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RESUMO

Kinjo ER. Conexinas na epilepsia experimental induzida por pilocarpina:
abordagem molecular e eletrofisiolégica. [Tese (Doutorado em Fisiologia
Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo Paulo; 2011.

Os canais de jungcbes comunicantes (CJC) sao contatos intercelulares que
podem estar envolvidos com a geracéo e a generalizacdo de crises epilépticas,
e alteracOes na expressdo de conexinas (Cx) tém sido descritas tanto em
modelos animais de epilepsia como em pacientes. Este estudo teve como
objetivo avaliar a expressao hipocampal de proteinas (por meio de ensaios de
immunoblotting) e de RNAs mensageiros (PCR em tempo real) das Cx43 e
Cx36 (proteinas que compdem os CJC de astrocitos e neurdnios,
respectivamente) nos periodos agudo, latente e crénico do modelo de epilepsia
do lobo temporal (ELT) induzido por pilocarpina. Além disso, os efeitos de um
bloqueador de canais de juncfes comunicantes, a carbenoxolona (CBX), foram
avaliados por meio de andlise eletrofisiolégica durante o periodo de status
epilepticus. Os resultados referentes a Cx43 demonstram reducdo dos niveis
proteicos no periodo latente (p<0,05) e aumento no periodo crénico do modelo
(p<0,01), enquanto os niveis de RNAm de Cx43 nao sofreram alteragcdo em
nenhum dos periodos avaliados. Em relagdo a Cx36, tanto 0s niveis proteicos
quanto os de RNAmM ndo sofreram alteracbes em nenhum dos periodos
avaliados. Os dados obtidos a partir do bloqueio de CJC mostraram reducéo do
tempo para diminuicdo da poténcia na banda de frequéncia entre 15 e 30 Hz,
oscilacdo que tem grande contribuicdo na composicdo do sinal durante
atividade epileptiforme, além de reducdo da amplitude relativa dos potenciais
epileptiformes induzidos por pilocarpina. Foi observado ainda que o grupo
tratado com CBX passou a apresentar periodos flat antecipadamente, em
relacdo 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 regulacdo destes canais na epilepsia
experimental, como subsidio para futuras possiveis intervencdes no processo

de génese da ELT.
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ABSTRACT

Kinjo ER. Connexins in the experimental epilepsy induced by pilocarpine:
molecular and electrophysiological approach. [Ph. D. thesis (Human
Physiology)]. S@o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Séo 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 mMRNA 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 inglés
International League Against Epilepsy), a epilepsia € um disturbio da funcéo
cerebral caracterizado pela predisposicdo a geracdo de crises epilépticas e
pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicossociais e sociais dessa
condicdo, sendo que a definicdo de epilepsia requer a ocorréncia de ao menos
uma crise epiléptica. As crises epilépticas, por sua vez, sdo definidas como
sinais e/ou sintomas transitorios decorrentes da atividade neuronal excessiva
ou sincronizada no encéfalo (Fisher et al., 2005).

Estima-se que a prevaléncia das epilepsias seja entre 4/1000 e 10/1000
habitantes, sendo que aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo sdo
portadoras de epilepsia (Organizacdo Mundial da Saude, 2011). Um estudo
realizado por Noronha et al. (2007) demonstrou que a prevaléncia das
epilepsias no Brasil € de 5,4/1000 habitantes.

A classificacdo das epilepsias ainda é alvo de muitos estudos e gera
controvérsias. Nesse sentido, a ILAE revisou a terminologia e 0s conceitos para
organizacdo de crises epilépticas e epilepsias (Berg et al., 2010). De acordo
com esse documento, as epilepsias podem ser classificadas em genética,
estrutural/metabdlica e de causa desconhecida, sendo que esses termos
substituiram as terminologias idiopatica, sintomatica e criptogénica,
respectivamente. Os termos generalizada e focal ndo sdo mais usados para
classificar as epilepsias, mas caracteristicas como evolucdo natural da doenca,

idade de inicio, e outras como resposta aos farmacos, padrdo dos registros
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ictais e pOs-ictais e achados estruturais de neuroimagem também auxiliam na
classificacdo da sindrome epiléptica em questéo.

