proteína, enquanto os animais do grupo 

crônico apresentaram aumento da expressão da mesma, quando comparados 

aos seus respectivos controles. 

As discussões sobre o possível papel desses canais após lesão no 

sistema nervoso central giram em torno de duas hipóteses: uma que considera 

que esses canais possam desempenhar um papel neuroprotetor, e a outra que 

acredita nos efeitos nocivos desempenhados por esses canais nessas 

situações. 

Nossos resultados apontam para uma regulação positiva da expressão 

da Cx43 em animais epilépticos (grupo crônico), sugerindo um aumento do 

acoplamento entre astrócitos, que por sua vez pode ter um papel importante na 

fisiopatologia da epilepsia. De acordo com Kumaria et al. (2008), as ondas de 

cálcio interastrocitárias podem ser o evento inicial das crises epilépticas, pois 

elas poderiam, teoricamente, levar a hiperexcitabilidade neuronal de um grupo 

de neurônios ativados a outro grupo não ativado inicialmente. Dessa maneira, o 

segundo grupo neuronal dispararia potenciais de ação de forma sincronizada 

no tempo e no espaço com o primeiro grupo de neurônios, que é a base 

neurofisiológica da atividade epileptiforme. Além disso, as ondas de cálcio 

medeiam a excitabilidade astrocitária, que é um fator decisivo anterior à 

liberação de glutamato pelos astrócitos, que por sua vez irá se ligar a 

receptores nos neurônios para produzir potenciais excitatórios pós-sinápticos.  

Sabe-se que elevações nos níveis de cálcio intracelulares propagam-se 

entre os astrócitos como ondas de cálcio (Charles et al., 1991; Cornell-Bell et 

al., 1990; Nedergaard, 1994) e que são responsáveis por várias funções como 
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crescimento, diferenciação e liberação de mediadores (Vernadakis, 1996; 

Scemes e Giaume, 2006). Um dos mecanismos propostos para explicar a 

transmissão das ondas de cálcio entre os astrócitos é via JC, descrita 

inicialmente por Finkbeiner (1992). Nesse estudo foi mostrado que a 

propagação das ondas de cálcio entre astrócitos foi prejudicada ao se bloquear 

os canais de JC, corroborando com a idéia de que esses canais possuem um 

papel crucial na transmissão de sinais de Ca2+ entre astrócitos. 

Além dos canais de JC, o ATP liberado pelos astrócitos em decorrência 

da propagação das ondas de cálcio também desempenha uma importante 

função na propagação das mesmas, e esse fenômeno é facilitado pela 

presença das JC permeáveis ao cálcio (Hassinger et al., 1996; Guthrie et al., 

1999). Foi demonstrado por Cotrina et al. (1998) que ondas de cálcio podem 

ser geradas com a aplicação de ATP, que atua em receptores P2, e o bloqueio 

desses receptores atenua essas ondas de cálcio. Outra evidência da 

participação do ATP na transmissão das ondas de cálcio foi dada por Gallagher 

e Salter (2003), que mostraram que tanto o receptor P2Y1 quanto o receptor 

P2Y2 são necessários para a propagação das ondas de cálcio. 

Sendo assim, um possível aumento do acoplamento entre astrócitos, 

evidenciado pelo aumento da expressão da Cx43, poderia contribuir para o 

envolvimento de vários grupos neuronais na circuitaria das crises epilépticas, 

podendo, até mesmo, levar a um quadro de generalização das mesmas, como 

foi sugerido por Fonseca et al. (2002). Além disso, a extensão da lesão poderia 

ser refletida nessas outras regiões ativadas secundariamente, o que facilitaria a 

progressão da epilepsia do lobo temporal para crises mais generalizadas. 

Ainda, Gajda et al. (2003), utilizando o modelo de epilepsia focal induzida pela 



88 
 

 

8
8 

aplicação cortical de 4-aminopiridina (4-AP), reportaram aumento nos níveis de 

RNAm de Cx43 após repetidas crises, e esses autores sugerem que os canais 

de JC podem contribuir para a atividade ictal, aumentando a duração das 

crises, a amplitude das descargas epilépticas e promovendo a epileptogênese.  

