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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. 
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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. 
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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 



34 
 

 
 

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, 
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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. 
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6 CONCLUSÕES 
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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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