As crises epilépticas, por sua vez, podem ser classificadas de acordo
com a maneira pela qual elas tém inicio, ou seja, crises generalizadas ou
focais. As crises generalizadas tém inicio em alguma regido do encéfalo e
rapidamente envolvem redes distribuidas bilateralmente. Tais redes podem
incluir estruturas corticais e subcorticais, mas ndo necessariamente envolvem
todo o cortex. Ja as crises focais tém inicio dentro de redes limitadas a um
hemisfério. Sua localizacdo pode ser discreta ou mais amplamente distribuida,
originando-se em estruturas subcorticais (Berg et al., 2010). Ainda em relacao
a classificacdo de crises epilépticas, outras terminologias amplamente
utilizadas e que o novo documento considera imprecisas, e, portanto foram
eliminadas, sdo os termos simples e complexa, que eram termos utilizados
para caracterizar as crises focais de acordo com o prejuizo da consciéncia
(complexas) ou sua preservacao (simples). No entanto, a recomendacéo é de
que as crises focais sejam descritas de acordo com o propdésito especifico a
que se destina (diagnéstico diferencial, triagem para cirurgias, dentre outras),
podendo ser Uteis dados como preservacdo ou ndao da consciéncia, outras

caracteristicas cognitivas, localizacdo e progressao dos eventos ictais.

1.1.1 Epilepsiado 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



17

refratariedade ao tratamento farmacoldgico e alta prevaléncia, é de grande
importancia clinica 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 limbico,
principalmente no hipocampo, coértex entorrinal, amigdala e giro
parahipocampal (Bartolomei et al., 2005; Guedes et al., 2006). Na maioria das
vezes, a ELTM tem seu inicio na infancia tardia ou adolescéncia, e geralmente
h& histéria prévia de convulsdo febril, hipdxia, trauma cranio-encefélico ou
infeccdes 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 sensacfes epigastricas, fendmenos fisicos e experienciais e
alteracOes afetivas) seguida por olhar fixo ndo responsivo e automatismos
oroalimentares. Apés a crise geralmente ha um periodo de confusao, e afasia
pés-ictal pode ser observada se as crises acometem o lobo temporal
dominante (Pedley, 1996).

A maioria dos pacientes com ELT pode ter alteracdes de memoria e
algum tipo de comprometimento das funcbes verbais ou visuo-espaciais,
dependendo se o lobo temporal epileptogénico é o dominante ou o0 néo
dominante. Alguns autores acreditam que distlrbios de humor e certos tracos

de personalidade, incluindo emotividade, dependéncia e passividade,
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hipossexualidade, religiosidade, sdo mais prevalentes em pacientes com ELT,
mas isto ainda gera controvérisas (Pedley, 1996).

O achado patologico mais encontrado em espécimes removidos de
pacientes com ELTM resistentes ao tratamento farmacoldgico € a esclerose
hipocampal (Babb et al., 1984% Thom et al., 2005; Guedes et al., 2006;
Blimcke, 2009). Este padrdo de lesdo é caracterizado por perda de células
piramidais das regides CA1, CA3 e hilo do giro denteado. As células da regiéo
CA2 e as células granulares do giro denteado sdo caracteristicamente menos
afetadas (Babb et al., 1984"; Bliimcke, 2009), porém ocorre uma dispersdo das
células granulares, que poderia levar a alteragcdes na conectividade dessas
células, contribuindo para a atividade epiléptica (Houser, 1990).

Além da perda neuronal seletiva, que invariavelmente esta associada a
intensa gliose reativa, observa-se também nesses tecidos reorganizacdo
axonal, caracterizada por brotamentos de axbnios das células granulares
(fibras musgosas) na regido da camada molecular interna do giro denteado
(Tauck e Nadler, 1985; Sutula et al., 1988; Mello et al., 1993). H& estudos que
sugerem que o brotamento das fibras musgosas forma um circuito hipocampal
monossinaptico excitatorio, o qual seria responsavel pela geracao e recorréncia
das crises epilépticas (Tauck e Nadler, 1985; Buckmaster e Dudek, 1999;
Lynch e Sutula, 2000). Por outro lado, ha dados que sugerem que o
brotamento das fibras musgosas ndo é uma condicdo essencial para a geracao
das crises espontaneas recorrentes, uma vez que o bloqueio do brotamento
por cicloexamida (inibidor de sintese proteica) ndo afeta o aparecimento de
crises espontaneas e recorrentes nos modelos de status epilepticus (SE)