Um aumento do acoplamento entre astrócitos de tecidos retirados de 

pacientes com epilepsia também foi evidenciado por Lee et al. (1995).  Esses 

autores mostraram, com a técnica de recuperação de fluorescência após 

exposição excessiva à fonte de luz emissora (Fluorescence Recovery After 

Photobleach - FRAP), que astrócitos cultivados retirados do foco epiléptico 

apresentam aumento funcional do acoplamento entre essas células, o que está 

de acordo com dados obtidos por Naus et al. (1991) e Fonseca et al. (2002), 

que reportaram níveis elevados na expressão da Cx43 em astrócitos de tecidos 

epilépticos. 

Apesar da existência de várias evidências na literatura (como citado 

anteriormente) de que o aumento entre o acoplamento astrocitário pode 

promover crises epilépticas, o significado e a relação entre o acoplamento via 

canais de JC entre astrócitos na epilesia é controverso e complexo. Enquanto o 

acoplamento entre astrócitos pode contribuir para a epileptogênese e 

manutenção das crises através da sincronização da atividade neuronal via 

ondas de cálcio gliais e outros sinais intracelulares propagados entre os 

astrócitos, esse mesmo acoplamento astrocitário pode inibir a excitabilidade 

neuronal e as crises através do tamponamento de potássio extracelular 

(Steinhauser e Seifert, 2002; Samoilova et al., 2008), papel sabidamente 

desempenhado pelos astrócitos (Kofuji e Newman, 2004). Além disso, uma vez 

que essas condições resultam no acúmulo de metabólitos como Ca2+ e 
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glutamato, fatores envolvidos na excitotoxicidade (Perez Velazquez et al., 

2003), o aumento na comunicação intercelular via canais de JC poderia permitir 

a passagem desses fatores para as células vizinhas não afetadas pela lesão, 

sendo que esse tamponamento de metabólitos tóxicos pelas células saudáveis 

preveniria a morte das células que inicialmente sofreram danos ( et al., 2010). 

Outra visão positiva em relação ao aumento do acoplamento astrocitário em 

condições de lesão leva em consideração o fato de que essas células podem 

secretar vários fatores neurotróficos e citocinas que poderiam estimular a 

sobrevivência dos neurônios e protegê-los contra a excitotoxicidade, estresse 

oxidativo e metabólitos (Chew et al., 2010). 

Ao contrário dos resultados referentes à expressão de Cx43 no período 

crônico, os animais avaliados no período latente apresentaram redução 

significativa da expressão de Cx43 no hipocampo.  

De acordo com Chew et al. (2010), há várias evidências de que o papel 

da Cx43 pode variar conforme a progressão da lesão, sugerindo a existência 

de uma janela crítica na qual os canais de JC e hemicanais podem atuar 

interferindo na lesão. Nesse sentido, um estudo realizado por Ding et al. (2007) 

mostrou que após SE induzido por pilocarpina, o período em que foi possível 

constatar aumento de Ca2+ astrocitário (3 dias) se correlaciona com o período 

em que ocorreu a morte neuronal tardia no modelo. Sendo assim, esses 

autores sugerem, por meio de experimentos que atenuam os níveis de Ca2+ 

astrocitário e por meio do bloqueio de receptores NMDA, que a liberação de 

glutamato pelos astrócitos devido ao aumento do Ca2+ leva à ativação de 

receptores do tipo NMDA que por sua vez poderia ativar a cascata que culmina 

em morte celular. Os animais utilizados aqui para o estudo do período latente 
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foram sacrificados 3 dias após indução do SE, mesmo período em que Ding et 

al. descrevem a morte neuronal “tardia”. Sendo assim, a redução da expressão 

de Cx43 em nossos animais, sugerindo redução nos níveis de acoplamento 

entre astrócitos, poderia ser interpretada como uma tentativa de neuroproteção, 

uma vez que o possível desacoplamento astrocitário impediria a transmissão 

de ondas de Ca2+ e consequentemente a morte neuronal por excitotoxicidade 

devido à liberação de glutamato.  

Resultados apontando para a mesma direção foram obtidos em um 

trabalho que utlilizou um modelo de atividade epileptiforme induzido por 

bicuculina (antagonista de receptores GABAA) em fatias hipocampais (Yoon et 

al., 2010). Os autores fizeram uma série de experimentos para avaliar se os 

canais de JC entre astrócitos contribuem para a extensão da lesão e para a 

severidade da morte celular após atividade epileptiforme. Utilizando um 

peptídeo mimético (pequenos peptídeos sintéticos correspondentes a 

sequências selecionadas de Cx, utilizadas para estudar funções celulares 

especificamente relacionadas a essas proteínas – Samoilova et al., 2008) que 

bloqueia Cx43, esse trabalho demonstrou que estes canais parecem ser 

essenciais para a sobrevivência do tecido durante o evento epileptiforme. No 

entanto, após esse período, esses canais desempenhariam um papel crucial na 

extensão da lesão neuronal.  