induzidos por pilocarpina e acido cainico (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 axdnicos de interneurbnios GABAérgicos que
expressam somatostatina no hilo, levando a um aumento da conectividade com
as células granulares. Essa reorganizacdo dos interneurdnios GABAérgicos
gue expressam somatostatina poderia ser um mecanismo de inibicdo das
células granulares, compensando a perda dos interneurbnios hilares

vulneraveis.

1.1.2 Modelo experimental de ELT induzido por pilocarpina

Os modelos experimentais de epilepsias tém assumido um importante
papel na compreensdo dos mecanismos envolvidos na origem e manifestacao
das crises epilépticas. Dentre os modelos mais estudados destaca-se o da
pilocarpina, descrito por Turski et al. (1983), que mimetiza as caracteristicas
histoldgicas, bioquimicas, farmacoldgicas, eletrofisiolégicas e comportamentais
encontradas na ELTM em humanos.

A pilocarpina é um alcal6ide extraido da planta Pilocarpus jaborandi que
age como um agonista colinérgico muscarinico. Quando aplicada
sistemicamente em altas doses (300-380 mg/kg), gera um quadro de status
epilepticus (SE - definido como crises comportamentais e/ou elétricas
continuas ou crises repetidas sem completa recuperacdo das funcdes
neuroldgicas entre as crises, com duracdo de pelo menos 30 minutos)
(Treiman, 1995) em roedores que parece depender da ativacdo de receptores
muscarinicos do subtipo M1 (subtipo mais expresso no hipocampo, presente

nas ceélulas piramidais de CAl1 e CAS3, células granulares e em alguns
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interneurdnios), uma vez que camundongos knockout para esse receptor ndo
desenvolvem SE em resposta a pilocarpina (Hamilton et al., 1997; Osten et al.,
2007). Além disso, a inducdo do SE por pilocarpina pode ser bloqueada pela
administracdo sistémica prévia do antagonista muscarinico atropina (Clifford et
al., 1987). No entanto, uma vez que o quadro de SE esta estabelecido, a
aplicacdo de atropina ndo é capaz de interromper as crises, sugerindo que a
transmissdo colinérgica muscarinica esta envolvida no inicio das crises, mas
ndo na sua manutencdo, indicando a participacdo de outros
neurotransmissores (Clifford et al., 1987). De fato, um estudo realizado por
Smolders et al. (1997) revelou que h& elevacdo nos niveis de glutamato no
hipocampo de ratos acompanhada pelo inicio das crises induzidas por
pilocarpina. A ideia aceita é de que o sistema colinérgico seja responsavel pela
ativacao inicial de neurdnios excitatérios glutamatérgicos, o que daria inicio a
atividade convulsiva. A liberagcdo excessiva de glutamato durante o SE
manteria as células despolarizadas, produzindo liberacdo continua de calcio
dos estoques intracelulares, culminando em lesédo 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
muscarinicos, produz desequilibrio entre a transmisséo excitatoria e inibitoria,
gerando o quadro de SE (Priel e Albuquerque, 2002).

A descricdo detalhada do modelo da pilocarpina em ratos permite
caracterizar trés periodos distintos: a) periodo agudo, em que os animais
apresentam crises ininterruptas por periodos de até 12 horas (SE); b) periodo
latente, caracterizado pela normalizacéo comportamental e

eletrencefalografica, com duracéo variavel de 4 a 44 dias; c) periodo cronico,
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gue se inicia com 0 aparecimento da primeira crise espontanea, que se torna
recorrente ao longo da vida do animal (Turski et al., 1983; Leite et al., 1990).