Em relação ao período agudo, não foi observada nenhuma alteração na 

expressão de Cx43 no hipocampo dos animais experimentais em relação aos 

controles. Os níveis de mRNA de Cx43 também não foram modificados após 

SE.  
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Söhl et al. (2000) e Beheshti et al. (2010), utilizando os modelos do ácido 

caínico e o kindling, também não encontraram diferenças na expressão da 

Cx43 no hipocampo dos animais submetidos a esses dois modelos de ELT. 

Além disso, nenhuma diferença nos níveis de RNAm foi reportada para Cx43 

também, apesar da astrogliose observada, principalmente nos animais 

submetidos ao tratamento com ácido caínico. No entanto, de acordo com Söhl 

et al., mesmo pequenas alterações da expressão de Cx43 podem significar 

desajustes na comunicação entre astrócitos, o que poderia levar, por exemplo, 

a um desajuste no tamponamento de potássio extracelular, podendo acarretar 

em predisposição para hiperexcitabiliade neuronal e crises (Janigro et al., 1997; 

Bordey e Sontheimer, 1998; Gabriel et al., 1998a,b; Xiong e Stringer, 1999; 

Hinterkeuser et al., 2000; Xu et al., 2009). Por outro lado, como já citado, esse 

desacoplamento também pode significar uma tentativa de proteção das células, 

uma vez que o excesso de sinais elétricos não se propagaria de forma 

generalizada. 

Ao contrário do que foi observado nos níveis proteicos de Cx43 nos 

períodos crônico e latente, não foi detectada modulação significativa do RNAm 

de Cx43 no hipocampo dos animais avaliados durante esses mesmos 

períodos. No entanto, alterações pós-transcricionais, como regulação da 

síntese e/ou transporte intracelular para sítios da membrana, bem como 

acúmulo da proteína devido ao aumento da estabilidade da mesma e/ou 

redução da degradação proteica podem ter ocorrido, explicando essa falta de 

correlação entre os níveis de RNAm e proteico de Cx43 (Caltabiano et al., 

2010). 
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5.2 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE Cx36 

 

A análise da expressão de Cx36 por immunoblotting detectou sua 

presença no hipocampo de ratos, como já descrito na literatura (Condorelli et 

al., 1998, 2003; Sohl et al., 2000). Há vários trabalhos reportando que a Cx36 é 

expressa em neurônios, principalmente em interneurônios (Condorelli et al., 

1998, 2003; Deans et al., 2001; Gibson et al., 2005), sendo a principal conexina 

expressa em neurônios adultos, além de ter sido ligada a uma forma de 

epilepsia conhecida como epilepsia mioclônica juvenil (Belluardo et al., 2000; 

Mas et al., 2004).  

Não foi observada modulação significativa de Cx36 em nenhum dos 

períodos avaliados no presente estudo, tanto no que se refere aos níveis 

proteicos quanto de RNAm. 

Vários trabalhos analisaram a expressão de Cx36 em tecidos de 

pacientes com epilepsia e em diferentes modelos animais de epilepsia. Aronica 

et al. (2001) mostraram aumento dos níveis de RNAm em tecido de pacientes, 

enquanto Collignon et al. (2006) reportaram preservação da proteína em 

regiões hipocampais de pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial.  

Após injeção intracerebroventricular de ácido caínico, progressiva modulação 

negativa do RNAm de Cx36  foi detectada nas regiões CA3 e hilo de ratos, de 

acordo com Condorelli et al. (2003). Sohl et al. (2000), avaliando a expressão 

de Cx36 nos modelos de kindling e ácido caínico, observaram redução tanto 

dos níveis de RNAm quanto de proteína no hipocampo de ratos 2 a 3 semanas 

após a última crise produzida pelo abrasamento. No entanto, não houve 

alterações proteicas e nem de RNAm nos animais avaliados 4 a 6 semanas 
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após a última crise. Já os animais submetidos à injeção de ácido caínico e 

analisados 30 dias após a indução das crises, apresentaram redução apenas 

de RNAm, sem alterações dos níveis proteicos, concordando parcialmente com 

nossos achados. Talvez essas diferenças no que se refere aos níveis de 

RNAm e de níveis proteicos de Cx36 possam ser atribuídas a variações nas 

preparações usadas, métodos de indução de crises, duração da atividade ictal, 

tempo em que foi realizada a análise e diferentes regiões do encéfalo avaliadas 

(McCracken e Roberts, 2006). 