E interessante observar que essa evolugido (SE - periodo latente —
periodo crbénico) também é observada na ELT humana. Muitos pacientes
relatam um “evento inicial” (crises prolongadas, traumatismo craniano ou
infeccdes) nos primeiros anos de vida, seguindo-se um periodo assintomético
até a adolescéncia, quando as crises geralmente tém inicio. Uma vez que as
alteracdes que contribuem para a instalacdo do quadro epiléptico ocorrem em
poucos dias no modelo, somando-se ao fato de que vérias caracteristicas da
ELT humana s&o reproduzidas no modelo, torna-se clara a vantagem da
utilizagdo desse modelo.

Sendo assim, o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tem
contribuido para a compreensado da ELT humana, possibilitando o estudo sobre
mecanismos envolvidos com o processo de epileptogénese apos injecao Unica

do agonista colinérgico muscarinico.

1.1.3 Formacéao hipocampal

Varias fung@es ja foram atribuidas ao hipocampo. Até os anos de 1930,
a formacgéo hipocampal era considerada como parte do sistema olfatorio pelos
neurocientistas. Atualmente, ja se sabe que o hipocampo ndo € o maior
componente do sistema olfatorio. No entanto, a informagé&o olfatoria certamente
contribui para as funcdes realizadas por esta estrutura (Andersen et al., 2007).
Outra hipdtese foi proposta por James Papez (1937), que sugeriu que O

hipocampo fazia parte de uma circuitaria que fornece substrato anatdmico para
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as emocdes, por meio de conexdes com 0s corpos mamilares, 0s nucleos
talamicos anteriores e o giro do cingulo, estabelecendo um circuito neural
fechado que seria responsavel pela elaboragdo da experiéncia emocional e por
suas respostas (Andersen et al., 2007; Canteras e Bittencourt, 2008). No
entanto, posteriormente essa hipotese foi derrubada por trabalhos que
demonstraram associacdo entre alteracdes de comportamento e de emocgoes
com lesdes na amigdala (Andersen et al., 2007). Outro papel proposto para a
formacéo hipocampal foi o controle da atencdo. O ritmo teta, observado no
hipocampo de coelhos por Richard Jung e Alois Kornmuller em 1938, foi
relacionado com aumento da atenc¢do. Além disso, foi proposto que a atividade
teta poderia estar vinculada a estados especificos de aprendizado, e que tanto
o teta hipocampal quanto o entorrinal sofreram mudancas durante a aquisicéo
de respostas condicionadas (Andersen et al., 2007).

Apesar das varias fungbes propostas para a formacdo hipocampal,
atualmente sabe-se que esta regido esta criticamente envolvida nos processos
de aprendizado e memdria, especificamente na memoria declarativa / explicita,
relacionada a fatos e eventos, sendo que este tipo de memaria depende do
hipocampo por um tempo limitado, ou seja, esta estrutura € crucial para a
formacdo destas memodrias e sua consolidacdo inicial (Stark, 2007).
Particularmente, o hipocampo desempenha importante papel na memaria para
espaco e contexto, sendo que lesbes no hipocampo podem desencadear
problemas de orientacdo espacial (Kandel et al.,, 2003). Ja& a memadria nao-
declarativa / implicita, responsavel por habilidades ou procedimentos, n&o
depende do hipocampo, e sim de outras estruturas encefalicas como cerebelo

e amigdala (Kandel et al., 2003).
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Além de desempenhar importante papel em algumas formas de memoéria
e aprendizado, como citado acima, outro aspecto que confere importancia ao
hipocampo € o fato desta regido, especificamente a zona subgranular do giro
denteado, ser capaz de produzir novos neurbnios no encéfalo adulto,
juntamente com a zona subgranular dos ventriculos laterais (Ming e Song,
2011).

A formacao hipocampal esta envolvida em varios processos patologicos,
mas apenas em raras situagbes a lesdo é restrita a esta estrutura. O
hipocampo estd sujeito as mesmas condi¢cbes patolégicas que outras areas
corticais, tais como tumores, ma-formagcdes vasculares, dentre outras. No
entanto, adicionalmente, o hipocampo € notavel por sua particular
vulnerabilidade aos danos causados por isquemia/hipdxia, trauma e
hipoglicemia. H&4 também situacdes em que o envolvimento da formacédo
hipocampal é critica para a manifestacdo da doenca, principalmente nos casos
da doenca de Alzheimer e na ELT. Na ELT, diferentemente do que ocorre na
doenca de Alzheimer, o hipocampo ndo apenas € vulneravel aos danos
causados pelas crises, mas também pode atuar como substrato para a geracao

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

1.1.3.1 Anatomia da formagéao hipocampal

Os dois maiores responsaveis tanto pelas terminologias utilizadas para
descricdo do hipocampo quanto pelo conhecimento sobre sua organizacéo
celular e conectividade intrinseca, sdo Santiago Ramon y Cajal e seu aluno

Raphael Lorente de N6. Algumas das subdivisfes feitas por eles, baseadas na
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técnica de coloragdo de Golgi, sdo utilizadas até os dias de hoje apesar do
avanco das técnicas usadas em neuroanatomia (Amaral e Lavenex, 2007 — p.
42).

A formacgdo hipocampal € composta pelo hipocampo propriamente dito,
sendo subdividido em trés campos, CAl, CA2 e CA3 (CA: Corno de Ammon),
identificados pelo neuroanatomista Lorente de NO, além do giro denteado (GD),
complexo subicular (subiculo, para-subiculo e pré-subiculo) e cortex entorrinal
(Figura 1) (Amaral e Lavenex, 2007). O termo formacéo hipocampal de acordo
com a descricdo acima é amplamente, mas ndo universalmente, aceito. Alguns
autores consideram como sendo formacao hipocampal apenas as regides que
contém trés camadas (ou alocértex, termo aplicado para regides corticais com
menos de seis camadas), ou seja, 0 hipocampo propriamente dito, giro
denteado e o subiculo. As outras regifes (pré-subiculo, para-subiculo e cértex
entorrinal), neste caso, constituem o chamado cortex parahipocampal. Ainda,
os termos hipocampo ou complexo hipocampal as vezes sdo aplicados para
definir a combinacdo do hipocampo propriamente dito e o giro denteado
(Amaral e Lavenex, 2007).

O giro denteado € composto por trés camadas: camada molecular,
relativamente desprovida de células e ocupada basicamente por dendritos das
células granulares, células em cesto e polimérficas; camada de células
granulares (principal tipo celular do giro denteado), que apresenta denso
empacotamento de células granulares e também células em cesto, e camada
polimorfica ou hilo, também chamada de CA4 por alguns autores, que contém
uma variedade de neurdnios ndo muito conhecidos, sendo o tipo mais comum

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

- alveus: constituido por fibras aferentes e principalmente eferentes da
formacao hipocampal,

- stratum oriens: regido infra-piramidal formado por axoénios de células
piramidais e por alguns tipos celulares, como as células em cesto
(interneurdnios inibitorios);

- stratum pyramidale: composto por agrupamento denso de células
piramidais, principal tipo celular do CA;

- stratum lucidum: presente apenas na regido CA3, camada desprovida
de células, localizada acima da camada de células piramidais, composta pelas
fibras musgosas;

- stratum radiatum: regido supra-piramidal, constituido interneurdénios e
por dendritos apicais das células piramidais, que se conectam as vias
colaterais de Schaffer;

- stratum lacunosum-moleculare: camada mais superficial do hipocampo,
regido onde as fibras do cortex entorrinal terminam. Aferentes de outras
regibes, como as do talamo, também chegam a esta camada. Possui uma

variedade de interneuronios.



Figura 1 — Diagrama de uma secg¢do coronal do hipocampo. CAl, 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 polimadrfica ou hilo
do giro denteado; 11: fimbria; 12: margo denticulatus; 13: sulco fimbrio-
denteado; 14: sulco hipocampal; 15: subiculo.

FONTE: adaptado de Duvernoy, 2005.

A camada de células piramidais € caracterizada por denso
empacotamento de células em CA1l, diferentemente das regides CA2 e CAS3,
onde o empacotamento celular € menor. A distingdo entre CA3 e CAl se da
pelo fato de que apenas CAS3 recebe projecbes das fibras musgosas, além do
fato de que CAL possui células menores em relagcdo a CA2 e CA3. CA2, por
sua vez, se diferencia dos dois campos anteriores, pois, além de ainda
apresentar células grandes, como CA3, ndo recebe projecdes das fibras
musgosas (Amaral e Lavenex, 2007).