De acordo com Beheshti et al. (2010), aumento tanto nos níveis 

proteicos quanto de RNAm de Cx36 no hipocampo de ratos submetidos ao 

modelo de kindling foi encontrado apenas durante a aquisição de crises focais 

(ratos que atingiram a escala 2 de Racine, partially kindled). Os autores 

sugerem que o aumento de Cx36 nos canais de junções comunicantes do 

hipocampo entre os neurônios piramidais de CA3 ou entre interneurônios 

GABAérgicos eleva a capacidade desses canais de sincronizar a atividade 

elétrica, facilitando a indução de crises focais nos estágios iniciais do modelo 

de kindling. Assim sendo, nesse trabalho é evidenciada a importância da Cx36 

como um alvo para modificar o processo epileptogênico. No entanto, após a 

aquisição de crises secundariamente generalizadas (ratos que atingiram a 

escala 5 de Racine, fully kindled), os níveis de Cx36 quase retornaram ao 

estado basal, concordando com nossos achados referentes ao período crônico 

do modelo de pilocarpina. 

Ao contrário da hipótese acima descrita, vários trabalhos têm 

demonstrado que a ausência de Cx36 pode aumentar a chance de ocorrência 

de crises. Pais et al. (2003), usando fatias de hipocampo de camundongos 
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knockout para Cx36, encontraram aumento de descargas interictais quando 

comparados aos animais wild type. Também foi demonstrado que o 

desacoplamento de interneurônios inibitórios leva a efeitos excitatórios 

secundários em células piramidais (Yang et al., 2007). Jacobson e 

colaboradores (2010), utilizando camundongos knockout para Cx36, 

reportaram maior suscetibilidade à ocorrência de crises tônico-clônicas 

generalizadas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), em contraste com a ideia 

de que o bloqueio de canais de junções comunicantes protege contra crises 

epilépticas. Beaumont e Maccaferri (2011), utilizando o modelo de 4-AP in vitro, 

relataram que a Cx36 não é crítica para a geração de descargas epileptiformes 

em circuitarias GABAérgicas, e que os efeitos antiepilépticos da CBX 

dependem provavelmente de um bloqueio de receptores GABAA e não do 

bloqueio de canais de junções comunicantes compostos por Cx36. No entanto, 

os autores comentam que efeitos diferentes aos evidenciados por eles podem 

ser encontrados em outras situações, como no uso de outras espécies, por 

exemplo (no trabalho de Beaumont e Maccaferri foram utilizados 

camundongos). Além disso, é importante salientar que a utilização de outros 

modelos de epilepsia também podem gerar outros resultados.  

Existe a possibilidade de que as funções dos canais de junções 

comunicantes estejam alteradas em condições como epilepsia, mesmo quando 

não há alterações da expressão de Cx (Söhl et al., 2000), como foi observado 

em nossa análise de Cx36 em nossos animais. Apesar de não termos 

evidenciado diferenças na expressão proteica e de RNAm de Cx36 nos animais 

submetidos à aplicação de pilocarpina, é possível que haja participação dessa 

proteína na sincronização das descargas epileptiformes, já que alterações na 
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permeabilidade dos canais que as expressam podem ocorrer, independente da 

quantidade de proteína expressa. Nesse sentido, de acordo com González-

Nieto et al. (2008), canais formados por Cx36 não se fecham frente à acidose, 

e os neurônios que expressam Cx36 permanecem acoplados mesmo quando 

pHi cai, como ocorre durante um episódio de crises tônico-clônicas 

generalizadas ou SE (Sasahira et al., 1997).  

Além disso, o simples fato de não termos observado mudanças 

significativas na expressão de Cx36 pode representar participação dessa 

proteína na sincronização e geração da atividade epileptiforme, como foi 

sugerido por Collignon et al. (2006), que encontraram níveis proteicos 

preservados de Cx36 em tecidos retirados de pacientes com ELT. 

Apesar da existência de dados controversos no que se refere ao papel 

das Cx na epilepsia, de modo geral parece haver envolvimento dessas 

proteínas e os canais/hemicanais formados por elas na ELT.  

 

5.3 ANÁLISE ELETROFISIOLÓGICA DA ATIVIDADE 

EPILEPTIFORME – EFEITOS DA CBX SOBRE O SE INDUZIDO 

POR PILOCARPINA 

 

Com o objetivo de se caracterizarem os efeitos da CBX sobre os eventos 

epileptiformes e demonstrar o possível envolvimento dos canais de JC durante 

o SE, propusemo-nos a avaliar, no modelo experimental de epilepsia do lobo 

temporal, a atividade comportamental e eletroscilográfica de ratos submetidos 

a SE induzido por injeção sistêmica de pilocarpina. 
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Nossos resultados mostraram que a aplicação sistêmica de CBX 

produziu expressivos efeitos antiepileptogênicos e revelou-se uma substância 

com potencial para controle do SE induzido por pilocarpina. Os potenciais 

epileptiformes tiveram alterações na amplitude e na frequência logo nos 

primeiros cinco minutos após injeção de CBX, efeitos crescentes que 

perduraram por todo o período do experimento. Além disto, os complexos 

espícula-onda, característicos de atividade epileptiforme, tiveram sua 

morfologia alterada após a aplicação de CBX. 

Existem na literatura várias evidências dos efeitos anticonvulsivantes 

dos bloqueadores dos canais de JC baseadas em modelos de atividade 

epileptiforme in vitro, como por exemplo, os modelos de atividade epileptiforme 

induzidos por 0-Ca2+ (Perez-Velázquez et al., 1994) ou 0-Mg2+ (Margineau e 

Klitgaard, 2001), exposição a 4-AP (Perreauly e Avoli, 1992; Ross et al., 2000; 

Traub et al., 2001a), exposição prolongada a antagonistas de GABAB (Uusisaari 

et al., 2002) ou tetanização da via colateral de Schaffer em fatias hipocampais 

de encéfalos ratos (Jahromi et al., 2002). Além disso, bloqueadores de JC 

levam a redução de disparos sincronizados de interneurônios inibitórios 

hipocampais (Traub et al., 2001b; Yang e Michelson, 2001), que podem ter um 

papel importante na indução de descargas epileptiformes (Avoli, 1996; Traub et 

al., 2001b), como já discutido anteriormente.  

Estudos em modelos in vivo também têm demonstrado a ação 

anticonvulsivante desses compostos, como já foi relatado por Medina-Ceja et 

al. (2008), por exemplo, que observaram que a aplicação de CBX no córtex 

entorrinal de ratos com crises induzidas por 4-AP não só diminuiu a amplitude e 

a frequência das descargas epileptiformes como também bloqueou 



97 
 

 

9
7 

completamente a atividade ictal tanto no córtex entorrinal quanto na região 

CA1. Esses autores sugerem que essa ação da CBX pode ocorrer devido ao 

desacoplamento entre interneurônios GABAérgicos, que desempenham um 

importante papel na hiperssincronização da atividade epileptiforme nesse 

modelo. Szente et al. (2002) e Gajda et al. (2003) também demonstraram 

envolvimento do acoplamento elétrico no modelo induzido por 4-AP, através da 

observação de que o bloqueio desses canais com CBX diminuiu a duração das 

crises e também a amplitude das descargas epilépticas, enquanto a aplicação 

de trimetilamina (TMA - abridor desses canais) aumentou a duração e 

amplitude das mesmas.  

Outros modelos de epilepsia in vivo também fizeram uso da CBX e 

constataram efeitos anticonvulsivantes, como foi o caso de Gareri et al. 

(2004a), utilizando ratos geneticamente propensos a epilepsia (GEPR), e 

Bostanci e Bagirici (2007), utilizando o modelo de epilepsia induzido pela 

aplicação de penicilina. Como no caso dos estudos em modelos in vitro citados, 

esses últimos autores verificaram diminuição da frequência e da amplitude das 

descargas epilépticas, além de atenuação do comportamento epiléptico. 