A maior justificativa para o agrupamento das seis regidées na chamada
formacdo hipocampal reside no fato de que elas sdo conectadas por vias

neuronais largamente unidirecionais de forma singular. O termo “circuitaria tri-
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sinaptica“ (Figura 2) é um grande exemplo dessa peculiaridade da formacéo
hipocampal, uma vez que ela compreende uma via sequencial de sinapses
glutamatérgicas excitatérias, sendo que a inibicdo se faz principalmente por
interneurdnios localizados no hilo e na regidao do CA. Essa circuitaria tem inicio
na via perfurante, que parte do cortex entorrinal em direcdo ao giro denteado;
dali seguem as fibras musgosas (axénios das células granulares) em direcdo a
porcdo proximal dos dendritos das células piramidais de CAS3; por fim, de CA3
saem projecbes em direcdo a regidao proximal dos dendritos das células
piramidais de CA1, conhecidas como via colateral de Schaffer. Entretanto, com
a descoberta de projecdes robustas de CA1 para o subiculo e cortex entorrinal,
e de grandes projecBes do cortex entorrinal para o neocortex, a via tri-sinaptica
€ agora apenas uma dentre as varias circuitarias funcionais da formacéo

hipocampal (Amaral e Lavenex, 2007).
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Schaffer
collaterals

Figura 2 — Circuitaria neural da formacdo hipocampal de roedores. a) ilustracdo da
circuitaria hipocampal. b) diagrama da rede neural hipocampal. A via tri-
sindptica excitatéria (CE-GD-CA3-CA1-CE) est4d destacada por setas
sOlidas. EC: cértex entorrinal; PP: via perfurante; LPP: via perfurante
lateral; MPP: via perfurante medial; TA: via temporoamonica.

FONTE: Deng et al., 2010.

1.2 CANAIS DE JUNCOES COMUNICANTES

Os canais de juncdes comunicantes (JC, gap junctions) s&o
especializagcbes na membrana que permitem a comunicacdo intercelular
metabdlica e elétrica de forma direta entre quase todos os tipos celulares do

encéfalo e de outros tecidos (Sohl et al., 2005; Laird, 2006). A funcdo destes
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canais na biologia celular e tecidual é de extrema importancia uma vez que a
comunicacdo provida por eles existe em quase todos os tipos celulares de
mamiferos (Laird, 2006).

Enquanto os canais formados por Cx servem ao proposito comum de
permitir a troca intercelular de pequenos metabdlitos, segundos mensageiros e
sinais elétricos, a diversidade de funcdes é atribuida ao subconjunto de Cx
expresso em um tipo celular. Por exemplo, a permeabilidade dos canais de JC
as moléculas que diferem em tamanho, forma e carga pode variar dependendo
da composi¢cdo dos subtipos de conexinas expressos, resultando em ampla
variedade de seletividades (Laird, 2006).

Os canais de JC sao formados por um par de hemicanais (conéxons),
situados nas membranas de células justapostas, que por sua vez sao
compostos por seis subunidades proteicas chamadas conexinas (Cx). As Cx
possuem quatro dominios transmembranicos, duas algas extracelulares e trés
componentes citoplasmaticos (uma alca citoplasmatica e os segmentos amino
e carboxi terminais) (Figura 3) (Sohl 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
homotipicos, heterotipicos ou heteroméricos. Os canais homotipicos séo
compostos por 12 subunidades de Cx idénticas. Os canais heterotipicos, porém
homomeéricos, sdo formados por conéxons diferentes, porém cada conéxon é
composto pela mesma Cx. Nos canais heteromeéricos as Cx que formam um
conéxon sao diferentes nas duas células adjacentes (Figura 3). Ainda, os

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

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

2006).
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Figura 3 — Organizacdo molecular e esquema topogréfico de canais de JC.

a) hemicanais de membranas plasmaticas de células justapostas formando
canais de jungcBes comunicantes. Trés diferentes tipos de canais séo
descritos: homomérico/homotipico (1), heteromérico (2) e heterotipico (3),
de acordo com a composi¢cdo molecular. Cada hemicanal compreende a
juncédo de seis subunidades proteicas conhecidas como Cx. b) Molécula de
Cx com os quatro dominios transmembranicos, os trés segmentos
citoplasmaéticos e as alcas extracelulares.