Sendo assim, há vários trabalhos que corroboram os nossos resultados 

referentes ao tratamento com CBX, evidenciando o importante papel dos 

canais de JC na indução e manutenção da atividade epileptiforme. As 

diferenças entre esses trabalhos estão nas concentrações utilizadas, vias de 

administração e intensidade dos efeitos anticonvulsivantes, sendo que essas 

três variáveis estão intimamente correlacionadas. Além disso, não havia 

evidências de estudos que avaliem os efeitos de agentes que atuam em canais 

de JC no modelo da pilocarpina. 
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Foi possível observar que a CBX foi capaz de promover redução da 

potência na faixa de frequência entre 15 - 30 Hz antecipadamente no grupo SE 

+ CBX em relação ao grupo tratado com salina ao invés do bloqueador. De 

acordo com Lehmkuhle et al. (2009), oscilações na banda do “high” beta e do 

“low” gama (20-70Hz) são observadas durante crises, e essa banda de 

frequência possui potência dinâmica no EEG durante SE eletrográfico. Os 

resultados obtidos não nos permitem inferir sobre a dinâmica de frequências 

acima de 35 Hz (“low” gama), uma vez que os sinais foram filtrados em 35 Hz, 

porém foi possível verificar em nossos animais que oscilações entre 15-30 Hz 

têm grande contribuição na composição do sinal durante o período de SE, 

concordando com Lehmkuhle et al. (2009). Outros autores também 

identificaram essa faixa de frequência durante crises, como Steriade e 

Contreras (1998), que após indução de crises pela aplicação de bicuculina, 

relataram complexos espícula-onda e poliespícula-onda com disparos nas 

faixas de frequência entre 2-4 Hz e 10-15 Hz. Além das evidências acima 

citadas mostrando a ocorrência de oscilações na banda do beta e do gama na 

atividade epileptiforme, Pascual-Leone et al. (1992) mostraram que 

estimulação magnética repetitiva do córtex motor na faixa entre 10-20 Hz 

provocou crises em humanos sadios. 

Em um trabalho desenvolvido por Yamawaki et al. (2008) foi relatado 

que fatias de córtex motor primário de ratos apresentam oscilações na banda 

do “high” beta (25-30 Hz) após aplicação de ácido caínico e carbacol às fatias. 

Estes autores também demonstraram bloqueio destas oscilações após 

exposição das fatias ao bloqueador de JC CBX, sugerindo um importante papel 

para o acoplamento neuronal via canais de JC na atividade oscilatória na 
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frequência do beta. Nossos resultados também apontam relação entre as JC e 

as oscilações na faixa de frequência do beta, uma vez que a CBX promoveu 

redução da potência nesta faixa nos animais em SE. De fato, de acordo com 

Traub e Whittington (2010), oscilações na banda de frequência do beta, além 

de outros tipos de oscilações rápidas, como as very fast oscillations, pode ser 

precursoras, ou ainda participar das crises epilépticas, e estas oscilações 

também dependem dos canais de JC. 

A CBX é um derivado do ácido glicirretínico que se liga e bloqueia um 

amplo espectro de Cx que compõem os canais de JC. O modo de ação de 

agentes que modulam esses canais ainda não é bem conhecido, inclusive o da 

CBX (Gladwell e Jefferys, 2001). No entanto, acredita-se que os derivados do 

ácido glicirretínico se ligam diretamente às moléculas de Cx, causando 

alteração conformacional que leva ao fechamento dos canais de JC (Davidson 

e Baumgarter, 1988), sendo que este mecanismo está de acordo com dados 

prévios de Davidson et al. (1986), que mostraram rápida reversão do bloqueio 

destes canais após lavagem das células com meio contendo albumina. Além 

desta hipótese, a ação da CBX sobre os canais de JC pode envolver a 

capacidade desta substância em promover desfosforilação da Cx43, como foi 

mostrado em células epiteliais de fígado de rato (Guan et al., 1996).  Estes 

autores mostraram que o desacoplamento promovido pelo ácido glicirretínico 

18-beta correlacionou-se com redução da forma fosforilada P2 da Cx43 e 

aumento da forma não fosforilada da proteína (já é conhecido que o estado de 

fosforilação da Cx43 pode alterar a condutância do canal, sendo que as formas 

fosforiladas normalmente estão relacionadas com aumento da probabilidade do 

canal se encontrar no estado aberto – Godwin et al., 1993; Oelze et al., 1995; 
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Cotrina et al., 1998). No entanto, além da Cx43, a CBX também inibe canais de 

JC compostos por outras Cx (Lan et al., 2011). 

Por ser lipofílico, esse composto penetra facilmente no encéfalo após 

administração sistêmica (Jellinck et al., 1993; Dobbins e Saul, 2000). Apesar de 

a CBX ser um agonista mineralocorticóide devido à sua capacidade de inibição 

da enzima 11-β- hidroxiesteróide (aumentando desse modo os hormônios 

glicocorticóides), há estudos comprovando que os efeitos anticonvulsivantes 

observados após aplicação desse composto não estão relacionados com sua 

interação com receptores mineralocorticóides, e sim com a capacidade da CBX 

de atuar nos canais de JC (Ross et al., 2000; Gigout et al., 2006a). 

Quando aplicada nos animais do grupo controle CBX, a CBX não alterou 

a atividade eletrocorticográfica basal (amplitude relativa do sinal não foi 

alterada, assim como contribuição das frequências), bem como não produziu 

mudanças no comportamento dos animais, resultados semelhantes aos 

encontrados por Medina-Ceja et al. (2008), Gigout et al. (2006a) e Gajda et al. 

(2003). De fato, já foi demonstrado que vários bloqueadores de canais de JC, 

inclusive a CBX, não alteram as propriedades eletrofisiológicas de neurônios do 

neocórtex de humanos (Gigout et al, 2006a), hipocampo de ratos (Kohling et al., 

2001) e de fatias tálamo-corticais (Gigout et al., 2006b). 

Foi possível observar em nossos resultados que os efeitos da CBX 

foram progressivos durante o tempo avaliado, e ao final de 2 horas estes 

efeitos ainda foram mantidos, apesar de não termos observado regressão 

comportamental do SE e os animais terem morrido no intervalo de 48 horas 

após indução do SE, demonstrando que a CBX não foi eficaz em promover a 

recuperação dos animais ao seu estado basal, com exceção de um animal. No 
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entanto, temos que levar em consideração que a CBX foi administrada 

sistemicamente, diferente dos trabalhos que evidenciaram a interrupção das 

crises após o tratamento, em que a CBX foi aplicada diretamente no foco 

epiléptico. Além disso, a maioria dos estudos utilizou modelos de epilepsia com 

crises focais, diferente do que acontece durante o SE, no qual as crises são 

generalizadas. Como citado acima, apenas um animal que recebeu CBX 

apresentou recuperação comportamental do estado de mal epiléptico. Este 

animal visivelmente não exibia mais o quadro de crises generalizadas 

característico do SE, além de ter ocorrido extinção da atividade epileptiforme 

do ponto de vista eletrofisiológico. Apesar do animal não ter sobrevivido, estes 

resultados são positivos, uma vez que o processo de extinção do SE ocorreu 

antecipadamente, com repercussões comportamentais. Talvez este animal em 

particular apresentasse maior sensibilidade à CBX, resultando em efeitos mais 

expressivos sobre o SE. O uso de outras concentrações de CBX poderia gerar 

resultados semelhantes de modo mais homogêneo nos animais tratados. 

Pelo fato de a CBX não ter efeitos específicos sobre canais de JC 

neuronais ou gliais, não é possível estabelecer a contribuição destes elementos 

celulares específicos para os efeitos observados neste estudo. Maier et al. 

(2002) mostraram atenuação das descargas epileptiformes provocadas por 4-

AP em fatias hipocampais obtidas de camundongos knockout para Cx36. No 

entanto, não podemos excluir a possibilidade da contribuição do bloqueio glial 

pela CBX na redução dos potenciais epileptiformes observada em nosso 

modelo. De fato, já foi demonstrado que a CBX diminui a eficiência do 

mecanismo de tamponamento de potássio glial em fatias de neocórtex de rato 

(Holthoff e Witte, 2000). Apesar de não terem ocorrido alterações da expressão 
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proteica de Cx43 e Cx36 em nossos animais avaliados no período agudo do 

modelo, é possível que mesmo pequenas alterações dos canais que as 

expressam contribuam para o estabelecimento das crises epilépticas. Outro 

possível alvo da CBX são os hemicanais compostos por panexinas (outra 

família de proteínas que formam hemicanais), que sabidamente também são 

bloqueadas por esse composto (Bruzzone et al., 2005). 