FONTE: Sohl et al., 2005.
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As Cx possuem massa molecular entre 25-62 kDa, e o tamanho dessas
proteinas confere o0 nome as mesmas, sendo que cada Cx possui seu padréo
de expressdo. 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 regulacao
diferenciada, tanto ao que se refere a biofisica do canal (Barrio et al., 1992),
quanto a expressdo génica e proteica, que pode ser alterada diferentemente
para cada Cx por hormonios, condi¢coes 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
0 citoplasma e o meio extracelular, estabelecendo desse modo acdes
autocrinas e paracrinas (Bennet et al., 2003; Ye et al., 2003; Spray et al., 2006;
Giaume et al., 2010). Esses hemicanais podem ser abertos por sinais ou
condicdes, que incluem despolarizacdo da membrana, reducdo dos niveis
extracelulares de Ca?', alteracbes de Ca?' citoplasmatico, estimulacdo
mecanica, mudancas no estado de fosforilacao, hipoxia/isquemia, entre outros
(Decrock et al., 2009). Quando abertos, esses hemicanais permitem a entrada
de fons como Ca?** e Na*, ou entdo a saida de metabdlitos essenciais como
ATP, glutamato, prostaglandinas e outros (Decrock et al., 2009). Além dos
hemicanais compostos por Cx, outra familia de proteinas composta por apenas
trés membros, e conhecidas como panexinas (Px1, Px2 e Px3), podem compor
os canais de JC. Essas proteinas sao co-expressas com as Cx e atuam
primariamente como hemicanais, estabelecendo, assim como os hemicanais
formados por Cx, comunicacdo entre o citoplasma e o meio extracelular

(Iglesias et al., 2009; D’hondt et al., 2011).
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No sistema nervoso, a comunicacdo elétrica através de canais de JC
ocorre entre neurbnios, astrocitos, oligodendrdcitos e micrdglia (Nagy e Rash,
2000; Parenti e Campisi, 2002), assim como entre diferentes tipos celulares,
como nas juncgdes neurdnio-astrocito (Nedergaard, 1994) e astrocito-
oligodendrdcito (Nagy e Rash, 2000).

Dentre os tipos de Cx, as Cx36 e Cx43 sdo amplamente distribuidas no
encéfalo. A Cx36 encontra-se principalmente em neurdnios, especialmente em
interneurdnios (Condorelli et al., 1998, 2003). Na regido da formacao
hipocampal, a Cx36 é expressa em todas as regides, incluindo o cortex
entorrinal (Condorelli et al.,, 2000), apresentando-se nos interneurénios
GABAérgicos localizados em véarias camadas de CA1, CA3 e giro denteado.
Em relacdo as células principais, apenas as células piramidais de CAS3
expressam a Cx36 (Condorelli et al., 2000). J4 a Cx43, Cx mais expressa em
mamiferos, est4 presente em pelo menos 35 tecidos distintos (Laird, 2006).
Sua distribuicdo no SNC também é abundante, inclusive no hipocampo, onde é
predominantemente expressa em astricitos (Dermietzel e Spray, 1993; Theis
et al.,, 2003), sendo que estas células sdo extensivamente acopladas por

canais formados por essa proteina nas JC.

1.2.1 Canais de JC e epilepsia

Atividade elétrica excessiva e sincronizada de certos grupos neuronais €
uma das causas da ocorréncia de crises, podendo, por sua vez, resultar de
disturbios da homeostase intracelular, ou de um desequilibrio entre a atividade

excitatoria e inibitéria. As descargas elétricas sincronizadas e excessivas em
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fatias de hipocampo durante inducéo de atividade em um meio sem célcio, com
a transmissdo sinaptica quimica blogueada, tém sido atribuidas 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
tipico quadro de crise generalizada. Essa generalizacdo pode envolver os
canais de JC, presentes entre as células do sistema nervoso (neurdnios e glia)
e que permitem a propagacao de atividade elétrica (Dermietzel, 1998).