Foi possível constatar que os animais do grupo SE+CBX passaram a 

apresentar os chamados períodos flat em intervalo de tempo menor após 

aplicação de CBX quando comparados aos animais que receberam salina ao 

invés de CBX. Treiman et al. (1990) descreveram a sequência dos padrões 

eletrencefalográficos durante SE em humanos e em três modelos 

experimentais, incluindo o da pilocarpina. Estes autores descreveram cinco 

padrões, sendo que todos foram vistos em humanos e nos modelos 

experimentais, sugerindo que esta sequência de alterações do EEG representa 

a história natural da evolução do EEG durante SE generalizado convulsivo, 

quando não tratado. A sequência descrita por Treiman et al. inclui, nas duas 

últimas fases do SE, a ocorrência dos períodos flat (a sequência descrita dos 

padrões do SE compreende: crises eletrográficas discretas; descargas ictais 

contínuas com amplitude e frequência crescente e decrescente; descargas 

ictais contínuas; descargas ictais contínuas com períodos flat e descargas 

epileptiformes periódicas “on a flat background”), que de acordo com os 

autores, pode estar relacionada ao aumento de atividade inibitória em resposta 

ao SE prolongado. Dados deste mesmo grupo (Walton et al., 1988) apontam 

para aumento progressivo da concentração de GABA em várias áreas do 

encéfalo durante SE experimental, apesar da existência de dados controversos 
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a respeito das concentrações de GABA durante SE (Cataltepe et al., 1996; 

Hasegawa et al., 2004). 

De acordo com Steriade et al. (1994), a análise do chamado burst 

suppression (padrão eletrofisiológico que contém épocas flat) induzido em 

gatos por vários anestésicos, mostrou que 95% dos neurônios corticais 

estavam eletricamente silentes durante os períodos flat. Eles observaram que 

hiperpolarização dos neurônios corticais precedia estes períodos. Sabe-se que 

interneurônios GABAérgicos são acoplados por JC compostas pela Cx36 

(Buzsácki, 2001). Já foi demonstrado que, em fatias de encéfalo de 

camundongos knockout para Cx36, a remoção do gene resulta em inibição 

cortical inicialmente mais fraca, porém mais duradoura, durante descargas de 

alta frequência (Postma et al., 2011). De acordo com os autores, isto indica 

facilitação de respostas inibitórias diante de altas frequências, sendo que estes 

resultados corroboram dados semelhantes encontrados in vivo (Butovas et al., 

2006). Deste modo, é possível que a antecipação do surgimento dos períodos 

flat visto em nossos animais em SE que receberam CBX, seja decorrente da 

facilitação GABAérgica que ocorre após desacoplamento de interneurônios 

inibitórios, já que hiperpolarização foi observada antes da ocorrência destes 

períodos (Steriade et al., 1994). 

Ao observarmos o período de estado de mal epiléptico dos animais do 

grupo controle SE nota-se que este é um processo que naturalmente tende a 

se extinguir, apresentando, com o passar do tempo, redução principalmente da 

voltagem dos potenciais epileptiformes. Os animais podem apresentar 

diferenças no que se refere à frequência e amplitude dos potenciais, e, além 

disto, pode haver diferenças também na evolução do estado de mal epiléptico, 
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com alguns animais exibindo supressão do processo epileptiforme de forma 

antecipada em relação a outros. No entanto, é importante salientar que mesmo 

havendo estas características individuais, houve nítida diferença, quando 

compararam-se os mesmos períodos pós-salina e pós-CBX dos grupos 

controle SE e experimental SE + CBX, respectivamente, em relação aos 

parâmetros avaliados. Sendo assim, os efeitos observados no grupo SE + CBX 

devem ter ocorrido de fato devido à ação da CBX, e não simplesmente devido 

à própria evolução natural do SE. 

De acordo com os resultados apontados, pode-se sugerir que os canais 

de JC desempenham um papel importante na fisiopatologia da epilepsia do 

lobo temporal, e que estes canais podem representar um alvo terapêutico para 

essa patologia. 
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: 

 

1. A Cx43 sofre alterações no hipocampo de ratos durante os períodos 

latente e crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina;  

2. Não foram observadas alterações significativas da expressão de Cx36 

no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT; 

3. A CBX não provocou mudanças no eletrocorticograma de base de ratos 

controle; 

4. O bloqueador de canais de JC CBX produziu efeitos antiepileptiformes 

quando aplicado sistemicamente em ratos em estado de mal epiléptico 

induzido por pilocarpina; 

5. Os canais de junções comunicantes podem estar envolvidos na 

manutenção da atividade epileptiforme induzida por pilocarpina em 

ratos.
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