Experimentos realizados por Getting e Willows (1974) geraram as
primeiras evidéncias de que o acoplamento eletrotdnico pode modificar as
propriedades intrinsecas dos neurdnios e levar a geracdo de populacdo de
espiculas sincronizadas. Esses autores demonstraram, em neurdnios de
Tritonia, que o inicio e fim das espiculas dependem do acoplamento elétrico
pelo fato de que este permite que a despolarizacédo e a hiperpolarizacao sejam
transmitidos de célula a célula.

O papel dos canais de JC na geracdo de crises epilépticas tem sido
estudado mais detalhadamente em modelos de epilepsia in vivo, in vitro, em
tecido humano e em simulagbes computacionais (Val-da Silva et al., 2010).
Traub et al. (2001) mostraram que o0 acoplamento elétrico entre neurdnios,
talvez via JC axonais, poderia constituir a base das oscila¢cdes muito rapidas (>
70 Hz), sendo que tal atividade parece surgir na proximidade de regides de
inicio das crises, e poderia ter significado funcional indicador do foco
epiléptico. Esses autores também demonstraram que tais oscilagdes muito

rapidas podem preceder o inicio das crises, além de que essa atividade ocorre
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espontaneamente em fatias hipocampais e que ela depende de JC e ndo de
transmisséo sinaptica quimica.

A constatacdo da existéncia de oscilagbes muito rapidas no inicio de
crises em pacientes com epilepsia levou varios autores a investigar a relagédo
entre canais de JC e crises epilépticas. Nesse sentido, Bragin et al. (2002)
avaliaram a extensao da area de geracdo de oscilacdes na faixa de frequéncia
entre 250-600 Hz, conhecidas como oscilacfes de alta frequéncia (fast ripples),
no hipocampo de ratos com crises espontaneas tratados com acido cainico. Os
autores observaram a existéncia de areas capazes de gerar oscilacdes de alta
frequéncia espontédneas e evocadas na circuitaria cortex entorrinal-hipocampo,
e concluem que, apesar do forte controle inibitério da excitabilidade proveniente
da rede de interneurdnios, as conexdes excitatorias altamente interconectadas
sdo capazes de superar a inibicdo e gerar disparos epileptiformes, levando,
eventualmente, ao surgimento da atividade epileptiforme.

Alteragdes na expressao de Cx tém sido descritas tanto em modelos
experimentais de epilepsia como em pacientes com epilepsia. Aumento nos
niveis 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 jun¢gdes comunicantes
pode aumentar ou diminuir, respectivamente, a duracdo das crises. Na
tentativa de elucidar se a astrocitose que ocorre na ELT é acompanhada de
aumento na expressao da Cx43 (astrécitos sdo acoplados predominantemente
pela Cx43), Fonseca et al. (2002) estudaram a expressao dessa Cx em tecidos
obtidos de pacientes com ELT. Esse estudo revelou imunomarcagao

aumentada de Cx43 e GFAP nas regides CA1 e CA4 desses pacientes,
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sugerindo uma via de propagagdo rapida do sinal elétrico pela Cx43,
contribuindo para a generalizagdo das crises. No modelo do &cido cainico, foi
reportada reducé@o dos niveis de mRNA da Cx36 no hipocampo de ratos (Sohl
et al., 2000).

Embora esses dados reforcem a ideia de que os canais de juncoes
comunicantes exercem uma funcdo importante na epilepsia, seu papel exato

nessa patologia ainda é pouco conhecido.
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6 CONCLUSOES
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

. A Cx43 sofre alteragcbes no hipocampo de ratos durante os periodos
latente e crénico do modelo de ELT induzido por pilocarpina;

. Néo foram observadas alteracdes significativas da expressdo de Cx36
no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de ELT;

. A CBX néo provocou mudancas no eletrocorticograma de base de ratos
controle;

. O bloqueador de canais de JC CBX produziu efeitos antiepileptiformes
quando aplicado sistemicamente em ratos em estado de mal epiléptico
induzido por pilocarpina;

. Os canais de juncBes comunicantes podem estar envolvidos na
manutencdo da atividade epileptiforme induzida por pilocarpina em

ratos.
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